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RESUMO

A Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen € uma espécie nativa da América do Sul, popularmente
conhecida como jambu, e que tem sido consumida durante muitos anos como planta
ornamental, medicinal e alimenticia. Para obtencdo do espilantol, principal composto bioativo
desta espeécie, diversas técnicas de extracdo vém sendo utilizadas no intuito de se obter a
substancia isolada de maneira otimizada, uma vez que ndo o encontra-se disponivel
comercialmente. Dentre as técnicas, a extracdo com didxido de carbono supercritico destaca-
se, uma vez que mostrou alta seletividade para o espilantol, apresentando rendimento acima de
50% da substancia no extrato e resultando em uma pureza acima de 90% do composto isolado.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da pluviosidade e tempo de colheita no
rendimento de extragdo de espilantol com CO: supercritico, em duas cultivares de Acmella
oleracea (L.) R. K. Jansen, bem como avaliar o efeito farmacoldgico dos extratos. Para isso,
foram feitos os seguintes procedimentos: caracterizacdo da matéria-prima; otimizacdo das
variaveis do processo (vazdo e tempo); obtengcdo dos extratos por extracdo supercritica;
determinacdo do custo do processo em escala analitica; determinacdo da concentracdo de
compostos fendlicos totais dos extratos por Folin-Ciocalteu; quantificacdo do teor de espilantol
nos extratos por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, e avaliacdo de sua
atividade antinociceptiva in vivo. Os principais resultados foram: a analise mineral indicou altos
teores de ferro, célcio, zinco e magnésio; a otimizacdo do processo resultou na diminui¢édo do
gasto de CO- de 955,89 para 477,99 e diminuicdo do custo de extracdo R$20,47 para R$11,45.
O maior teor de espilantol foi de 29,22%, enquanto o maior teor de fenolicos foi 43,04%.. As
flores das duas cultivares de Acmella oleracea foram consideradas boas fontes de ferro, célcio,
zinco e magnésio. Os maiores valores de rendimento de extrato, teor de espilantol e fenolicos
totais foram obtidos na estagdo chuvosa e nos menores tempos de colheita. Entre as duas
cultivares avaliadas, ndo foram encontradas diferencas estatisticas significativas. O teste de
atividade antinociceptiva demonstrou que para a dose de 300mg/kg o percentual de inibicéo foi
tdo eficaz quanto a indometacina, que é o farmaco padréo.

Palavras-chave: Acmella oleracea. Jambu. Extracdo Supercritica. Espilantol. Atividade
Antinociceptiva.



ABSTRACT

Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen is a species native to South America, popularly known as
jambu, and has been consumed for many years as an ornamental, medicinal, and food plant. To
obtain espilantol, the main bioactive compound of this species, various extraction techniques
have been used in order to obtain the isolated substance, since it is not commercially available.
Among the techniques, supercritical carbon dioxide extraction stands out as it showed high
selectivity for espilantol, with yields above 50%, resulting in a purity above 90% of the isolated
compound. The objective of this work was to evaluate the influence of rainfall and harvest time
on the yield of spilanthol with supercritical CO in two cultivars of Acmella oleracea (L.) R. K.
Jansen flowers, as well as to evaluate their pharmacological effect. For this purpose, the
following procedures were performed: raw material characterization; optimization of the
process variables (flow and time); obtaining of extracts by supercritical extraction; determining
of the process cost on an analytical scale; determination of the total phenolic compounds
concentration in the extracts by Folin-Ciocalteu method; spilanthol content quantification in the
extracts by gas chromatography coupled to mass spectrometry, and evaluation of its
antinociceptive in vivo activity. The main results were: the mineral analysis indicated high
levels of iron, calcium, zinc, and magnesium; the process optimization resulted in a CO2 use
decrease from 955,8¢ to 477,99, and reduced extraction costs from R$ 20.47 to R$ 11.45. The
higher espilantol content was 29.22%, while the highest phenolic content was 43.04%. The
flowers of both Acmella oleracea cultivars were considered good sources of iron, calcium, zinc,
and magnesium. The highest values of extract yield, spilanthol content and total phenolic
compounds were obtained in the rainy season and in the shortest harvest times. Between the
two cultivars evaluated, no significant statistical differences were found.

Key words: Acmella oleracea. Jambu. Supercritical Extraction. Spilanthol. Antinociceptive

activity.
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1 INTRODUCAO

Acmella é um género boténico da familia Compositae ou Asteraceae composto por
aproximadamente 60 espécies existentes em regides de clima tropical como América, Africa e
india. Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen, uma espécie nativa da América do Sul e de grande
ocorréncia na Amazonia. Popularmente conhecida como jambu, jambuact, jamburana, agrido-
bravo, agrifo-do-para e agrido-do-brasil. E cultivada ao longo do ano possuindo ciclo de 50 a
90 dias dependendo da regido. Além disso, é classificada como herbacea Cs, fortemente
ramificada e atinge no maximo 50 centimetros de altura (CHUNG et. al., 2008; SAHU et al.,
2011; TIWARI et. al., 2011; WONGSAWATKUL et al., 2008).

Acmella oleracea tem sido consumida durante muitos anos como planta ornamental,
medicinal e alimenticia. Na culinaria brasileira é utilizada como tempero na composicéo de
saladas, sopas e pratos tipicos tradicionais (DIAS et. al., 2012), como legumes frescos (TIWARI
et. al., 2011) e ainda como tempero em aperitivo japonés (LENG et. al., 2011). Suas flores e
folhas possuem gosto pungente, que causam sensacéo de salivagdo, dorméncia e formigamento
(HIND, N. & BIGGS, N. 2003; JIROVETZ et. al., 2006). O uso de Acmella oleracea na
medicina popular tem sido reportado mundialmente em diversas publicacdes
etnofarmacoldgicas. A  decoccdo é utilizada como laxante e  diurético
(BUNYAPRAPHATSARA & CHOKECHAREUNPORN, 1999; PERRY & METZGER,
1980). A mastigacdo da planta é feita para aliviar a dor de dente e doencas nas gengivas e
garganta (JIROVETZ et. al., 2006). Outras doengas como reumatismo, febre, hemorroidas,
asma e dor de garganta também costumam ser tratadas através do uso popular da Acmella
oleracea (BUNYAPRAPHATSARA & CHOKECHAREUNPORN, 1999; CHOPRA et. al.,
1956; FARNSWORTH & BUNYAPRAPHATSARA, 1992).

Nas ultimas décadas, o nimero de publicacdes sobre aplicacdes de Acmella oleracea na
¢ crescente, e com propoésito de validar o uso etnofarmacologico dessa espécie, essas
publicacGes demonstram que os extratos tém formulacdes e componentes bioativos com uma
vasta gama de aplicacBes potenciais para as industrias cosmética, farmacéutica e alimenticia
(SILVEIRA et. al., 2018). Diversos estudos descrevem a composi¢do quimica de extratos
obtidos por diferentes métodos, bem como avaliam as possiveis aplicagdes que 0s extratos
podem ter. Varias classes de compostos bioativos foram identificados, isolados e caracterizados
em Acmella oleracea, entre eles estdo as alcamidas, esteroides, flavonoides e ésteres
(KRISHNASWAMY & PRASANNA, 1975; MUKHARYA & ANSARI, 1987; GREGER,

1988). O trabalho inicial encontrou entre as N-alquilamidas, o Spilanthol (como affinina ou



deca-2E, 6Z, 8E-trienoato de isobutilamida) como principal componente de caracteristica
anfipatica (GERBER, 1903).

Estudos com extratos de Acmella oleracea apresentaram atividade analgésica,
antipirética e anti-inflamatoria e essas atividades podem ser atribuidas aos flavonoides e -
sitosterol (SARAVONGVIVAD E SUPAVILAI, 1977; NAIR et al., 2012; D'ARMOUR &
SMITH, 1941; CHAKRABORTY et. al., 2004; JYOTHI et. al., 2008; RATNASOORIYA &
PIERIS, 2005; SADAVONGVIVAD & SUPAVILAI, 1977; NAIR et. al., 2012). Além dessas
atividades, outras também foram investigadas, tais como atividade diurética
(RATNASOORIYA et. al.,, 2004), atividade acaricida (CASTRO et. al., 2014), atividade
vasorelaxante e antioxidante (WONGSAWATKUL et. al., 2008), atividades larvicida e ovicida
(SARAF & DIXIT, 2002; PITASAWAT et. al., 1998) e efeito neuroprotetor (WILASINEE et.
al., 2017).

Para obtencdo do composto bioativo espilantol, diversas técnicas de extracdo vem sendo
utilizadas no intuito de se obter a substéncia isolada de maneira otimizada, uma vez que néo o
encontra-se disponivel comercialmente. O método de extracdo e solventes empregados no
processo influenciam no rendimento e seletividade de espilantol. A utilizacdo de didxido de
carbono supercritico mostrou alta seletividade para o espilantol, apresentando rendimento de
65% da substancia no extrato e resultando em uma pureza acima de 90% do composto isolado
(DIAS et.al, 2012). Portanto, a utilizacdo da técnica de extracdo com fluido supercritico mostra-
se como alternativa promissora para obtencdo de extratos concentrados ou ainda do espilantol
isolado, por ser uma tecnologia limpa, que ndo apresenta residuos toxicos no final do processo,
permitindo ainda a recuperacao do solvente. Desta forma, optou-se pela utilizagdo da extracéo
com fluido supercritico, considerando-se a necessidade de consolidacdo do processo de
obtencdo de espilantol, aliado as vantagens que a extracdo com fluido supercritico apresenta na
obtencdo desse composto (CAVALCANTI, 2008; DIAS et.al., 2017).



2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Avaliar a influéncia da pluviosidade e tempo de colheita no rendimento de extracdo de

espilantol com CO> supercritico, em duas cultivares de Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen,

bem como avaliar o efeito farmacoldgico dos extratos.

2.2 Especificos

Obtencéo, preparo e caracterizacdo da matéria-prima;

Otimizar as variaveis do processo (vazéo e tempo);

Obter os extratos por extracao supercritica;

Determinar o custo do processo em escala analitica;

Determinar a concentracdo de compostos fendlicos totais dos extratos;
Quantificar o teor de espilantol nos extratos;

Avaliar a atividade antinociceptiva in vivo;



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen
3.1.1 Classificacao taxondmica, descri¢do boténica e caracteristicas morfoldgicas

A figura 1 apresenta a classificagcdo taxonémica da espécie Acmella oleracea (L.) R. K.

Jansen.
Reino : Plantae |
Filo Plantac I
Divasio | Magnoliophvyta |
Classe Magnoliopsida
Ordem Asterales
Familia Asteraceae
Género Aemella
Especie A. eleracea

Figura 1 — Classificacdo taxondmica de Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen
Fonte: Autoria propria

Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen € uma planta medicinal originaria da América do
Sul, de ocorréncia nas regides norte, nordeste, sul e sudeste do Brasil, sendo também distribuida
na India, Malasia, Africa Central e Ocidental e no norte da Australia (JANSEN, 1981;
RAMSEWAK et. al., 1999; MAHENDRA et. al., 2001; YADAV & SINGH, 2010). Possui
como sinonimia botanica relevante Spilanthes oleracea L. e é popularmente conhecida no
Brasil como jambu, jambuagu, jamburana, agrido-bravo, agrido-do-para e agrido-do-brasil. Em
inglés, a erva é frequentemente mencionada como “toothache plant” (planta da dor de dente)
(MORENQO et. al., 2011; DI STASI, 2002).



O jambu é uma planta herbécea anual do tipo Cs, considerada perene, fortemente
ramificada, semiereta ou quase rasteira, e se multiplica tanto por sementes como por hastes
enraizadas, chegando a atingir entre 32 a 60 cm de altura. Possui raiz pivotante com numerosas
ramificacOes laterais e raizes adventicias no caule e nos ramos que entram em contato com o
solo (VILLACHICA et. al., 1996; LORENZI & MATOS, 2002; SAVADI, et. al., 2010).

O caule é cilindrico, rastejante e ramificado em dicasio. Apresenta pigmentacao verde
ou verde arroxeada. Em seu crescimento inicial, os ramos séo tenros e tornam-se lignificados
com o envelhecimento da planta. Suas folhas sdo simples, opostas, membranaceas, alongadas,
pecioladas, com peciolos achatados de 10 a 20 mm de comprimento. O limbo geralmente
apresenta contorno foliar oval de 40-79 mm de largura e 53-106 mm de comprimento. A borda
do limbo é dentada com apice agudo. A coloracdo varia do verde escuro ao verde claro, ou
ainda verde arroxeado dependendo da variedade ou cultivar (HIND & BIGGS, 2003; CHUNG
et. al., 2008; GUSMAO & GUSMAO, 2013).

As inflorescéncias sdo isoladas, dispostas em capitulos globosos axilares ou terminais
longo pedunculados. Os pedunculos apresentam entre 3,5-12,5 mm de comprimento. Os
capitulos apresentam entre 10,5-23,5 mm de altura e 11-17 mm de diametro. As flores sédo
hermafroditas e seu tubo da corola apresenta coloracdo amarela ou alaranjada, podendo
apresentar variacdo para o arroxeado na regido mais apical do capitulo (REVILLA, 2001;
LORENZI & MATOS, 2002; FERREIRA et. al., 2009).

Os frutos sdo aquénios e atingem cerca de 2 mm de comprimento, com pericarpo negro
ou cinza escuro, e cercado parcialmente pelas paleas membranosas e bracteas secas. Com a
formacdo dos aquénios, os capitulos tornam-se ressequidos a partir da base, passando a
apresentar tonalidade creme e indicando o inicio do periodo de coleta de sementes, que se da
ao final do periodo de secagem das inflorescéncias. A figura 2 apresenta alguns dos aspectos
morfoldgicos do jambu, descritos anteriormente e observados nas cultivares estudadas neste
trabalho (HIND & BIGGS, 2003; GUSMAO & GUSMAO, 2013).



Figura 2 — Detalhes das estruturas vegetativa e reprodutivas de Acmella oleracea (L.) R.K.
Jansen a) raiz da cultivar jamburana, b) raiz da cultivar nazaré, c) caule da cultivar jamburana
d) caule da cultivar nazaré, e) inflorescéncia cultivar jamburana f) inflorescéncia cultivar
nazareé, g) folha cultivar jamburana, h) folha cultivar nazaré.

Fonte: Autoria propria

3.1.2 Cultivo e métodos de propagacéo

Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen pode ser encontrada em seu estado selvagem em
regides de temperatura e umidade elevadas, podendo se desenvolver também em locais com
radiacdo direta reduzida ou em florestas secundarias e margens de lagos. Para o melhor
desenvolvimento do cultivo do jambu, recomendam-se temperaturas entre 25°C e 35°C, porém,
relatos de cultivos em condices de temperatura entre 15°C e 35°C, indicaram néo alterar
significativamente as caracteristicas da planta. Temperaturas superiores a faixa de 34°C e 38°C
diminuem o percentual de germinacdo (VILLACHICA et. al., 1996; RAMSEWAK et. al.,
1999; GUSMAO & GUSMAO, 2013).

Nos ambientes de ocorréncia natural do jambu, observam-se meios parcialmente
sombreados. Entretanto, pesquisas evidenciam que o cultivo da planta na faixa equatorial a
pleno sol, apresenta desempenho agronémico mais acelerado, como maior quantidade de
folhas, por exemplo. O jambu é intensamente adaptado a regiGes com elevada umidade relativa
tanto do ar quanto do solo, apresentando melhor desempenho em percentuais de umidade
superiores a 80%. Nas regides proximas da Cidade de Belém, onde se registra cultivo intenso
de jambu, a temperatura média anual é de aproximadamente 27,2°C, com pluviosidade média



de 2.537 mm/ano e umidade relativa do ar de 86%. Tais caracteristicas climaticas favorecem o
cultivo da planta em qualquer época do ano. Quanto as caracteristicas do solo, grande parte dos
cultivares ocorrem em solos areno-argilosos e ricos em matéria organica, sendo os de varzea
ndo inundaveis ou ainda os solos acidos também toleraveis ao cultivo (VILLACHICA et. al.,
1996; SAWAKI, 2000; HIND & BIGGS, 2003). A figura 3 apresenta o cultivo de duas
cultivares de jambu.

Figura 3 — Plantas de Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen em fase de floragdo. Cultivares (a)
nazaré e (b) jamburana
Fonte: autoria propria

A cultura do jambu possui ciclo de aproximadamente 45-70 dias e periodo de
germinacdo de 5-7 dias, exigindo pouca tecnologia de manuseio. Pode ser propagado por
sementes ou sexuada e por hastes enraizadas, sendo a propagacdo sexuada a mais usual. A
utilizacdo de tal método apresenta alguns riscos fitossanitarios que comprometem a producgéo e
a qualidade da planta. Pragas e doencas como lagartas, formigas, paquinhas, moscas, pulgdes e
fungos sdo alguns patdégenos que podem causar danos ao cultivo da planta, mesmo aos tipos
selvagens (COUTINHO et. al., 2006; GUSMAO et. al., 2006).

Com finalidade de se conservar a espécie de maneira segura, ou ainda de se multiplicar
as plantas em larga escala, estudos sobre micropropagacdo de Acmella oleracea tem sido
reportados na literatura, a fim de se aperfeicoar ou desenvolver métodos de micropropagacdo
em meios de cultura livres de doencas e pragas e com altas taxas de multiplicacdo. A. oleracea
foi micropropagada através da folha, broto axilar e ponta do tiro, apresentando sucesso nos
resultados. O cultivo in vitro através da folha explantes foliares com formagdo méxima de calo
em 2, 4-D na concentracdo de 6,78uM/litro, com caule verde-amarelado. A micropropagacao



utilizando brotos axilares como explantes apresentaram multiplos brotos em cinco semanas.
Quando se utilizou pontas de brotagéo e segmentos nodais como explantes para proliferacdo de
pinos multiplos, obteve-se multiplicacdo maxima de 7,0 brotos por explante. Tais resultados
mostram compatibilidade com estudos de micropropagacéo de A. oleracea, apresentando uma
alternativa promissora para o cultivo da espécie e sua conservagdo (HAW & KENG, 2003;
SARITHA & NAIDU, 2007; TANWER et.al., 2010; SAHU et.al., 2011).

3.2 Composigdo quimica e aspectos nutricionais

As plantas produzem uma vasta e diversificada variedade de substancias. Suas
composicdes quimicas sdo definidas através das inUmeras reacbes que constituem o
metabolismo desses organismos e sdo distribuidos distintivamente entre 0s grupos taxonémicos
dentro do reino vegetal. Tal metabolismo é dividido em primario e secundario, onde o primario
é entendido como um conjunto de processos metab6licos que desempenham papel essencial ao
vegetal. Essas substancias abrangem os vegetais de maneira geral, e sdo responsaveis pelo
processo de fotossintese e transporte de nutrientes, como o0s aminoacidos, carboidratos,
proteinas e lipidios. O metabolismo secundéario apresenta substancias que nao estdo ligadas
diretamente a manutencdo da vida das plantas, mas garantem vantagens a sua sobrevivéncia.
Essas substancias sao distribuidas de maneira caracteristica entre as espécies vegetais e podem
atuar como agentes de resisténcia a herbivoria e ataque de patdgenos ou ainda como atrativo de
organismos benéficos, como polinizadores e dispersores (KOSSEL, 1891; CROTEAU et.al.,
2000; SIMOES et.al., 2003; WINK, 2003).

A. oleracea apresenta composicao quimica, assim como os demais vegetais, dependente
de alguns fatores tais como: método de cultivo empregado, umidade, temperatura, tipo de solo
e luminosidade, além da atuacdo de doencas e pragas. Na literatura sdo encontradas diversas
abordagens sobre 0s constituintes quimicos do jambu. Estudos realizados com o 6leo fixo da
espécie indicaram em sua composicao quimica de &cidos graxos a presenca de &cido linoleico
(bmega-6) como componente majoritario, numa proporcdo de 56,37%, seguido pelo &cido
palmitico (25,84%), acido oleico (8,72%) e acido estearico (4,54%). Segundo os autores, tal
composigdo indica a possibilidade de utilizagdo do jambu como uma possivel fonte de acidos
graxos essenciais (NAGAI & KISHIMOTO, 2008; PHRUTIVORAPONGKUL et.al., 2008).

A composicdo do 6leo essencial de A. oleracea foi avaliada tanto de suas partes aéreas

(caules e folhas) quanto de suas inflorescéncias. Lemos et.al. (1993) analisaram por GC/MS o



6leo essencial das partes aéreas de jambu obtido por destilacdo por arraste a vapor e
identificaram 18 compostos, sendo os trés majoritarios o B-cariofileno (30,24%), Timol
(18,30%) e y-cadineno (13,34%). Baruah (1993) extraiu o 0leo essencial das flores de jambu
por hidrodestilacdo e também o analisou por GC/MS, onde foram identificados 20 compostos.
Os componentes majoritérios identificados foram o limoneno (23,6%), B-cariofileno (20,9%),
(Z)-p-ocimeno (14,0%) e germacreno-D (10,8%).

A composicdo fisico-quimica de A. oleracea também foi investigada. A tabela 1
apresenta sua composicao nutricional para 100g de folhas. O Ministério da Salude estabelece
em seu regulamento de informacdes nutricionais que um alimento que apresente uma faixa de
15 a 29% dos valores estabelecidos para uma ingestdo diaria recomendada, é classificado como
fonte de determinado mineral ou vitamina. Desta forma, o jambu pode ser identificado como
uma fonte de Vitamina C, Calcio e Fosforo (BRASIL, 1998).

Tabela 1 — Valores de concentragdo na composicéo nutricional de 100g de Acmella oleracea
(L)) R.K. Jansen

Componente Concentragéo Unidade
Agua 89,0 g
Valor energético 32,0 cal
Proteinas 1,9 g
Lipideos 0,3 g
Carboidratos 7,2 g
Fibras 1,3 g
Cinza 1,6 g
Calcio 162,0 mg
Fésforo 41,0 mg
Ferro 4,0 mg
Vitamina B1 0,03 mg
Vitamina B2 0,21 mg
Niacina 1,0 mg
Vitamina C 20,0 mg

Fonte: VILLACHICA (1996)

Além das citadas anteriormente, outras classes de compostos bioativos também foram

identificados, isolados e caracterizados. Dentre eles estdo os terpendides, esteroides,
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flavonoides, ésteres de amina e de amirina e alcaloides ricos em alcamidas e N-isobutilamidas.
Atualmente, o jambu tem despertado o interesse de empresas e pesquisadores em virtude das
propriedades do seu extrato. Tais propriedades séo atribuidas aos constituintes do oleo
essencial, mas precisamente as alcamidas ou alquilamidas e N-isobutilamidas.
(KRISHNASWAMY & PRASANNA, 1975; MUKHARYA & ANSARI, 1987; GREGER,
1988).

Alcamidas s@&o um grupo de metabolitos secundarios presentes em 33 familias de
plantas, sendo a Asteraceae, Solanaceae e Piperaceae as trés familias mais importantes em que
as alcamidas se encontram. Suas estruturas moleculares sdo simples, constituidas por uma
amina e um &cido graxo de cadeia média a longa (C8 a C18), onde a natureza do &cido e 0s
residuos de amina caracterizam distintivamente cada familia e género de plantas, atuando como
critérios quimiotaxondmicos. Atribuem-se as alcamidas a funcéo de reguladoras do crescimento
da planta, promovendo ou inibindo o crescimento e formacdo de raizes, mostrando efeito
positivo na producdo de biomassa vegetal (TORRES & CHAVEZ, 2001; CAVALCANTI,
2008; CAMPOS-CUEVAS et.al., 2008; RIOS, 2012).

Estruturalmente, as alcamidas representam uma classe de compostos lipidicos que se
relacionam aos endocanabinoides animais (Anandamida), e baseado na semelhanca estrutural
destes compostos, as alcamidas sdo consideradas altamente ativas no sistema nervoso central

(RIOS, 2012). A figura 4 apresenta a estrutura da Anandamina.

Figura 4 - Estrutura da Anandamina (N-arachidonoylethanolamine)
Fonte: PubChem

Devido ao alto interesse de industrias farmacéuticas e cosméticas, pesquisadores tem
investigado sobre o isolamento e elucidacdo de alcamidas, presentes ndo s6 no jambu como
também em outras espécies do género Acmella. A literatura apresenta alguns trabalhos onde os
autores isolaram algumas alcamidas, bem como validaram suas metodologias para identificagéo
das mesmas. Recentemente, foram isoladas por métodos de HPLC, ESI-MS e LC-MS, onze N-
alcamidas, oito N-isobutilamidas, duas 2-metilbutilamidas e uma 2-feniletilamida, a partir de
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extratos etanolicos de Acmella. Dentre as alcamidas presentes nesta especie, o espilantol (N-
isobutil-2(E), 6(Z),8(E)-decatrienamida) é a que se apresenta em maior concentracdo, sendo
considerado agente responsavel pela maioria das atividades bioldgicas desta planta (BOONEN
et.al.,, 2010; BAE et.al., 2010; PANDEY et.al.,, 2011; SHARMA etal., 2011; SINGH &
CHATURVEDI, 2012; COSTA et.al., 2013; VERYSER et.al., 2015).

3.1.2 Espilantol

O espilantol é um composto bioativo encontrado em vérias espécies de plantas que sdo
utilizadas como medicamentos tradicionais em todo o mundo. E uma alcamida alifatica de
formula molecular Ci4H23NO e nomenclatura IUPAC (2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-
decatrienamida. Também conhecida como afinina e descrita como um o6leo amarelo, viscoso
ardente que produz um efeito anestésico e de formigamento na lingua. Sua férmula estrutural,
bem como seus dados de propriedades fisicas estdo apresentados na figura 4 e tabela 2
respectivamente (MOLINATORRES et al.,, 1996; PRACHAYASITTUKAL etal., 2013;
PAULRAJ et.al., 2013; RIOS & OLIVO, 2014).

Figura 5 - Estrutura do espilantol
Fonte: PubChem

Tabela 2 - Propriedades fisicas do espilantol

Férmula molecular C14H23NO
Massa molecular (g/gmol) 221
Densidade (g/cmd) 0,896
Ponto de fusédo (°C) 23
Ponto de ebulicéo (°C) 165
indice de refragéo (25°C) 1,5135
Absorgao Amax (nm) 228,5

Pressao de vapor (mmHg a 25°C) 0,00000402
Fonte: Jacobson (1957) e Chemnet
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Geralmente, encontra-se 0 espilantol com uma segunda alcamida denominada
homoespilantol, de formula estrutural N-2-metilbutil-2E,6Z,8E-decatrienamida, porém em

concentracdo menor (LEY et.al., 2005). A figura 6 apresenta a estrutura do homoespilantol.

Figura 6 - Estrutura do homoespilantol
Fonte: PubChem

3.3 Aplicacoes

Acmella oleracea é considerada uma hortalica doméstica devido seu alto consumo,
principalmente na regido norte do Brasil. As aplicages alimenticias mais conhecidas do jambu
sdo as utilizadas na composicao de pratos tipicos paraenses e muito apreciados pela populacgéo,
como o pato no tucupi e tacaca além de outros pratos e saladas. Algumas pessoas consideram a
sensacdo de dorméncia, formigamento e salivacdo desagradavel, entretanto, a planta perde boa
parte dessa caracteristica e seu forte sabor quando cozida (HIND, N. & BIGGS, N. 2003;
JIROVETZ et. al., 2006; TIWARI et. al., 2011; DIAS et. al., 2012; PAULRAJ et. al., 2013).

Na medicina popular, o uso de Acmella oleracea tem sido reportado mundialmente em
inimeras publicacdes etnofarmacolégicas. Sua infusdo ou decoccdo sdo utilizadas para o
tratamento de inflamagdes na boca, anemia, malaria, estomatites e dispepsia, sendo também
empregado como anti-helmintico, estimulante do apetite, antibiético, diurético, laxante e
regulador das fun¢des digestivas. A mastigacdo desta planta é feita para o tratamento de doencas
nas gengivas e garganta, bem como para alivia a dor de dentes. Outras doencas como
reumatismo, febre, hemorroidas e asma também costumam ser tratadas através do uso popular
da Acmella oleracea (CHOPRA et. al., 1956; PERRY & METZGER, 1980; FARNSWORTH
& BUNYAPRAPHATSARA, 1992; BUNYAPRAPHATSARA & CHOKECHAREUNPORN,
1999; JIROVETZ et. al., 2006).

Extratos de jambu vem sendo utilizados na industria de cosméticos em cremes faciais
anti-sinais, cremes dentais, enxaguantes bucais, shampoos e mascaras faciais rejuvenescedoras.
Vérias patentes sdo registradas relatando o uso do extrato ou do espilantol isolado para

aplicacdes na area de cosméticos. Um dos relatos descreve a utilizagdo do espilantol como
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alternativa ao uso da bactéria empregada na aplicacdo do botox (DEMARNE & PASSARO,
2005; ARTARIA et.al., 2011).

Atividades biolégicas de Acmella oleracea foram investigadas em diversos
experimentos. Seus extratos apresentaram atividade analgésica, antipirética e antiinflamatoria
e essas atividades podem ser atribuidas aos flavonoides e B-sitosterol (SARAVONGVIVAD &
SUPAVILALI 1977; NAIR et. al., 2012; D’ARMOUR & SMITH, 1941; WITKIN et.al., 1961;
CHAKRABORTY et.al., 2004; JYOTHI et.al., 2008; RATNASOORIYA & PIERIS, 2005;
SADAVONGVIVAD & SUPAVILAI 1977; NAIR et.al., 2012). Além dessas atividades,
outras também foram investigadas, tais como atividade diurética (RATNASOORIYA et.al.,
2004), atividade acaricida (CASTRO et.al., 2014), atividade vasorelaxante e antioxidante
(WONGSAWATKUL et.al., 2008), atividades larvicidas e ovicidas (SARAF & DIXIT, 2002;
PITASAWAT et.al., 1998) e efeito neuroprotetor (WILASINEE et.al., 2017). Algumas das
atividades bioldgicas avaliadas estdo descritas na tabela 3, juntamente com suas respectivas

referéncias.

Tabela 3 - Atividades bioativas de Acmella oleracea

Atividade

Referéncia

Anestésico local
Atividade antipirética
Atividade anti-inflamatoria
Atividade analgésica
Atividade antifingica
Atividade diurética
Atividade vasorelaxante
Atividade antioxidante
Inibidor da lipase pancreética
Atividade larvicida e antimaléarica
Atividade afrodisiaca
Atividade imunomoduladora
Bioinseticida

Convulsante

Narayana et.al., 2001
Narayana et.al., 2001
Ratnasooriya et.al., 2004
L.-C.Wu et.al., 2008
V.M.Moreira et.al., 1989
Peiris et.al., 2001; Mondal et.al., 1998
Ahmed et.al, 2004; Wu et.al., 2008
Ahmed et.al, 2004; Wu et.al., 2008
Whittle, 1964
Saraf & Dixit, 2002
Sharma et.al., 2011
Sharma et.al. 2012
Ramsewak et.al.,1999; Jondiko, 1986;
Krishnaswamy et.al.,1975
Mondal et.al., 1998
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3.4 Métodos de extracdo e obtenc¢do do espilantol

Atualmente, os extratos de jambu sdo comercializados por diversos fabricantes de
extratos de ervas como suplementos e os constituintes e atividades biologicas desses extratos
tem sido investigados. O espilantol isolado ndo é um composto disponivel comercialmente, o
que possibilita a busca por metodologias de extracdo da substancia de maneira otimizada. O
primeiro relato de isolamento do espilantol foi publicado em 1945 por Gokhale e Bhide a partir
de extratos etandlicos obtidos das cabecas de flores de Acmella oleracea.

Para se obter espilantol em grande escala com maiores rendimentos e pureza, Sao
necessarios métodos de extracdo mais efetivos. A literatura sugere que a extracdo de espilantol
pode ser realizada através de técnicas de maceracdo simples, extracdo em fase soélida,
microondas e extracdo por fluido supercritico. Em grande parte dos estudos realizados, foram
utilizados metanol, etanol, hexano e solventes hidroetandlicos para extracdo. Ha também
estudos sobre o rendimento de espilantol, onde tais resultados apresentam baixos rendimentos
em sua maioria, excetuando o método de extracdo por fluido supercritico e Soxhlet que
apresentaram rendimentos elevados em compara¢do aos demais meétodos reportados na
literatura (CAVALCANTI, 2008; SINGH & CHATURVEDI, 2012; DIAS et.al., 2012; COSTA
et.al., 2014).

Até o momento, varias técnicas analiticas tém sido utilizadas para isolamento, deteccéao
e quantificacdo de espilantol. Dentre elas, a ressonancia magnética nuclear de 1H e 13C (RMN),
cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS) e cromatografia liquida-
espectrometria de massa (HPLC-MS) estdo entre as mais utilizadas. A cromatografia de
particdo centrifuga (CPC) é outra técnica que também pode ser utilizada para o isolamento
quantitativo de alcamidas. Mbeunkui et.al. (2011) demonstraram o potencial da CPC para o
isolamento em larga escala das principais alcamidas de Acmella oleracea, onde os resultados
apresentaram uma alta recuperacdo dos compostos alvo, comparado as técnicas de
cromatografia em coluna e cromatografia em camada fina (NAKATANI & NAGASHIMA,
1992; RAMSEWAK et.al., 1999; BAE et.al., 2010; MBEUNKUI et.al., 2011; LENG et.al.,
2011; SINGH E CHATURVEDI, 2012; COSTA et.al., 2014).

3.5 Processo de extracao supercritica
3.5.1 Descricao geral

Nos ultimos anos, tem havido um interesse crescente na recuperacdo de compostos

bioativos de produtos naturais. A extracdo com fluido supercritico tem sido reconhecida como
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um processo favoravel para aplica¢des em alimentos, cosméticos e medicamentos, uma vez que
se trata de uma tecnologia limpa, seletiva, e que fornece um produto final livre de solventes
organicos toxicos.

A Extracdo por Fluido Supercritico (SFE — Supercritical Fluid Extraction) é uma
tecnologia de separacdo que usa um fluido supercritico como solvente. E uma operago unitaria
que se fundamenta no equilibrio e nas propriedades fisico-quimicas dos fluidos supercriticos.
Todo fluido € caracterizado pelo seu ponto critico, que representa a maior temperatura e pressao
em que uma substancia pode existir como vapor e liquido em equilibrio, e quando o fluido
ultrapassa suas temperatura e pressao criticas, deixando de apresentar calor latente de
vaporizacdo, é considerado um fluido supercritico (SOVOVA et. al., 2010; CHUANG, 2007;
BRUNNER, 2005; BRUNNER, 1994).

Pressiao ==p

Ponto
critico

Ponto
triplo

1
Tec

Temperatura =3

Figura 7 - Diagrama de fases P-T de uma substancia pura
Fonte: Brunner (1994)

Uma das propriedades do fluido supercritico estda em apresentar caracteristicas
intermediérias entre as de um liquido e um gas. Apresentam densidade e difusividade similares
as do liquido e viscosidade préxima a dos gases. Portanto, baixos valores de viscosidade aliada
a auséncia de tensdo superficial, facilitam a penetragdo do fluido no interior da matriz sélida,

enquanto que altos valores de densidade conferem ao fluido elevado poder de solubilizagéo.
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Tabela 4 - Valores de propriedades caracteristicas de gases, liquidos e fluidos supercriticos.

Estado do fluido Densidade Difusividade Viscosidade
(g/cmd) (cm?/s) (g/cm.s)

Gés
latm e 15-30 °C (0,6-2,0)x 103 01-04 (1,0-3,0)x 10*
Liquido
latm e 15-30 °C 0,6—1.6 (0,2-2,00x10°  (0,2-3,0)x 102
Fluido Supercritico
Pc, Tc 0,2-0,5 0,7 x10°® (1-3)x10*

Fonte: Brunner (2005)

Além das propriedades fisico-quimicas, para se ter vantagem diante dos processos
convencionais, um fluido supercritico deve apresentar temperatura critica baixa, pequena
entalpia de vaporizacdo, alta volatilidade, deve ser inerte, ndo tdxico, ndo corrosivo e nao
inflamavel. A partir dessas caracteristicas exigidas, o0 CO2 tem se tornado o solvente mais
utilizado nos diversos segmentos, por apresentar as caracteristicas descritas anteriormente e
também por ser relativamente barato e imediatamente disponivel em elevado grau de pureza
(BRUNNER, 1994; BRUNNER, 2005; QUISPE-CONDORI et. al., 2005; BRAGA, 2005). O
diéxido de carbono é uma substancia apolar, por ser uma molécula com momento dipolo igual
a zero, sua polaridade é 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).

3.5.2 Parametros do processo

Na extracdo com fluido supercritico, a seletividade do processo depende de alguns
parametros. Dentre eles o tipo de solvente utilizado, o tipo de matéria-prima, a pressdo e
temperatura de operagéo, vazéo e densidade. O tipo de matriz solida utilizada pode atuar como
interferente devido a granulometria do material e os metodos de secagem utilizados, que séo
parametros que influenciam significativamente no processo. Desta forma, deve-se levar em
consideracao tanto o tratamento mecéanico quanto o tratamento térmico da matéria-prima.

No que se refere ao tamanho das particulas, a medida que o diametro diminui, sua area

de contato aumenta, elevando a disponibilidade do soluto devido o rompimento das estruturas
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celulares do vegetal, o que facilita a transferéncia de massa do sélido para o fluido supercritico
e reduz o tempo de extracdo. No entanto, particulas com didmetro muito pequeno, reduzem a
eficiéncia do processo, causando a compactacao do leito e consequentemente o surgimento de
caminhos preferenciais, resultando na diminuicéo do rendimento global de extracdo (SOVOVA
et.al., 1994; BRUNNER, 1994; REVERCHON, 1997; BJORKLUND et.al., 1998; EGGERS
et.al., 2000; BERTUCCO & VETTER, 2001; REVERCHON & MARCO, 2006; LAROZE
et.al., 2010).

Quanto ao teor de umidade da matéria-prima, podem ser utilizados materiais frescos ou
desidratados. O nivel de influéncia do teor de umidade varia de acordo com o tipo de dleo a ser
extraido. Para Gleos vegetais, dados da literatura recomendam um percentual de umidade de 3
a 12%, pois valores acima desta faixa diminuem o contato do solvente supercritico com a matriz
e provocam um bloqueio dos sitios lipofilicos. A utilizacdo de materiais frescos se da quando
0s componentes desejaveis sao instaveis ou muito volateis. Porém, utilizam-se mais comumente
materiais previamente desidratados, a fim de se evitar a proliferacdo de microorganismos e a
degradacfo da matéria-prima (EGGERS et.al., 1996; LANG & WAI, 2001; SALDANA, 2002).

A densidade de fluido supercritico € um parametro que pode ser controlado através da
modificago da pressdo ou temperatura do processo. E definida também como a distancia média
entre as moléculas da substancia. Para alimentos, a densidade € dividida em densidade real,
aparente. A densidade real caracteriza-se pela densidade do material, onde se desconsidera sua
porosidade; Densidade aparente € definida pela densidade da amostra, levando-se em
consideracdo seus poros. A relacdo entre as densidades real e aparente resulta no valor de
porosidade do leito (BRUNNER, 1994; ROSA et.al., 2009; Pereira & Meireles, 2013).

O aumento da pressdo, a temperatura constante, causa um aumento na densidade do
fluido supercritico, aumentando o seu poder de solubilizacdo. Por outro lado, o aumento da
temperatura, a pressdo constante, gera uma reducdo na densidade do fluido e um aumento na
pressdo de vapor do soluto. A reducdo da densidade acarreta uma reducdo no poder de
solubilizacdo; ja 0 aumento da pressao de vapor favorece uma maior solubilizagdo do soluto no
solvente supercritico. Portanto, 0 aumento da temperatura a pressao constante pode tanto
aumentar a solubilidade do soluto quanto diminui-la (ROSA et.al., 2009).

A vazéo do solvente é um parametro que pode controlar a extracéo se as condic6es de
equilibrio ou se a transferéncia de massa da superficie da particula para o fluido for o fator
predominante durante o processo de extracdo. No entanto, se 0 mecanismo de resisténcia a
transferéncia de massa interna for a etapa controladora do processo, a vazdo do solvente ndo

influenciara significativamente o processo de extracdo (BJORKLUND et.al., 1998).
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4 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento deste trabalho seguiu as seguintes etapas:
a) Cultivo e coleta das matérias-primas in natura e determinacdo da biomassa;
b) Preparo e caracterizacdo das matérias-primas, incluindo secagem, moagem, cOmposi¢ao
centesimal, teor de minerais e determinacdo de parametros para extracdo (umidade, didmetro
médio de particulas, densidade real, densidade aparente e porosidade do leito);
¢) Otimizacgéo do processo de extracdo (reducdo de tempo e custo);
d) Determinacdo do custo do processo de extracdo em escala analitica antes e ap6s otimizacao;
e) Caracterizacdo dos extratos (quantificacdo do teor de compostos fenolicos totais e
quantificagdo do teor de espilantol);
f) Avaliacdo da atividade farmacoldgica dos extratos pelo teste de antinociceptividade in vivo.
As etapas estdo ilustradas na figura 8 e suas metodologias descritas nos topicos

posteriores.

Cultivo »| —>Biomassa
A 4
Preparo e caracterizacio | ZSecagem | | >Umidade _
->Moagem —>Composicdo centesimal
—>Teor de minerais
->Diametro da particula
v —->Densidade real
- - Densidade aparente
Extracdo com COz supercritico —>Porosidade do leito
Otimizacao do Custo do Caracterizacgdo Atividade
processo processo dos extratos farmacoldgica
: v
->Compostos fenolicos totais -> Atividade antinociceptiva
> Teor de espilantol

Figura 8 - Diagrama de fluxo de atividades deste trabalho
Fonte: Autoria propria
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4.1 Matéria-prima

Neste trabalho, foram utilizadas inflorescéncias de duas cultivares de Acmella oleracea
(L.) R. K. Jansen, denominadas de Nazaré e Jamburana. A determinacdo botanica foi realizada
no Laboratério de Taxonomia de Arvores — Herbario Felisberto Camargo (UFRA- Brasil) com
nameros de identificagdo de FC-UFRA 5985 e FC-UFRA 5986.

As amostras sdo provenientes de cultivo organico em campo aberto, realizado no
Departamento de Olericultura do Instituto Federal do Para, Campus de Castanhal. Um
experimento de cultivo foi instalado em julho de 2016 correspondendo a estacdo seca, onde se
predomina a escassez de chuva na regido amazOnica, e outro em marco de 2017,
correspondendo a estacdo Umida, no qual se registra altos indices de chuva na mesma regido.
Os dois experimentos foram realizados por delineamento completamente casualizado, com trés
repeticdes e duas épocas de colheita (61 e 76 dias apds a semeadura), baseado no tempo de
senescéncia da planta.

Desta forma, as amostras colhidas foram avaliadas quanto ao seu periodo de cultivo
(estacdo Umida e estacdo seca), tempo de colheita (61 e 76 dias) e tipo de cultivar (Nazaré e

Jamburana), resultando em oito amostras, que foram identificadas conforme a tabela 5:

Tabela 5 - Relagdo das amostras incluindo estacao de cultivo, tempo de desenvolvimento e
cultivares utilizadas de Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen

Amostras
. _ - - Identificacéo
Periodo (estacao) Tempo (dias) Cultivar
Umida 61 Nazaré MP1
Umida 61 Jamburana MP2
Umida 76 Nazaré MP3
Umida 76 Jamburana MP4
Seca 61 Nazaré MP5
Seca 61 Jamburana MP6
Seca 76 Nazaré MP7
Seca 76 Jamburana MP8

Apbs cada colheita, as raizes foram removidas, e as plantas foram higienizadas em agua
corrente e secas naturalmente. Em seguida, as inflorescéncias foram separadas para posterior

determinacéo do rendimento de biomassa.
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4.1.1 Secagem, moagem e granulometria

As amostras foram secas a 40°C por 48 h em estufa de circulacdo de ar (Fabbe-Primar,
Brasil). Em seguida, foram moidas em bateladas em um moinho de facas.

Para determinacdo da distribuicdo do tamanho das particulas, utilizou-se 100 g de
amostra. Foram utilizadas peneiras da série padréo Tyler com aberturas de 24 a 48 mesh (W. S.
Tyler, USA), acopladas a um agitador magnético (PRODUTEST, modelo 3580, Brasil). A
operacdo foi realizada por 20 minutos até total separacao das particulas. Em seguida, as fracdes
foram coletadas, pesadas e acondicionadas em sacos de polipropileno, submetidas a vacuo e
armazenadas em freezer doméstico (Brastemp Frost free) sob temperatura de -5°C. O didmetro
meédio das particulas foi determinado de acordo com o método recomendado pela ASAE

Standart (1998), de acordo com a equacéo 1:

n _
> | w.logd.
_ -1 | 1( ! IJ
dmg =log -
S w
i=1
- | (1)
Onde:
di = (di'dm)Q5

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.

4.1.2 Determinacdo da umidade

A determinacdo do teor de umidade foi realizada em um analisador de umidade
infravermelho com precisédo de +0,01% (GEHAKA, modelo 1V-2500, Brasil), antes de cada
extracdo, afim de se manter o controle deste parametro. Esta analise foi realizada no laboratério
de Produtos de Origem animal (LAPOA, FEA-UFPA).

4.1.3 Composicao nutricional e mineral

Todas as analises realizadas para a composi¢do centesimal, foram feitas de acordo com
as metodologias da AOAC, 2016, utilizando aproximadamente 3g de amostra, com 0s seguintes
procedimentos: a umidade foi determinada por método gravimétrico (método n°® 941.11) por
secagem em estufa (105°C) até apresentar peso constante. O residuo mineral fixo (cinzas)
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também foi determinado por gravimetria (método n°® 941.12), por meio da incinera¢do da
matéria organica em mufla a 550°C, utilizando as mesmas amostras secas do teste de umidade,
até obtencéo de cinzas claras. Os lipidios foram determinados por extracdo em aparelho Soxhlet
(método n° 923.05), utilizando éter de petroleo como solvente. O teor de proteinas foi
determinado pelo processo de digestdo Kjeldahl (método n° 960.48), através da transformagéo
do numero de g de nitrogénio encontrado, em nimero de g de protidios. A determinacao do teor
de carboidratos foi realizada por diferenca (resolugdo RDC n° 360, de 23 de dezembro de 2003)
(BRASIL, 2003). As determinacdes dos teores de umidade, cinzas, lipidios e proteinas foram
realizadas em duplicata. O valor calérico foi determinado por calculos descritos por Furlan et.
al. (2007), multiplicando-se o teor de lipidios por 9 e os teores de proteinas e carboidratos por
4, sendo expresso em kcal.

Para determinacdo dos minerais, utilizou-se uma massa de 0,5g de cada amostra (seca e
triturada) e, em seguida, foram digeridas em uma mistura de HNO3z + HCIO4 (3:1) em bloco
digestor e mantidas sob temperatura ambiente por 24h. Posteriormente, elevou-se a temperatura
do bloco digestor para 120°C até o total desprendimento do vapor castanho, em seguida elevou-
se a temperatura para 200°C até total desprendimento do vapor branco. Apds resfriamento, as
amostras foram filtradas e transferidas para baldes volumétricos de 50 mL, sendo aferidos até
amarca com agua deionizada. As amostras foram digeridas em duplicata e os brancos analiticos
foram preparados da mesma forma, sem adicdo da amostra. Os teores de Fe, Ca, Zn, Mg, Mn e
Cu foram determinados por espectrometria de absorcdo atdmica de chama (Varian SpectraAA

220, Mulgrave, Australia). As condi¢fes operacionais utilizadas estdo descritas na tabela 6.

Tabela 6 - Pardmetros operacionais utilizados no espectrometro de absorc¢ao atdmica de

chama.

Parametro Fe Ca Zn Mg Mn Cu
Comprimento de onda (hm)  248,3 422,7 2139 285,2 2795 3248
Corrente da lampada (mA) 10,0 10,0 75 7,5 7,5 7,5
Resolucéo espectral (nm) 0,2 0,5 0,2 0,5 0,2 0,5

4.1.4 Determinacéo da densidade real, densidade aparente e porosidade do leito
A densidade real das particulas (pr) foi determinada por picnometria com géas hélio pela
Central Analitica do Instituto de Quimica da Unicamp, com metodologia descrita no manual de

operacdo do equipamento (Picndmetro automatico Quantachrome, modelo Ultrapyc 1200e,
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USA). Esta técnica foi adotada devido a sua precisdo em determinar o volume do sélido, uma
vez que o gas hélio é inerte e penetra facilmente nos poros acessiveis da matriz vegetal, em
virtude do pequeno tamanho dos seus atomaos.

A densidade aparente (pa) foi calculada através da razdo entre a massa de amostra
utilizada para empacotar o leito (m), pelo volume do leito de extracdo (V), de acordo com a
equacéo 2:

m

Pa = v 2)

Onde:
P densidade aparente;
m: massa de amostra utilizada para empacotar o leito;
V: volume do leito
A porosidade do leito (¢) foi determinada pela relagdo matematica entre as densidades

real e aparente, como descrito na equagéo 3:

8=1—; (3)

Onde:

&: porosidade do leito;
Pq: densidade aparente;

P, densidade real.

4.2 Extracdo supercritica

O procedimento operacional iniciou-se a partir do momento em que 0s equipamentos
foram ligados. Em seguida, a montagem da célula (3,17cm de didmetro e 12,62cm de
comprimento) foi realizada com 10g de matéria-prima para seu empacotamento, resultando em
uma razdo de altura do leito (L) e diametro do leito (D) de 2,5, ocupando 61,8% do comprimento
da célula de extracdo. O restante do volume da célula foi preenchido com algodédo e esferas de
vidro na entrada a fim de que atuassem como difusores e assegurassem a dispersdo homogénea
do solvente através do leito de matéria-prima, e na saida da celula para evitar que as particulas
de matéria-prima fossem arrastadas para os dutos capilares com a corrente de solvente. A figura
9 apresenta uma ilustragdo da célula de extracdo com suas respectivas medidas do leito
empacotado. O equipamento utilizado para as extragdes foi extrator Spe-ed™ SFE (Applied
Separations, Inc, Allentown, PA USA, modelo 7071) (figura 10), com célula extratora de

100 mL, um recirculador Polyscience, F08400796, USA), um compressor de ar de volume
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interno de 19,7 L (Schulz, modelo CSA 7,8, Brasil), um cilindro de CO> (pureza 99,9, White
Martins, Brasil) e um medidor de vazdo (Alicat Scientific, M5SLPM, USA).

Saida —»

Algodao

Esferasde vidro

7.8cm

Jambu

Algodio

Esferasde vidro

Entrada

Figura 9 - llustracdo da célula de extracdo com leito empacotado
Fonte: Autoria propria
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1. Tangue de CO2 5. Forno 9. Medidor de vazdo
2. Banho de refrigeracio 6. Vaso de extracio 10. Saida de CO4
3. Bomba 7. Monitor V1-V6 Valvulas de controle de fluxo
4. Compressor 8. Frasco coletor

Figura 10 - Representacdo esquematica da unidade de extracao supercritica
Fonte: Bezerra et. al. (2018)
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Ap0s o processo de montagem da célula, iniciou-se o procedimento operacional, que
seguiu as etapas constantes no manual de operacGes da Applied Separations (2004). Todo o
processo segue a sequéncia que se inicia na montagem da célula, a pressurizacdo do sistema e
ajuste da temperatura de operacdo, para entdo dar inicio ao periodo estatico e dindmico de
extracdo. Seguidamente, a Ultima etapa do processo que consiste na despressurizagdo do
sistema, limpeza, desligamento do equipamento e desmontagem da célula.

4.2.3 Determinacéo do fluxo de solvente

Para determinacdo da vazao de solvente, as amostras (MP1 a MP8) foram misturadas.
As condicBGes operacionais de extracdo com CO: supercritico foram: temperatura (70°C),
pressdo (320bar), tempo (30 min estatico e 180 min dinamico) e vazdo (3 L/min). Esta condicéo
foi descrita por Dias et. al. (2017) como a condicdo 6tima para rendimento de espilantol. O
procedimento experimental para determinacgdo do fluxo de solvente foi realizado da seguinte
forma: a) Primeiramente foi realizada a extracdo de acordo com a metodologia proposta por
Dias et. al. (2017), com o objetivo de se determinar o rendimento global de extracdo para as
amostras que foram misturadas; b) em seguida, foram realizadas extracdes de acordo com a
metodologia proposta por Dias et. al. (2017) porém, utilizando os tempos de 120 e 60 min de
periodo dindmico a fim de se determinar o rendimento global de extracdo para 0s respectivos
tempos utilizados; c) Nesta etapa, um novo valor de fluxo de solvente foi calculado a partir da
equacao 4 para o periodo dinamico de 120 min, sendo mantido o mesmo valor de relacédo de

massa de solvente por massa de amostra (S/F).

QC022=M¢3022 (4)

t2

4.2.4 Determinagdo dos rendimentos globais

Os experimentos para determinacdo dos rendimentos globais foram realizados em
triplicata na unidade de extragdo descrita no item 4.2. As extra¢Ges foram realizadas de acordo
com os parametros descritos por Dias et. al. (2017) e fluxo de solvente determinado no item
4.2.3. Os rendimentos globais foram calculados a partir da razdo entre massa de extrato e massa

de amostra em base seca, conforme equagao 5:

m

- %
Ua)
Mma X (1 100

Xobs. (%) = x100 (5)
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4.2.5 Avaliacdo do custo do processo em escala analitica

Para determinacdo do custo operacional em escala analitica foram avaliadas as etapas
do processo descrito no item 4.2, além dos custos com obtencdo, preparo e caracterizacdo da
matéria-prima. Uma avaliacdo em relacdo a mudanca no fluxo de solvente e tempo de extracdo
também foi realizada. O custo com consumo de energia dos equipamentos foi calculado a partir
da equacdo 6, baseado na tarifa de R$0,561 estipulada pelas Centrais Elétricas do Para S/A.

E=Px Atx 0,561 (6)

4.3 Anélise dos extratos
4.3.1 Determinacéo do teor de compostos fenolicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado nos extratos de acordo com a
metodologia descrita por Singleton et. al. (1999) e Georgé et. al. (2005). Foram utilizados 35
mg de cada extrato e diluidos em 25 mL de EtOH a 70% (v/v). Um volume de 0,5 mL das
solucdes foi submetido a reagdo com 2,5 mL de Folin-Ciocalteu a 10% (v/v) e 2 mL de solucéo
de carbonato de sodio a 7,5% (m/v). As amostras foram mantidas sob abrigo de luz por uma
hora. As medidas de absorbancia foram feitas em espectrofotometro UV-VIS modelo Evolution
(Thermo Scientific, EUA) a 760 nm. O teor de compostos fendlicos foi expresso em miligramas
de &cido galico equivalente (GAE) por grama de extrato em base seca (db) (mg GAE/ g de
extrato), utilizando uma curva de calibragdo (y = 0,0099x — 0,0277; R2 = 0,9991). As analises

foram realizadas em triplicata.

4.3.3 Quantificacdo do teor de espilantol por CG-MS

Foram adicionados aproximadamente 10mg de extrato em tubos conicos de 2mL. Em
seguida, 100uL de uma solucdo saturada de metilato de potéssio foi agitada em vortex por 1
min em banho ultrassom a 30°C por 2min. Foram adicionados 200 uL de hexano, centrifugados
a 10.000 rpm durante 1 min e sendo separada a fase orgéanica.

O solvente foi separado da fase orgénica, onde foram adicionados 50uL de N,O-
bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida + 1% trimetilclorosilano (BSTFA + 1% TMCS), e mantidos
sob agitacdo em ultrassom durante 1 min a 30°C. O BSTFA foi evaporado e adicionados 500
pL da solugéo Hexano:CH>Cl, (1:1). As amostras foram armazenadas em vials para posterior
anélise em GC-MS.
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As anélises em cromatografia gasosa foram realizadas através do uso de um
Cromatografo Gasoso (CG) ThermoScientific Trace 1300 acoplado a um espectrometro de
massa (EM) ThermoScientific MS-ISQ Single Quadrupolo com auto-amostrador Al 1310,
equipado com coluna capilar ZB-5HT (30m x 0,25mm x 0,1um), foi usado gas Hélio como
carreador a um fluxo de ImL/min. Injegcdo de amostra de 1,0uL no modo Splitless. O injetor
operou a 220°C e a programacdo de temperatura do forno iniciou com 50°C até 200°C (8
°C/min), mantendo-se por 1min., elevando-se até 300°C (15°C/min.), se mantendo por 5 min.
Elevando-se novamente até 350°C (15°C/min.) e mantendo-se por mais 9 minutos. O MS-1SQ
operou com interface a 280°C, fonte de ionizacdo a 280°C, faixa de massa (40-1000 Da).
lonizagdo eletronica a 70eV. As identificacGes das substancias foram realizadas através da
comparacdo dos espectros de massas com os das bibliotecas comerciais NIST 2011 e WILEY
2009.

4.4 Atividade farmacoldgica
4.4.1 Animais

Para o teste de antinociceptividade foram utilizados camundongos machos (Mus
musculus), linhagem Swiss, adultos (25-40g). Os animais, provenientes do Instituto Evandro
Chagas, foram alojados no Biotério Setorial da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal
do Para, acomodados em gaiolas e mantidos sob condicGes controladas de temperatura (25°C)
e ciclo de claro/escuro de 12h. A fase clara iniciava-se as 6h e terminava as 18h, com acesso a
agua e racao ad libitum. Todos os procedimentos realizados de manuseio dos animais foram de

acordo com as normas institucionais (Parecer CEUA n° 5628170418).

4.4.2 Atividade antinociceptiva

A atividade antinociceptiva foi realizada por meio de testes de contor¢des abdominais,
descritas de acordo com o método de Koster et.al. (1959). As contor¢des foram induzidas nos
camundongos através da administracdo de &cido acético 1% i.p. em volume de 0,1mL para cada
10g de peso do animal.

A reacdo do animal a esse estimulo consiste no desenvolvimento de movimentos
repetidos de contracdo da parede abdominal, rotacdo do corpo e extensdo das patas traseiras.
Ao conjunto de reacdes descritas, denomina-se por contor¢des abdominais. Onde a intensidade
da nocicepcéo é quantificada como o nimero total de contor¢fes abdominais durante o periodo
de observacdo de 20 minutos, iniciando-se a contagem 10 minutos apos a administracdo do

acido acetico. Durante o tempo de observacgéo, os animais foram mantidos em funis de vidro
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com didametro de aproximadamente 22cm. O extrato foi administrado uma hora antes da
administracao do agente nociceptivo. Um grupo de animais recebeu solugdo de Tween 80 a 1%
(grupo controle). A droga padrdo, indometacina (10mg/kg), foi administrada 60 minutos antes

da administracdo do acido acético. Todos os grupos foram constituidos por 10 animais.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cultivo, caracterizagdo da matéria-prima e do leito de extragéo

O rendimento de massa fresca e seca de flor, bem como o teor de 4gua das oito amostras
estdo apresentados na tabela 7. O rendimento de biomassa variou de 123,869 a 597,8g. Os
maiores tempos de colheita apresentaram os maiores rendimentos de biomassa, para 0s dois
periodos de cultivo. A cultivar Nazaré apresentou os maiores rendimentos em relacdo a cultivar
Jamburana nos menores tempos de colheita. O teor de 4gua para todas as amostras foi acima de

90%, demonstrando o funcionamento normal das células do vegetal.

Tabela 7 - Rendimento de biomassa de cultivo de jambu

Massa Massa Massa
fresca total  fresca de seca de Teor de agua
Amostra (9) flor (g) flor (g) (%)
MP1 20756,3 3279,5 244,3 90,5
MP2 18758,4 3245,2 2427 92,5
MP3 21597,0 5852,8 558,8 90,5
MP4 21090,4 5863,1 567,0 90,3
MP5 21257,6 5378,2 236,3 95,6
MP6 21782,7 2918,9 123,8 92,5
MP7 23028,1 5873,2 577,4 90,5
MP8 22545,0 7597,7 597,8 92,1

A caracterizacdo das amostras apresentou valores de didmetro medio das particulas (dp)
de 0,36+£0,04mm, densidade real (d:) de 1,23+0,01g/cm3, densidade aparente (da) de
0,18+0,01g/cm3 e porosidade do leito de 0,86.

Os parametros de caracterizagdo e preparo da matéria-prima foram mantidos constantes
para todas amostras utilizadas no processo de extracdo, a fim de que estes ndo exercessem
influéncia significativa nos rendimentos de extracdo, uma vez que ndo foram avaliados neste
trabalho como variaveis do processo.

Os valores de diametro médio de particulas e porosidade do leito obtidos mantiveram-

se na faixa utilizada por Dias et.al. (2017).

5.2 Composigao nutricional e mineral
As composic¢Oes aproximadas das amostras estdo apresentadas na tabela 8. Apds
procedimento de secagem, as amostras apresentaram valores de umidade entre 10 e 13%. Como

descrito em outros vegetais, as inflorescéncias apresentaram um alto teor de agua. Dias et. al.
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(2012), Barbosa et. al. (2016) e Dias et. al. (2017) caracterizaram o percentual de umidade das
inflorescéncias em 4,3%, 10,07% e 20% respectivamente, obtendo rendimentos em massa de
4,82%, 1,61% e 7,52%. Os autores afirmam que a umidade € um parametro que influencia
diretamente no rendimento da extracao de alquilamidas lipofilicas. O teor de cinzas variou entre
10 e 11,9% e o de proteinas apresentou valor maximo de 21,7 e minimo de 18,2%, e diferiram
significativamente entre si (p<0,05). O contetdo lipidico total apresentou maiores valores para
a estacdo umida (MP1 a MP4), sendo as amostras de maior tempo de colheita (MP3 e MP4) as

que apresentaram maiores teores lipidicos.

Tabela 8 - VValores médios e desvio padrdo da composic¢do centesimal de inflorescéncias de
jambu desidratado.

Amostras Umidade  Cinzas  Lipidios Proteinas Carboidratos Valor

energético
MP1 13,3+0,18 11,3+0,2%® 7,6+0,02> 20,6+0,3%° 50,4 352,2
MP2 12,7+0,1* 11,2+0,3% 8,0+1,6® 20,0+0,12d 51,2 356,7
MP3 12,0+0,2°¢ 11,1+0,1°> 10,5+0,7% 18,5+0,8° 51,1 372,9
MP4  11,9+0,02¢ 10,9+0,1° 9,8+0,6®  18,2+0,6° 52,2 369,8
MP5  12,7+0,03* 10,0+0,19 9,7+0,4* 21,3+1,1% 433 3435
MP6 12,6+0,3® 10,3+0,2% 7,3+0,4> 21,7+0,3? 51,2 357,7
MP7  10,7+0,04¢ 11,9+0,2® 7,2+0,2° 20,0+0,3% 52,8 356,6
MP8 10,2+0,3¢ 11,240,1®® 7,3+0,01°® 19,2+0,6"* 54,6 360,7

Valores expressos em g/100g de amostra e valore energético expresso em kcal/100g. Dados representam a média
+ desvio-padrédo (base seca). Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, a
5% de probabilidade, pelo Teste de Tukey.

A composi¢do mineral das inflorescéncias estd demonstrada na tabela 9. Os elementos
com maiores concentracdes foram Ca e Mg. Todos os elementos, com excecdo do Fe,
apresentaram diferencas estatisticas entre si (p<0,05). Os elementos Fe, Ca, Zn e Mg
apresentaram valores acima do percentual estabelecido pelo Ministério da Sadde. A partir disso,
pode-se considerar as inflorescéncias de Acmella oleracea das duas cultivares como fonte de

tais minerais.
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Tabela 9 - Valores da composi¢éo de minerais de flores de jambu

Amostra Fe Ca Zn Mg Mn Cu

MP1  169,4+3,7% 7818+2,23°  40,842,38%  5227,4+1,3% 0,29+0,1% 2 68+0,33%
MP2  189,3+3,0° 8587+1,78% 39,7+0,09% 50950+1,5% 2,71+1,2° 1,24+0,06%°
MP3 212,325 6777,5+4,5% 36,2+0,2°%  4727,7+4,1"° 0,50+0,04¢ 3,38+1,272
MP4  176,1+25* 7095+2,06°  35,7+0,7¢  4497,0£1,3%® 167+0,8¢ 1,73+0,6%C
MP5  156,9+2,1* 6147,2+2,3%  39,9+0,6%°  4249,1+8,9%  9,72+05° 1,75+0,42%°
MP6  192,6+0,2 6267+1,73%  42,3+0,8%  4133,0+4,5° 13,1+¥1,2® 1,32+0,58
MP7  2289+1,1% 6522,6+1,7%9 37,7+0,8°%  4633,3+7,7¢9 8,79+0,4°  2,69+2,00%
MP8  403,0+2,5° 6373+2,56%  358+0,4%  42952+11% 10,94+0,8% 0,43+1,34%°

Valores expressos em mg/L. Dados representam a média + desvio-padréao (base seca). Médias seguidas da mesma
letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo Teste de Tukey.

5.3 Extracdo supercritica
5.3.1 Determinacéo do fluxo de solvente

O rendimento global obtido na primeira etapa do processo de otimizacdo, utilizando a
metodologia descrita por Dias et.al. (2017), foi de 9,45+0,54% e este resultado foi superior ao
obtido por estes autores. Esta diferenca de rendimento pode ser explicada pelo método de
cultivo realizado ou ainda pela diferenca entre as espécies estudadas neste trabalho com a dos
autores. Os resultados dos rendimentos obtidos na segunda etapa do processo de otimizagéo
foram de 9,04% e 9,00% para os tempos de 120 e 60 min, respectivamente e foram obtidos
95,66% e 95,24% de rendimento de extrato, comparando com a metodologia utilizada na
primeira etapa. Estes valores indicam, levando em consideracdo o custo operacional do
processo é possivel interromper a extracdo no tempo de 120 minutos. Uma vez que se minimiza
0 custo do processo, sendo que nas extracoes realizadas em 180min sdo consumidos 955,8 g de
CO2 e em 120 min sdo consumidos 637,2 g de CO.. Além disso, ha reducdo do consumo de
energia e depreciacdo do equipamento de extracao.

Na terceira etapa de otimizacao, o céalculo do fluxo de CO; para o tempo de 120min foi
de 4,5L/min, utilizando a equacgédo 4. Desta forma, o consumo de CO2 manteve-se 0 mesmo
(955,80). No entanto, o custo energético do equipamento manteve-se reduzido. Considerando
dados da literatura para o aumento de vazéo, alguns autores afirmam que, quanto maior a taxa
de fluxo, menor o tempo de extracdo (OZKAL et.al., 2005; GROSSO et.al., 2010). Com isso,
durante a realizacdo dos ensaios, observou-se que apds 60 min de periodo dindmico, a matriz
solida esgotava-se, e nos 60min restantes de operagdo, aléem da quantidade de extrato ser
minima ocorria congelamento da valvula micrométrica. Desta forma, todos os demais

experimentos foram realizados a uma taxa de fluxo de solvente de 4,5L/min com tempo
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dindmico de extracdo de 60min, resultando em uma reducdo no consumo para 477,99 de COo.
Desta maneira, foi realizada a otimizagdo do processo. Duba & Fiori (2015) afirmam que para
aplicacdes comerciais, o fluxo de solvente deve ser otimizado em termos de tempo de extracdo

e volume de solvente consumido em cada operacéo.

5.3.2 Determinacgéo do custo do processo

A determinacdo do custo do processo foi realizada primeiramente para a obtencéo,
preparo e armazenamento de matéria-prima, onde obteve-se um custo de R$429,40 para
obtencédo de 3,822kg de amostras de inflorescéncias secas, trituradas e embaladas a vacuo. O
custo das inflorescéncias in natura foi estipulado em R$60,00/kg, baseado no valor de mercado

em Belém-Para. A tabela 10 apresenta os custos relacionados ao processamento de matéria-

prima.
Tabela 10 - Custo de obtencdo, preparo e armazenamento de matéria-prima
Atividade Poténcia Unidades Tempo Valor
(Watts) (horas) (R$)
Matéria-prima in natura - 5,709kg - 342,54
Secagem (estufa) 400 - 48 10,77
Moagem (moinho) 300 - 56 9,42
Armazenamento (Embalagem a - 24 un. - 66,67
vacuo)
Total 429,40

Na segunda etapa, foi calculado o custo do processo de extragdo para o tempo de 60min
de periodo dindmico, que foi o tempo utilizado para todas as extragdes, onde obteve-se um valor
de R$11,45 e estdo apresentados na tabela 11. Foram utilizadas 10g de amostra e o custo da
massa de CO> consumida foi calculada em relacdo ao valor de R$5,00/kg, que representa o

valor de mercado.
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Tabela 11 - Custo de extragdo

Atividade Poténcia Unidade Tempo Valor
(Watts) (horas) (R$)

Matéria-prima - 109 - 3,84
Massa de solvente (COy) - 4749 - 2,37
Compressor 1.118,55 - 1 0,63
Bomba 5.500 - 1 3,09
Recirculador 840 - 1 0,47
Forno de extragéo 1.870 - 1 1,05
Total (R$) 11,45

Para uma extracdo de 180 min de periodo dindmico e vazdo de 3L/mim, o custo de
obtencéo do extrato foi de R$20,47 e para o tempo de 120 min, mantendo-se a mesma condic&o,
0 custo diminuiu para R$13,66, porém o rendimento de extrato também diminuiu. Desta forma,
foi possivel realizar a reducdo do custo do processo por meio da avaliacdo do melhor fluxo de
solvente, sendo reduzido o custo de consumo de energia e de solvente, mesmo com uma taxa
de fluxo mais alta. O custo de matéria-prima manteve-se 0 mesmo, uma vez que essa etapa do

processo € necessaria e ndo ha como otimizé-la.

5.3.2 Rendimentos globais de extracdo

Na tabela 12 sdo apresentados os valores médios de rendimento global de extracdo em
base seca. O rendimento variou de um valor minimo de 7,77% (MP5) a um valor méaximo de
9,72% (MP4). Alguns autores relatam uma ampla faixa de rendimento de extrato para extracao
supercritica de jambu. Dias et. al. (2017) relataram rendimento de 7,52% para a mesma
condigdo adotada neste trabalho. Barbosa et. al. (2016) obtiveram rendimento de 1,61% de
extrato para amostras obtidas sob diferentes processos de secagem, mas para uma condicdo de
extracdo diferente (40°C e 300bar) deste trabalho. Blanco et. al. (2018) obtiveram rendimento
de 3,5%, enquanto Cavalcanti (2008) obteve rendimento de 4,53% para diferentes tempos de
extracdo. A distincdo entre os resultados se da ndo somente pela diferenca entre condicdes
operacionais, mas também por outros fatores que védo desde o pré-tratamento da matéria-prima
até o tipo de solvente utilizado.

A variedade de cultivares e os fatores ambientais também podem desempenhar

influéncia no rendimento de extracdo (FIORI et. al, 2014). Para o rendimento em massa de
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extrato, neste trabalho foram observadas diferencas entre os periodos em que foram cultivadas
as amostras de Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen. Os maiores rendimentos obtidos foram para
a estacdo Umida (MP1 a MP4), sendo as amostras com maior tempo de colheita, as que
apresentaram maior rendimento de extrato nesta estacdo, ndo sendo observadas diferencas
significativas entre as duas cultivares na estacdo Umida (p<0,05). A esta¢do seca ndo apresentou
diferencas significativas entre os tempos de colheita e entre as cultivares. Portanto, nota-se que
para efeito de rendimento em massa de extrato, os fatores avaliados neste trabalho (periodo de
cultivo, tempo de colheita e cultivar) apresentaram diferenca estatistica apenas para o periodo

de cultivo.

Tabela 12 - Valores médios de rendimentos globais, teor de espilantol e compostos fenolicos
totais de extratos obtidos por extracdo supercritica

Amostra Rendimento Espilantol CFT
(%) (%/A) (mg EAG/g de
extrato)
MP1 9,31+0,05% 29,22+0,742 38,24+0,04°
MP2 8,76+0,85% 19,82+0,03¢ 43,04+0,012
MP3 9,741,152 18,14+0,03¢ 18,14+0,04°
MP4 9,72+0,26% 25,89+0,04° 25,89+0,03¢
MP5 7,77+0,33° 11,29+0,049 11,29+0,04"
MP6 8,05+0,40° 27,35+0,35° 27,35+0,02°
MP7 8,01+0,13° 19,89+0,04¢ 19,89+0,05¢
MP8 8,34+0,43° 16,530,041 16,530,019

Dados representam a média + desvio-padrao (base seca). Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem
estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo Teste de Tukey.

5.4 Analise dos extratos
5.4.1 Teor de espilantol por Cromatografia Gasosa

Os valores obtidos de teor de espilantol estdo apresentados na tabela 12. Para uma Gnica
condicéo de extracdo adotada neste trabalho, foram obtidos diferentes percentuais de espilantol
para as amostras avaliadas, variando de 11,29 a 29,22%. Comportamentos inversos entre as
cultivares e as duas estacOes de cultivo foram observados. Para a estacdo chuvosa, o teor de
espilantol aumentou com o tempo para a cultivar Jamburana, ocorrendo o inverso para a cultivar
Nazaré. Para a estacdo seca, 0 teor de espilantol diminuiu com o tempo para a cultivar
Jamburana e aumentou para a cultivar Nazaré. Estatisticamente, as amostras apresentaram
diferengas entre si (p<0,05), demonstrando que nenhum dos parametros avaliados (cultivar,

tempo e periodo) apresentaram influéncia sob o teor de espilantol.
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Os percentuais obtidos neste trabalho demonstram-se superiores aos encontrados na
literatura (BLANCO et. al., 2018; BARBOSA et. al., 2016; DIAS et. al., 2017). Dentre os
trabalhos encontrados para extracéo supercritica de jambu, apenas Dias et. al. (2017) utilizaram
as mesmas condicdes de temperatura e pressao, obtendo teores muito abaixo (2,6%) dos obtidos
neste trabalho, tanto para a mesma condi¢do quanto para todas as outras condi¢Oes adotadas
pelos autores. O trabalho de Dias et. al. (2012), apresenta um percentual de espilantol superior
(65,4%) aos obtidos neste trabalho, para uma unica condicdo operacional de 250bar e 50°C.
Diferencas nos teores de substancias sdo esperadas, uma vez que plantas apresentam
metabolismo dependente do cultivo, que pode influenciar negativa ou positivamente na
producdo de determinados metabdlitos secundarios. Além disso, os métodos de preparo da

amostra também exercem influéncia sob a obtencdo de substancias de interesse.

5.4.2 Andlise de Compostos Fendlicos Totais (CFT)

Os resultados da analise de Compostos Fenolicos Totais (CFT) dos extratos, foram
apresentados na tabela 12. Os valores obtidos variaram de 11,29 a 43,04 mg EAG/g extrato,
apresentando diferencas estatisticas entre si (p<0,05). As maiores concentracdes fenolicas
foram observadas na estacdo umida (MP1 a MP4). De maneira geral, € possivel observar que
todas as amostras apresentaram diferencas entre si, para todos os parametros avaliados,
demonstrando que o periodo de cultivo, tempo de colheita, e cultivar, ndo exerceram influéncia
sobre o teor de CFT.

A biossintese de compostos fendlicos tem sido descrita como responsavel pela resposta
da planta aos diversos causadores de estresse, incluindo escassez ou excesso de agua, podendo
esta Ultima ter sido uma das causas dos maiores valores de CFT obtidos na estacdo Umida.
Borges et. al. (2015), quantificaram o teor de compostos fendlicos totais nas folhas e
inflorescéncias das cultivares Nazaré e Jamburana, sob fertilizacdo organica e mineral, 0s
autores observaram uma faixa de 292,81 a 307,59mg EAG/100g para a cultivar Jamburana e
271,50 a 303,95mg EAG/100g de amostra para a cultivar Nazaré, esta diferenca em relagdo aos
resultados obtidos neste trabalho pode ser justificada pela distin¢do entre os cultivos. Outros
autores também investigaram o teor de fendlicos em Acmella oleracea, Rao et. al. (2012)
avaliaram partes aéreas da planta, obtendo o maior valor de 38,83 mg/g, onde o extrato
metanolico apresentou maior conteudo fenolico. Dias et. al. (2012) obteve extratos com CO>
supercritico de flores de Acmella oleracea, com resultados variando de 0,60 a 2,49 % EAG, os
autores avaliaram a extracao supercritica em duas etapas, com e sem utilizacdo de cossolvente,

além de utilizarem condicdo operacional de extracdo diferente da adotada neste trabalho.
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Portanto, é esperado se obter resultados diferentes entre os trabalhos, uma vez que além dos
métodos de extracdo serem diferentes, ha também os fatores que interferem sob o metabolismo

da planta, como clima e método de cultivo, por exemplo.

5.5 Atividade antinociceptiva

Os resultados apresentados na figura 11 mostram o efeito dose-dependente do extrato
de Acmella oleracea sobre o nimero de contor¢des abdominais, induzidas pelo acido acético
1%. Os animais testados na dose de 100 mg/kg ndo apresentaram diferenca significativa quando
comparados ao grupo controle, apresentando um percentual de inibicdo de 19,77%. Ja os grupos
testados nas doses de 200 e 300 mg/kg apresentaram diferenca estatistica quando comparados
ao grupo controle com p<0,005, apresentando percentuais de inibicdo de 46,43% e 49,5%
respectivamente. Assim como a indometacina, que é o farmaco padrdo, como ja esperado,
demonstrou uma diferenca significativa quando comparado ao controle, apresentando um
percentual de inibicdo de 53,96%. O extrato de Acmella oleracea na dose de 200mg/kg foi
capaz de reduzir de maneira significativa o nimero de contor¢des abdominais induzidas pelo
acido acético. A dose de 300mg/kg apresentou percentual de inibicdo tdo eficaz quanto a

indometacina.
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Figura 11 - Efeito do extrato de Acmella oleracea e Indometacina sobre o estimulo
nociceptivo induzido pelo acido acético 1% em camundongos

Cada coluna representa média + e.p.m de 10 animais. P<0,05, quando comparado ao grupo controle.
Na literatura, ndo ha relatos de teste de atividade analgésica periférica com extrato de



36

Acmella oleracea, logo, este estudo apresenta relevancia no meio cientifico. Porém, séo
necessarias analises mais completas, uma vez que a atividade do extrato neste teste ndo €
conclusiva, onde a mesma demonstra apenas se 0 extrato possui ou ndo atividade
antinociceptiva de origem anti-inflamatdria. Resultados conclusivos podem ser obtidos por
meio da realizacao de testes complementares como o teste de formalina e teste de placa quente.
Embora o teste de contor¢des ndo tenha uma especificidade, alguns estudos o correlacionam as
doses utilizadas neste teste em roedores com doses utilizadas em humanos (DUBINSKY et. al.,
1987).
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, foram avaliadas possiveis diferencas entre flores de duas cultivares de
jambu. Para isso, foram avaliados o periodo de cultivo (estacdo chuvosa e estacdo seca) e tempo
de colheita (61 e 76 dias). Os resultados de colheita, demonstraram maiores rendimentos de
biomassa para a estacdo chuvosa, variando de 242,79 a 567,0g. Os teores de Fe, Ca, Zn e Mg
obtidos, demonstraram que as flores podem ser consideradas como fonte de tais minerais,
baseado nos percentuais estabelecidos pelo Ministério da Saude (15 a 29%). Os resultados de
rendimento global, teor de espilantol e compostos fendlicos totais apresentaram 0s maiores
valores para a estacdo chuvosa e nos menores tempos de colheita (61 dias). O aumento da taxa
de fluxo de solvente resultou no aumento do rendimento de extragcdo e consequentemente na
reducdo do custo de energia elétrica do processo de R$20,47 para R$11,45 e na reducdo do
consumo de solvente de 955,8g para 477,9g. O teste de atividade antinociceptiva para a maior
concentracdo de extrato (300mg/kg) apresentou percentual de inibicdo (49,5%) tdo eficaz
quanto ao obtido com a droga padrdo indometacina (53,96%). De maneira geral, foi possivel
observar neste trabalho que as flores das duas cultivares de Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen
ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas entre si para as analises de teor de
espilantol e compostos fendlicos totais. Desta forma, a partir dos dados avaliados pode-se
concluir que ndo houve distin¢do entre a cultivar Nazaré e Jamburana, mas que possiveis
estresses hidricos (falta ou escassez de agua) podem afetar na producdo desses metaboélitos
secundarios do vegetal.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Diante dos resultados apresentados e conclusdes obtidas neste trabalho, sugere-se:
e Realizar o isolamento do marcador quimico (espilantol).
e Obter as curvas globais de extracdo a partir dos dois valores de fluxo de solvente testados
neste trabalho, para avaliar o teor de espilantol em cada intervalo.
e Realizar avaliacdo mais completa do custo do processo em escala analitica.
e Realizar outros testes biologicos de atividade analgésica para para se obter resultados mais

conclusivos.
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ANEXO | — Certificado do comité de ética animal da Ufpa

UFPA Comissdo de Etica no
Universidade Federal do Para Uso de Animais

CERTIFICADO

Crtificarmas quie 3 propest inttulada "INESTIGACAD D& TORCIDADE ORAL AGUDE E DAS FAOPRIEDADES FARMACOLOGICAS DA
ESFECE ACMELLA OLERACEA (L] ALK JANSEN", promoolada sob o CBUA ré 5SEZE1T041E mwesis, sob a responsabilidade de Endac
de Andrads Fontes |indsr & agupe; &5 Pauly oe Souzs & Sihvay Raul Munes oe Coanaiho Junios Mayra Arouck Barms; Endes o
Andrache Fonhes linkor: Cristinne 4o Socomo Femae Maia, [ane Cecilta Silveka o Mados - qui enmvolve 2 produgis, manutenghs sfau
utiEzachy de animais perencenbes oo Mk Chordata, subflo Verbebrata [eaceto o homaem |, e firs de pesquisa Sentifica ou ensing
- st de aooedo Com OF preceitos da Lei 11,784 de & de cutubro de 3008, com o Decrebs 6,855 de 15 de jubo de 3009, bem coma
[om 2% nomnas editadas pelo Conselhe Macional de Controle da Experimentagds Animal [CONCEA), & foi aprewadn pela Comiase
e Etiza ma Uiso 3 Animais da Universidade Federal do Pard [CEUSUFPA] ma rewsi®s e 24052018,

Wi oprti®y that the propisd “INVESTIGATION OF ACUTE ORAL TOXICITY AND PHARMACDLOGICAL FROFERTIES OF ACMELLA
OLERACEA (L) RE. JANSEN, utilzing B4 Heterogenics mioe (24 mades), 13 Heterogenics rais (12 females], probocol numsber CELA
S56IZ1TM1E i suwisi, undir tha responsiblity of Efdad de Andrades Fomted Jnlor aod tesrs, Ana Pauls di 5o @ Siva, Raw
Memes g Canaino lenicn, Mayra Aroeck Barrss: Endas de Andrade Fondes Jdewon Cristans do Sooom Femas Mo jeee Ceclia
Sikvitirg dis Mafos - which invelves the prodiaction, mainbenancs ander use of animals belenging to the phylum Chondats,
subiphyfham Werterats (eecept hurman bengs), for scientfic mseanch parposes of teaching - & in scoondanis wth Law 117594 of

October B, 200E, Decres BEFS of July 15, 2008, as well 25 wikh the rules issued by the Rational Councl for Conbrol of Animal
Exprimntation [COMCEA], and was sppreved by the Ethic Commttes on Animal Use of the Federd University of Fara
DCELSAUFPA) i thae maseting of 051242015,

Firalidade da Proposia: Pesguisy

Wigitncia da Proposta: de 050012 a 52002 .ﬁ.rn.Fan-aml-:qia da Infamacho Edo Comportaments - Lafhoo

Owlgan: Biotiris Condral ICELFPA

Empdcie:  Chmundongos Peheroglnioos senl Hos Hade: 536 sEmManas N B4
Lirbagem: Swis Pesn: FEadSg

Origem:  Siotiris Central ICELFPA

Espdcie:  Rabes heteroglmicos Sen: Flmeas idade: 788 sEmaras K12
Linbagem: ‘Wistar Fess: 1500 20dg

Local do experimenio: Laboratino de Farmacoiogia da inflamacio & do Compoiaments - LAFIDD

Baxbd, 79 de maio o 2008
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Frofa. Ora. Haria Vivina Bamos Honten Profa. Dra. Vanessh foi die Melo
Coordenadonn da Comissdo de Ebca re Uso de Animaik Vice-Coordenadora da Comissbs de Etica no Uso de Animas
Uriversidade Federal da Fard Uniersidade Federal do Fard
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