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RESUMO

SILVA, Graciane Fabiela. Investigacdo de atividades biolégicas e potencial uso
de extratos das flores de Acacia mearnsii obtidos por arraste a vapor e
extracdo com fluido supercritico. Porto Alegre. 2018. Tese de Doutorado.
Programa de PoOs-Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de Materiais,
PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

A Acacia mearnsii, apesar de ser amplamente cultivada e utilizada
industrialmente, ndo tem o potencial de suas flores explorado. Considerando a
disponibilidade de flores da A. mearnsii e o0 crescente interesse por produtos
naturais, esse trabalho consistiu na obtencdo de extratos destas flores e na
investigacdo de suas composicdes e acdes bioquimicas. A pesquisa compreendeu a
extracdo do 6leo essencial e a obtencdo do extrato aquoso de flores da planta via
destilacdo por arraste a vapor, além da extracdo com fluido supercritico. O 6leo
essencial foi analisado por GC-MS e apresentou, entre os 31 compostos
identificados, 8-heptadeceno, heptadecano, nonadecano e caureno como compostos
majoritarios. Na analise olfatométrica (GC-O), os principais aromas detectados no
Oleo essencial foram café, doce, floral, vegetal e refrescante, com destaque para
‘castanha/defumado”. O extrato aquoso das flores da A. mearnsii apresentou
atividade antioxidante superior a da rutina. Utilizando cromatografia de alta
resolucdo (LC-qTOF/MS), foram verificados 42 provaveis compostos fendlicos, entre
eles, quercitrina, naringenina, miricetina, rutina, robinetina. Os extratos obtidos via
extracdo supercritica e fracfes isoladas apresentaram atividade frente a S. aureus.
O rendimento da extracao supercritica foi otimizado utilizando planejamento fatorial e
parametros da transferéncia de massa foram obtidos através de modelos
matematicos que representam a curva de extragdo. Assim, concluiu-se que as flores
de A. mearnsii podem ser exploradas pelos processos extrativos empregados nesse
estudo a fim de gerar um co-produto da cadeia produtiva da planta, uma vez que o
Oleo essencial e o extrato aquoso, obtidos pela extracdo por arraste a vapor a 2,0
bar, possuem, respectivamente, potencial aromatico e poder antioxidante, enquanto

o0 extrato obtido com fluido supercritico apresenta acdo antibacteriana.

Palavras-Chaves: Acacia mearsii, extratos naturais, compostos fendlicos, antioxidante,

antibacteriano.
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ABSTRACT

SILVA, Graciane Fabiela. Potential use and biological activities investigation of
Acacia mearnsii flowers extracts obtaining by steam distillation and
supercritical fluid extraction. Porto Alegre. 2018. PhD Thesis. Graduation Program
in Materials Engineering and Technology, PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY
OF RIO GRANDE DO SUL.

Although the Acacia mearnsii tree is widely cultivated and used in the industry,
its flowers are seldom researched. Considering the extensive availability of A.
mearnsii flowers and the growing interest in natural products, this work aimed at the
obtainment of extracts from these flowers and investigation of their composition and
biochemistry properties. In this work, essential oil and agueous extract by steam
distillation and extracts were obtained with supercritical fluid. The essential oil was
characterized by CG-MS and olfactometry. The main compounds identified in the
essential oil were 8-heptadecene, heptadecane, nonadecane e kaurene. The main
aroma detected by olfactometric analysis was roast nutty, as well as coffee, sweet,
floral, vegetal and spicy. Antioxidant activity was determined and the agqueous extract
showed an activity superior to rutin standard. LC-qTOF-MS identified 42 likely
phenolic compounds, such as quercitrin, naringenin, myricetin, rutin, and robinetin.
The extracts obtained by supercritical extraction and isolated fractions presented
activity against S. aureus. The vyield of the supercritical extraction was optimized
using factorial planning and mass transfer parameters were obtained through
mathematical models that represent the extraction curve. Thus, it was concluded that
the flowers of A. mearnsii can be exploited by extractive processes used in this study
to generate a plant by-product. The results indicate the aromatic and antioxidant
potential of the essential oil and aqueous extract, respectively, obtained with 2.0 bar
steam distillation, while the supercritical extract has antibacterial action.

Key-words: Acacia mearsii, natural extracts, phenolics compounds, antioxidant,

antibacterial.
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1. INTRODUCAO

O género Acacia pertence a familia Mimosaceae, a qual compreende mais de
mil espécies, dentre elas Acacia mearnsii De Wild. A espécie é cultivada nos 5
continentes (WEBB et al., 1980), sendo estimada uma plantagao superior a 500 mil
hectares, destacando-se como maiores produtores Brasil e Africa do Sul
(TURNBULL et al., 1998).

O interesse pela A. mearnsii deve-se principalmente ao uso de sua casca do
caule pela industria de taninos vegetais (BOLAND et al.,1984). Além do
aproveitamento dos extratos da casca, a madeira € utilizada em diversos fins
(GONZAGA et al.,, 1982), inclusive pelas industrias de celulose (MARTINS et
al.,1983), e a planta também ¢é indicada para a recuperacao de solos, pois promove
a fixacao de nitrogénio (CARPANEZZI, 1998).

Outras espécies de Acacia também séo cultivadas com diferentes propdsitos.
Entre eles, pode-se citar a extragdo de diversos metabolitos secundarios, tais como
cumarinas, taninos, glicosideos cianogénicos, alcaloides e esteroides (ANDRADE,
2003). Devido a acado biolégica desses compostos, diferentes espécies de Acacia
séo tradicionalmente utilizadas no tratamento de patologias, como, por exemplo,
asma, diarreias e hemorroidas.

Devido a acdo dos metabdlitos secundarios, os primeiros medicamentos
usados pelo ser humano foram a base de plantas. Ainda hoje, elas sdo uma fonte de
grande importancia para a descoberta de novos farmacos candidatos ao tratamento
de uma variedade de doencas que ameacam a saude humana (ORHAN et al.,
2006). Em funcédo disso, e devido a ampliacdo do interesse farmacéutico por
moléculas bioativas de plantas e popularizacdo de medicamentos fitoterapicos, a
necessidade do estudo de compostos naturais e métodos para sua obtencao é
crescente (DINIZ et al., 2007).

Dessa forma, considerando a disponibilidade local e mundial da A. mearnsii, o

interesse por produtos naturais, bem como as atividades biolégicas de outras
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espécies ja exploradas do género Acacia, esse trabalho consistiu na obtencéo e

na investigagdo da composicado e das propriedades de extratos das flores de A.
mearnsii. Assim, para contribuir com a minimizacéo de rejeitos oriundos do plantio
da acécia, a pesquisa compreendeu a extracao do Oleo essencial e extrato aquoso
das flores através da destilagdo por arraste a vapor. O dleo foi investigado por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e por
cromatografia olfatométrica (GC-0). O extrato aquoso, por sua vez, foi submetido a
testes de atividade antioxidante, além de ter sua composicdo quimica investigada
através de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-qTOF-
MS e LC-MS/MS). Sabendo que diferentes técnicas de extracdo, seja devido as suas
condicbes operacionais ou devido aos diferentes solventes utilizados, produzem
extratos com caracteristicas distintas, foi estudada também a extracdo com fluido
supercritico. Essa etapa consistiu no estudo da modelagem matematica da cinética
do processo extrativo e testes da acdo antimicrobiana do extrato. Além disso, foi
empregado planejamento fatorial para a avaliagdo da interferéncia de variaveis de

processo a fim de otimizar a extracdo supercritica.



21

2. OBJETIVOS

O trabalho teve como objetivo identificar compostos e propriedades de
extratos das flores de Acacia mearnsii. Espera-se que os resultados deste trabalho
possam ser 0 ponto de partida para que esse material, até entdo pouco estudado,
possa futuramente se transformar em um co-produto das cadeias produtivas que

utilizam as demais partes da planta A. mearnsii como matéria-prima.

2.1. Objetivos especificos

- Obtencao e caracterizacdo de compostos extraidos por meio de destilacao
por arraste a vapor. Essa etapa envolveu a obtencdo de dois diferentes extratos:
Oleo essencial e extrato aquoso. O 6Oleo foi submetido a analises cromatograficas
para investigacao de sua composicdo e avaliacao olfatométrica. O extrato aquoso,
por sua vez, foi submetido a testes de atividade antioxidante e foi investigada sua
composicdo quimica através da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas.

- Extracdo com fluido supercritico, otimizacdo do rendimento da extracao por
planejamento de experimentos e modelagem matematica do processo, seguida da

avaliacdo do potencial antimicrobiano dos extratos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Acacia

O género Acacia (familia Mimosaceae) compreende cerca de 1200 — 1300
espécies (TURNBULL et al., 1998), sendo as principais espécies utilizadas A.
mangium, A. saligna, A. senegal e A. mearnsii. Entre 0os usos dessas espécies,
pode-se citar a extracdo de polpa de celulose, a madeira para movelaria e
construcéo, matéria-prima para compensados, combustivel, controle de eroséo, etc.
A Acacia mearnsii De Wild € uma espécie conhecida no Brasil como acacia-negra ou
mimosa. A espécie € de origem australiana, onde € denominada black wattle, e é
cultivada na Nova Zelandia, sul, centro e leste da Africa, india, América Central,
América do Sul, Europa e Indonésia (WEBB et al., 1980). Os principais paises
plantadores sdo a Africa do Sul e o Brasil, sendo que Turnbull e colaboradores

(1998) estimaram a existéncia mundial de 500 mil hectares de plantagdes.

O interesse pela A. mearnsii, surgiu, inicialmente, pela sua madeira, a
gual era utilizada como material para construcdes leves e como combustivel. Devido
as suas propriedades, sua casca passou a servir como matéria-prima para o
curtimento de peles e, entdo, A. mearnsii tornou-se, mundialmente, a principal fonte
de casca para a indastria de taninos vegetais (BOLAND et al.,1984). A Tanac S.A. é
maior unidade de producdo de extratos vegetais tanantes do mundo e esta
localizada no Rio Grande do Sul, Brasil. Com isso, a area total de Acacia no pais
era de 148,311 mil ha em 2012, segundo dados do Anuario Estatistico da
Associacado Brasileira de Produtores de Florestas Plantadas, sendo a terceira
espécie florestal mais plantada no Brasil, atras apenas das espécies dos géneros
Eucalyptus e Pinus (ABRAF, 2013). Segundo dados da Tanac (201-), no Rio Grande

do Sul ja sao plantados 170 mil hectares de florestas de acécia.
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Diferentemente da maioria das espécies florestais utilizadas em
plantagBes comerciais, A. mearnsii € historicamente reconhecida pela qualidade de
sua casca e é uma das melhores espécies em termos de rendimento por arvore e de
qgualidade do tanino extraido (composi¢cdo e coloragdo). A partir da casca, séo
obtidos os extratos vegetais, ricos em taninos, largamente utilizados no curtimento
de peles e que representam o mais conhecido grupo de produtos obtidos a partir da
casca. Também sao obtidos os floculantes, utilizados em processos de tratamento
de aguas; os dispersantes, usados como aditivos nos processos onde é necessaria
a aspersao de liquidos; os adesivos e resinas, a base fendlica, destinadas
principalmente as industrias que utilizam madeiras e os componentes destinados a
producdo de agentes anti-corrosivos. Os residuos da extracao dos taninos, cinzas da
caldeira e cascas esgotadas, por sua vez, podem ser misturados com outros
materiais organicos e compostados, sendo posteriormente utilizados na agricultura.

No Brasil, a plantagdo de acacia-negra tem uma caracteristica
multifuncional, pois tem uma ac&o recuperadora nos solos de baixa fertilidade,
através da fixacdo de nitrogénio; ela permite a agricultura e a criacdo de gado no
seu interior, além do uso da casca e da madeira para fins industriais (MEDRADO;
CARVALHO, 1998). Carpanezzi (1998) comparou oito espécies com potencial de
recuperacdo ambiental e destacou a acacia-negra. Considerou como sendo uma
espécie que apresenta o perfil ideal, pois € uma espécie pioneira de vida curta, que
cobre rapidamente o terreno. Nao € invasora agressiva nem rebrota de cepa ou raiz
e ndo inibe a sucessao local. Além disso, enriquece o solo devido a elevada
deposicdo de folhas ricas em nitrogénio e sua madeira é utilizada em diferentes
finalidades (GONZAGA et al., 1982). Tonietto & Stein (1997) mencionam que a
madeira é utilizada na industria de celulose, madeira aglomerada e como lenha na
secagem de graos e fumo, padarias e olarias, além do uso doméstico. Martins et al.
(1983) concluiram que a madeira de acacia-negra é matéria-prima de boa qualidade
para a producdo de celulose kraft, com rendimentos, propriedades oOticas e fisico-
mecanicas adequadas. Dunlop e colaboradores (2000) citam que no processo kraft,
para cada metro cubico de madeira, A. mearnsii produz 323 quilos de celulose,
enquanto que, o Eucalyptus grandis produz 224 quilos. Com relacdo a composicéo
guimica da madeira, a acacia-negra apresenta cavacos que séo deslignificados mais

facilmente, resultando em rendimentos levemente superiores em polpa celuldsica.
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Apesar dos diversos usos da A. mearnsii, ainda n&o foi explorado o
potencial de suas flores, as quais se encontram disponiveis em grandes quantidades
devido ao plantio extenso da espécie. Diversos metabolitos secundarios como as
cumarinas, taninos, glicosideos cianogénicos, alcaloides e esteroides foram
verificados no género Acacia, sendo os flavonoides o grupo quimico predominante
neste género (ANDRADE, 2003). Sendo assim, € possivel que as flores contenham
metabolitos secundarios de interesse. Até a execucdo desse trabalho, ndo foram
encontrados dados na literatura sobre extratos obtidos das flores da A. mearnsii,
apesar de diversas espécies de Acacia serem tradicionalmente utilizadas para o
tratamento de varias patologias.

Na Somadlia utiliza-se a goma da A. tortilis como medicamento contra a
asma, conhecido como Qurac, os ativos foram encontrados como sendo quracol A,
guracol B e fisetinidol (HAGOS; SAMUELSSON, 1988). A Acacia nilotica é utilizada
para tratamentos de enfermidades do trato respiratério, diarreias e hemorroidas,
devido as suas propriedades tonicas, adstringentes e estimulantes (NABI et al.,
1992). Acacia mellifera e A. kirkii sdo utilizadas no tratamento do céancer. Na
amenorreia € empregada a A. pentagona. Em crises asmaticas é utilizada A.
polycantha. Na esquistossomose € empregada a raiz da A. robusta (CHHABRA et
al., 1990). As sementes da A. concinna séo utilizadas para o tratamento de doencas
da pele (SEKINE et al., 1997). Efeito antimicrobiano foi verificado com extratos de
diversas espécies de Acacia. Extratos de A. koa demonstraram atividade contra
Pseudomonas aeruginosa (BUSHNELL et al., 1950) e da A. robusta contra cepas de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli (KHAN, et al., 1980). Extratos da A.
angustifolia inibiram o crescimento de cepas de Staphylococcus aureus, Bacilus
subtlis, Klebsiella pneumoniae e Candida albicans (HOFFMANN et al., 1993). O
extrato metandlico das cascas da A. senegal inibiu o desenvolvimento de
Streptococcus mutans, Actinomyces viscosus e da Candida albicans (KHAN et al.,
2000).

Atividades anti-helminticas foram verificadas com o extrato metandlico da
A. auriculiformis (GHOSH et al., 1993, 1996; BABU et al.,, 1997; SARKAR et al.,
1998). A fracdo butandlica do extrato desta planta, testada em camundongos,
apresentou potencial efeito antidepressivo (SAHAI et al., 1980). Inibicdo de proteinas
guinase C em cérebros de ratos foi verificada com os derivados da catequina
extraidos da A. melanoxylon (POLYA & FOO, 1994).
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Propriedades anti-inflamatdrias, pela inibicdo da ciclooxigenase, foram
observadas com a A. rehmanniana (GRAW et al., 1997). Atividade antitumoral foi
observada com extratos aquosos da A. decurrens (OLIVEIRA, 1972), com a A.
pennatuia (POPOCCA et al., 1998) e com a A. laeta (NASSAR, 1999). Forte efeito
antioxidante para variados ensaios foram demonstrados com as cascas da A.
confusa (TZEN et al., 2001). Forte efeito alelopatico foi verificado para a A. confusa
com estudos realizados por Chou (1980). Aléem desses exemplos, ha uma vasta
gama de atividades biolbgicas relacionadas a compostos oriundos de espécies do
género Acacia, muitos exemplos séo listados no trabalho de Andrade (2010).

Entre os compostos ja relatados em espécies de Acacia, sdo citados
aminas, aminoacidos nao-proteicos, alcaloides, glicosideos cianogenéticos, 6leos
essenciais, esteroides, terpenoides, saponinas, quinonas, gomas, cumarinas,
flavonoides, taninos condensados e hidrolisaveis. Segundo os trabalhos de reviséo
realizados por Andrade et al. (2003), Seigler (2003) e Meera et al. (2005), as

principais substancias identificadas em espécies de Acacia contém nucleo fendlico.

3.2. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas que apresentam hidroxilas e
anéis aromaticos, nas formas simples ou de polimeros, podem ser naturais ou
sintéticos. Quando presentes em vegetais podem estar em formas livres ou
complexadas a aclUcares e proteinas (KING, 1999). Destacam-se entre 0s
metabolitos secundarios das plantas, sendo amplamentes variados e distribuidos no
reino vegetal, e sua importancia esta relacionada a inimeras atividades bioldgicas,
tais como antibacteriana, antioxidante, citotoxica e alelopéatica (DUROUX et al.,
1998; JUSTESEN & KNUTHESE, 2001; SEIGLER, 2003). Entre os compostos
fendlicos, os flavonoides, os acidos fendlicos, os taninos e os tocoferois sdo 0s
principais antioxidantes de fonte natural (ANGELO & JORGE, 2007).

3.2.1. Flavonoides
Os flavonoides sdo compostos largamente distribuidos no reino vegetal,

encontram-se presentes em frutas, folhas, sementes e em outras partes da planta na

forma de glicosidios ou agliconas. Sdo compostos de baixo peso molecular,
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consistindo em 15 atomos de carbono, organizados na configuracdo Cg-C3-Ce
(HARBORNE, 1999).

A estrutura quimica dos flavonoides, apresentada na Figura 3.1-a,
consiste em dois anéis aromaticos, denominados anel A e B, unidos por trés
carbonos que formam um anel heterociclico, denominado anel C. Substituicdes no
anel C padrao resultam em importantes classes de flavonoides, como flavonois,
flavonas, flavanonas, flavanois (ou catequinas), isoflavonas e antocianidinas (Figura
3.1-b). J& as substituicbes nos aneis A e B originam diferentes compostos dentro de

cada uma dessas classes de flavonoides (HOLLMAN, 1999).

a) b) Antocianidinas .  Catequinas -~  Flavonois |
A O O
O 0
C Flavanonas ” Flavonas ” Isoflavonas
0 0 (0] H

Figura 3.1. a) Estrutura quimica geral dos flavonoides; b) estrutura quimica dos principais tipos de

flavonoides.

Os flavonoides, assim como outros compostos fendlicos, tém
propriedades benéficas que podem ser atribuidas a sua capacidade de sequestrar
os radicais livres (DECKER, 1997).

Os flavonoides atuam como antioxidantes na inativacdo dos radicais
livres, em ambos os compartimentos celulares lipofilico e hidrofilico. Esses
compostos tém a capacidade de doar atomos de hidrogénio e, dessa forma, inibem
as reacdes em cadeia provocadas pelos radicais livres (HARTMAN & SHANKEL,
1990; ARORA et al., 1998).

3.3. Atividade antioxidante
Segundo Sies & Stahl (1995), antioxidante é qualquer substancia que,

presente em baixas concentragcdes quando comparada a do substrato oxidavel,

atrasa ou inibe a oxidacéo deste substrato de maneira eficaz.
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Os mecanismos de defesa baseados na agao antioxidante ocorrem para
limitar os niveis intracelulares e impedir a inducdo de danos decorrentes da
producado continua de radicais livres durante os processos metabdlicos (SIES, 1993).

Os radicais livres podem causar um grande numero de desordens
celulares ao reagir com lipideos, proteinas, carboidratos e acidos nucleicos. Dessa
forma, influenciam tanto no processo de envelhecimento, como também em muitas
complicacBes biologicas, incluindo inflamacédo crénica, desordens respiratérias,
doencas neurodegenerativas, diabetes melitus, aterosclerose, doencas auto-imunes
das glandulas endécrinas, carcinogénese e mutagénese (ANDERSON & PHILLIPS,
1999; KOMOSINSKA-VASSEV et al., 2000; AL-MAMARY et al., 2002; YORBIK et
al., 2002, GULCIN et al., 2003; CHANWITHEESUK et al., 2005).

Assim, devido as suas acOes benéficas, € crescente o interesse e a
procura por antioxidantes naturais, obtidos a partir das plantas. Seu uso ocorre tanto
pelas industrias farmacéuticas, como também alimenticias e cosméticas (DAWN-
LINSLEY et al., 2005; BARREIROS et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2007).

3.4. Processos de extracao de produtos naturais

3.4.1. Destilacéo por arraste a vapor

A destilacdo por arraste a vapor é o principal método de extracdo na
obtencdo de 6leos essenciais a partir de plantas aromaticas (CASSEL et al., 2009;
OZEK, 2012). Esse é o processo tradicionalmente utilizado pela indlstria, pois €
barato quando comparado a outras tecnologias e €& simples, sendo facilmente
colocado em operacdo para baixas capacidades (CASSEL & VARGAS, 2006;
MATEUS et al., 2006).

A destilacdo por arraste a vapor consiste na vaporizacdo a temperaturas
inferiores das de ebulicdo de cada um dos componentes volateis dos o6leos
essenciais de plantas aromaticas através do efeito de uma corrente direta de vapor
da 4gua. Por apresentarem pressao de vapor superior a pressao de vapor da agua,
as substancias volateis acabam arrastadas (SIMOES & SPITZER, 2003). Esse
processo se baseia no fato de que o 6leo e a agua formam uma mistura de liquidos
imisciveis e entdo, segundo a Lei de Dalton, a pressdo de vapor da mistura a
qgualquer temperatura € maior que a pressao de vapor de qualquer componente
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puro. Assim, o ponto de ebulicdo da mistura é a temperatura na qual a soma das
pressdes parciais dos vapores dos componentes da mistura equivale a pressao
atmosférica. Em decorréncia disso, no processo com vapor d’agua, a temperatura
de ebulicdo da mistura € menor que a temperatura de ebulicdo da agua, ou seja, €
possivel extrair componentes de elevado ponto de ebulicdo em temperatura inferior
a 100 °C em operacéo a pressao atmosféerica (WANKAT, 1998).

Devido a imiscibilidade entre a agua e os 0Oleos essenciais, a destilacao
por arraste a vapor pode ser considerada um tipo de destilacdo azeotropica, onde o
solvente é a agua e a separacdo ocorre entre volateis e ndo volateis. Dessa forma,
atingido o estado de mistura azeotrépica, o ponto de ebulicdo da mistura permanece
constante durante a extracdo dos componentes. Desse modo, apenas um estagio é
suficiente, sendo o processo geralmente operado em batelada (WANKAT, 1998).

O equipamento para o processo € constituido basicamente por uma
caldeira, um vaso de extracdo, um condensador e um separador liquido-liquido,
conhecido como vaso florentino. A caldeira gera o vapor, o qual permeia o leito
formado pelo material vegetal contido no vaso de extracdo. Ao entrar em contato
com a planta, o vapor a aquece, e entra em contato com 0s 0rgdos secretores que
contém o Oleo essencial. Com isso, 0s compostos volateis sdo vaporizados e
solubilizados no vapor circundante, sendo arrastados para o topo do vaso extrator.
Em seguida, a mistura 6leo essencial e vapor de dgua passa a forma liqguida em um
condensador, geralmente do tipo casco e tubo ou serpentina. Por fim, no vaso
florentino, ocorre a separacdo da fase 6leo e da fase agua, devido a diferenca de
densidade e a imiscibilidade das fases (CASSEL & VARGAS, 2006).

3.4.2. Extrac&o com fluido supercritico

A extracdo supercritica é definida como a utilizacao de fluido supercritico
para remover analitos seletivamente a partir de matrizes sélidas, semi-sélidas e
liguidas. As principais propriedades dos fluidos supercriticos relacionadas aos
processos de extracdo sdo oriundas da combinagéo de propriedades semelhantes
aos liquidos e outras semelhantes aos gases. Entre elas destacam-se o poder de
solvatacdo, a difusividade relativamente alta, a baixa viscosidade, além de tenséo
superficial minima. Em comparacdo com a extragdo liquida, a extracdo supercritica

apresenta as vantagens de ser, geralmente, mais rapida; o solvente € mais facil de
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ser removido; a pressdo, bem como a temperatura e a natureza do solvente, podem
ser utilizadas para selecionar, até certo ponto, os compostos a serem extraidos,
tornando-a mais seletiva. Com isso, a extracdo com fluido supercritico € uma
alternativa para reduzir o tempo de trabalho e o uso de produtos nocivos envolvidos
na extracdo, como, por exemplo, metanol, diclorometano, hexano, entre outros
(CASTRO, 2004; TAYLOR, 1996).

Os fluidos supercriticos foram observados pela primeira vez em 1822,
guando Baron Cagniard de La Tour descobriu o chamado ponto critico. Em seus
experimentos, ele verificou que para cada substancia existe uma temperatura abaixo
da qual a condensacao para liquido (ou evaporacao até um gas) € possivel através
de uma variacao de pressdo. Porém, acima dela estes processos ndo ocorrem; essa
€ a temperatura critica. J& a pressao critica é a pressdo mais elevada na qual um
liquido pode ser convertido em gas pelo aumento da temperatura do liquido ou um
gas transformado em liquido através de diminuicdo da temperatura. Uma substancia
acima da temperatura critica (Tc) e da pressao critica (Pc), ou seja, que ultrapassa o
ponto critico, s6 pode existir na forma de fluido, ndo sendo possivel diferenciar as
fases liquido e gas, conforme esta representado no diagrama de fases da Figura 3.2.
(CLIFFORD, 1999; TAYLOR, 1996).

A

Pressdo

Salido Fluide
Dicgmickes Supercritico
Pc — /
Ponte Critico
Ponto Triplo
Gas
1 s
Tc Temperatura

Figura 3.2. Diagrama de fases de uma substancia pura. (Adaptado de TAYLOR, 1996).
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Em fungdo da preocupacdo existente com a toxicidade do meio de
extracdo, com o solvente residual e com a estabilidade térmica de materiais, 0 CO
supercritico destaca-se como uma importante ferramenta na industria de alimentos e
farmacéutica. Nas extragdes com fluido supercritico, o diéxido de carbono (CO,) é o
solvente mais utilizado, o qual apresenta baixos valores de temperatura critica
(31,1°C) e pressao critica (73,8 bar). Também apresenta as vantagens de nao ser
toxico e ser mais seguro do que solventes comuns utilizados em procedimentos de
extracdo classicos; ndo é inflamavel, € menos dispendioso do que o0s solventes
liquidos, é encontrado disponivel em estado de elevada pureza e pode ser reciclado.
Além disso, embora o CO, seja apolar, quando utilizado em extracdo supercritica
sua polaridade pode ser manipulada pela adicdo de pequenas quantidades de um
cossolvente, tal como o metanol (CASTRO, 2004; TAYLOR, 1996).

O processo de extracdo supercritica tem como equipamentos basicos um
compressor ou bomba de alta pressao, dois trocadores de calor, vaso de extracao,
valvula de expansdo e vaso separador. Para a extracdo, 0 solvente pode estar
inicialmente no estado gasoso ou liquido, sendo pressurizado por compressor ou
bomba de alta pressdo, respectivamente. Em seguida, sua temperatura é
aumentada através de um pré-aquecedor e, assim, o fluido atinge o estado
supercritico e € alimentado no vaso extrator. Quando se soma ao processo o uso de
cossolvente, ele é bombeado de um reservatdrio para um vaso de mistura localizado
antes do pré-aguecedor. Nesse vaso ocorre a homogeneizacdo com o solvente.
Apés a extracdo, a mistura solvente (e cossolvente) e extrato passam pela valvula
de expanséo; a pressédo € reduzida bruscamente e o solvente passa para o estado
gasoso, separando-se do extrato, que precipita no vaso separador (CASSEL et al.,
2008).

Nesse processo, a seletividade e o rendimento da extracdo dependem do
ajuste adequado de parametros, entre os quais se destacam presséo, temperatura,
cossolvente, e, o de maior efeito, a vazao de solvente. O aumento da capacidade de
extracdo por incremento da vazdo é maior do que o incremento obtido pela variacao
dos demais parametros do processo (MUKHOPADHYAY, 2000). O poder de
solvéncia do fluido supercritico esta diretamente relacionado a densidade, a qual
varia em funcdo da pressao e da temperatura, cuja relacdo pode ser visualizada na

Figura 3.3.
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Figura 3.3. Diagrama da densidade do CO, (kg.m'3) em funcao da presséo e temperatura
(MUKHOPADHYAY, 2000).

A temperatura constante, a taxa de extracdo aumenta com o aumento da
densidade. Maiores temperaturas também promovem maiores taxas de extracao,
exceto se a pressao estiver proxima do ponto critico, caso em que ocorre um
comportamento retrégrado da solubilidade. De uma forma geral, o aumento da
pressao (a temperatura constante) aumenta a capacidade de solubilizacdo do fluido
supercritico (CASSEL et al., 2008; MUKHOPADHYAY, 2000).

Ja a adicdo de cossolvente, esta relacionada a ideia da interacdo com um ou
mais componentes resultando maior solubilidade de determinado composto no fluido
supercritico, ou seja, contribuindo para uma melhor seletividade. Geralmente o
cossolvente aumenta a polaridade e poder de solubilizagdo do solvente em
determinada condicdo de temperatura e pressdo. Além do efeito no poder de
solvatacdo, os cossolventes também tém importante acdo nas matrizes, em que o
analito se liga fortemente através de quimissor¢cdo e fisissorcdo. No caso de
utilizacdo de um modificador polar, uma vantagem é o inchaco da matriz, pois assim
h& aumento do volume interno, o que, por sua vez, aumenta a area de superficie
acessivel aos solventes supercriticos (MUKHOPADHYAY, 2000).
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Em funcéo dos diferentes efeitos das variaveis relacionadas a extracéo
com fluido supercritico, diversos autores utilizam o planejamento de experimentos
para a avaliacdo desses efeitos e otimizacdo do processo. O planejamento de
experimentos € uma ferramenta que se destaca pela avaliagdo do efeito das
interacdes de fatores, pois, diferentemente do método tentativa e erro, um conjunto
de fatores tem seus niveis variados simultaneamente (SHARIF et al., 2014).

Os efeitos da presséo e temperatura do fluido supercritico na extracao do
Oleo de canola foi investigado por um planejamento fatorial 22 por Pederssetti (2008)
em dois cendrios: utilizando CO, supercritico e propano pressurizado. Nos dois
casos, o planejamento fatorial foi utilizado para avaliar a influéncia da presséo e da
temperatura do fluido no rendimento da extracdo (razdo entre massa de Oleo
extraido e massa de CO; ou propano). O estudo verificou que para a extracdo com
CO, a pressao e a interacdo temperatura-pressao tinham um efeito significativo. J&
para a extragdo com propano, apenas a temperatura apresentou incremento
significativo sobre a resposta, ao tempo que a pressdo e a interacdo, entre
temperatura e pressao, ndo foram significativas. Isso demonstra como 0S mesmos
parametros do processo podem gerar efeitos variados. A otimizacdo da extracao
supercritica de um cloridrato de amina também foi investigada com relacdo aos
parametros pressao e temperatura (BICKING, 1992). Nesse estudo, a temperatura
foi avaliada de 55 a 125°C e a pressao de 130 a 290 atm, o melhor rendimento foi
obtido para baixa temperatura e alta pressao.

Outro aspecto relevante no estudo da cinética da extracdo com fluido
supercritico € a aplicacdo de modelos matematicos consistentes com a operacdo. A
modelagem matematica das curvas de extracdo tem sido investigada por varios
autores (SOVOVA, 2005; REIS-VASCO, 2000; REVERCHON, 1996; SOVOVA,
1994) e é uma ferramenta que permite determinar parametros do processo, sendo
importante na predicdo, otimizacéo e scale-up da extracdo. Em funcéo disso, muitos
modelos sdo propostos na literatura. De um modo geral, ha modelos empiricos,
modelos baseados na transferéncia de massa em uma Unica fase do processo (fase
fluida ou particula sélida), modelos que consideram a transferéncia em ambas as
fases, modelos estabelecidos por analogia ao transporte de calor e combinacdes
entre eles. Entretanto, como a curva de extracao pode variar conforme as condi¢cdes
de extracao, tipo de produto obtido, tipo de matéria-prima, solvente utilizado, forma

geomeétrica do extrator e estrutura vegetal do material usado na extracao, nao ha um
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modelo que possa ser considerado aplicavel a qualquer fenémeno de transferéncia
de massa, cada modelo considera diferentes caracteristicas de um determinado
processo (GASPAR et al., 2003; CASSEL et al., 2008).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material vegetal

As flores de A. mearnsii foram fornecidas pela empresa Tanac S.A.,

sendo coletadas no municipio de Piratini — RS (31°17'51”S, 53°13'29"W) em
setembro (primavera) de 2016. Todas as flores foram secas em estufa.

4.2. Testes preliminares: identificacdo e caracterizacdo de flavondides na

planta

Para os testes de reacOes para identificacdo de flavonoides, 2 g de flores

secas foram submersos em 30 mL de etanol a 75% e aquecidos em banho-maria por

5 minutos (COSTA, 2001). Em seguida, o extrato foi filtrado com papel filtro e

submetido aos testes descritos a seguir:

Reacédo de Shinoda — em um tubo de ensaio, foi adicionada uma pitada
de magnésio metalico em pé e, entdo, foram adicionados 5 mL do extrato.
Apos, foi acrescentado 1 mL de acido cloridrico e observada a mudanca
de coloragcédo (ZUANAZZ| & MONTANHA, 2004).

Reacdo de cloreto de aluminio — sobre um papel filtro, foram
demarcadas duas areas A e B. Em cada uma delas, foi depositada uma
gota do extrato. Apos a secagem, foi adicionada 1 gota de solucéo de
cloreto de aluminio 5% em etanol e aguardou-se a eliminacéo do etanol.
Entdo, o comportamento das substancias foi analisado mediante sua
exposicao a luz ultravioleta (COSTA, 2001).

Reacdo com cloreto férrico - o extrato foi diluido em 2 tubos de ensaio
com agua na proporcao 1:5. Em seguida, em apenas um dos tubos foram

adicionadas gotas de solucdo aquosa de cloreto férrico a 2% e entéao,
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ap6s a reacdo, comparou-se com O extrato bruto (ZUANAZZI &
MONTANHA, 2004).

e Reacdo com hidréxido de sédio - o extrato foi diluido com agua, em um
tubo de ensaio, na proporcdo 1:5. Posteriormente, foram adicionadas
gotas de NaOH 5% e observada a mudanca de coloracdo (COSTA,
2001).

4.3. Obtencao dos extratos

4.3.1. Destilagdo por arraste a vapor

Os extratos foram obtidos através do processo de destilacao por arraste a
vapor utilizando a unidade piloto do equipamento existente no Laboratério de
Operacdes Unitarias (LOPE) da Faculdade de Engenharia da Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul. O equipamento (Figura 4.1) é constituido
basicamente por uma caldeira, um vaso de extracdo, um condensador e um

separador liquido-liquido, conhecido como vaso florentino.

® Transdutor de pressao @ Medidor de vazao

@ Transdutor o2 temperatura Chave de nivel

Figura 4.1. Diagrama do processo de destilacdo por arraste a vapor (SILVA, 2016).

As flores (400g) foram depositadas no vaso de extracdo e o dleo
essencial foi extraido por vapor de agua, sendo o processo conduzido a uma

pressédo de 2 bar, por 1 hora, tempo suficiente para o esgotamento da planta. Apds a
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extracdo, foi recolhido também o residuo de vapor condensado no interior do vaso
de extracdo, o qual foi denominado extrato aquoso. O teor de sélidos contidos no
extrato aquoso era 22,8 mg.mL* o qual foi determinado gravimetricamente,

evaporando todo o liquido.

4.3.2. Extracdo com fluido supercritico

As extracdes com fluido supercritico foram realizadas na unidade piloto do
Laboratorio de Operacdes Unitarias (LOPE) da PUCRS (CASSEL et al., 2011). O
equipamento, representado pelo fluxograma da Figura 4.2, é constituido por dois
cilindros com CO,, o qual, no estado liquido, passa por um condensador (C1) para
evitar sua vaporizacdo devido a diferenca de temperatura entre 0 ambiente e a
tubulacdo e é pressurizado através de uma bomba de alta pressdo Maximator® G35
(P1). Apés, o CO, segue por um pré-aguecedor (W1) para que atinja o estado
supercritico e, entéo, o fluido supercritico é alimentado no vaso de extracao (B1) que
contém a matriz vegetal. O equipamento conta com vasos de 100 mL, 500 mL e
1000 mL. O CO; no estado supercritico solubiliza os extratos presentes na matriz
vegetal e, em seguida, a mistura CO,-extrato passa por uma valvula micrométrica
Hoke®-Micromite® 1600 (VC1) onde o CO, se expande e tem sua vazdo massica
determinada por um sensor Siemens® Sitrans F C Massflo® Mass 6000. A valvula
micrométrica € aquecida por resisténcias elétricas para que assim seja evitado o
congelamento do solvente na etapa de despressurizagdo devido ao efeito Joule-
Thomson. O extrato, ja separado do solvente que passa para a fase gasosa durante
a expansao, é coletado no vaso separador (B2). O equipamento conta ainda com

uma bomba para cossolvente, software de monitoramento e controle automatizado.

Legenda:

C1 — condensador

P1 — bomba de alta pressdo

W1 — pré-aquecedor

Bl — vaso de extragio

B2 — vaso de separacio

VC1 — vibula de expansio micrométrica
TC — controlador de temperatura
V1aWVé — vilvulas

Figura 4.2. Fluxograma do processo de extragdo supercritica (CASSEL et al., 2010).
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As extragOes foram realizadas em vaso de 500 mL utilizando CO, com
vazdo de 800 g.h™. Em cada procedimento foram utilizados 80 g de flores secas de
A. mearnsii. Testes preliminares, nos quais variaram-se pressdo, temperatura e
cossolvente e avaliou-se a atividade antioxidante séo apresentados no Anexo B.

A fim de promover a extracdo de compostos polares, tais como
compostos fendlicos, utilizou-se como cossolvente agua, etanol e uma mistura
etanol:agua (50% v/v). Para avaliar o efeitos desses cossolventes e da pressdo do
CO2 no rendimento da extragédo, optou-se por um planejamento fatorial 22 para o
delineamento experimental, no qual duas variaveis sao testadas em dois niveis. A
Tabela 4.1 apresenta os niveis das variaveis codificadas e os valores experimentais.

Como, geralmente, a relacédo entre variaveis independentes e resposta é
desconhecida, o primeiro passo para investigar essa relacdo é o uso de uma
regressao linear de primeira ordem (SHARIF et al.,, 2014). O modelo de primeira

ordem segue a equacgao abaixo:

Y= B0+ ZE,BiXi+ E (4.1)

Onde Y é a resposta observada, Bo, B1, ..., P, SAo parametros
desconhecidos, X1, X, .. Xk, sdo variaveis independentes (fatores) e E representa o
erro aleatério. O planejamento fatorial € um dos possiveis delineamentos para o
ajuste desses modelos de primeira ordem. A partir da equacdo do modelo, é
possivel gerar uma superficie de resposta. A avaliacdo dos efeitos das variaveis e de
suas interagdes é feita por meio da analise de variancia (ANOVA) (MONTGOMERY
& RUNGER, 2003).

No planejamento adotado, em todas as extragOes foram adicionados 3%
de cossolvente agua ou etanol, correspondendo as extremidades -1 e 1 do
planejamento, respectivamente, sendo o ponto central a mistura composta por 50%
etanol : 50% agua (v/v). A pressdo do CO, foi avaliada a 120, 180 e 240 bar; a
temperatura da extracao foi fixada em 40°C para todas as extracdes. As repeticoes
no ponto central foram definidas para serem executas em triplicata, sendo
importantes para estimar o erro experimental e para verificar o ajuste do modelo de

primeira ordem.
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Tabela 4.1. Delineamento experimental das extragdes supercriticas.

Extracio Variaveis codificadas Valores das variaveis
Presséo Cossolvente Presséo Cossolvente
1 il il 120 H,O
2 -1 1 120 Etanol
3 1 -1 240 H,O
4 1 1 240 Etanol
5 0 0 180 Solucéo (50% H,O : 50% etanol)
6 0 0 180 Solucgéo (50% H,0 : 50% etanol)
7 0 0 180 Solucéo (50% H,0 : 50% etanol)

4.3.3. Modelagem matematica

A modelagem da curva de extracdo supercritica, para a obtencdo dos
parametros do fendmeno de transferéncia de massa, foi realizada utilizando-se dois
modelos, aqui denominados modelo 1 (Crank, 1975) e modelo 2 (Sovova, 1994), os

quais séo apresentados a sequir.

4.3.3.1. Modelo 1

O modelo 1, desenvolvido a partir da Segunda Lei de Fick, admite a
difusdo em uma Unica particula na forma de placa plana, e considera que o
transporte do soluto para a vizinhanca ocorre junto a superficie externa da particula.
Esse modelo descreve o comportamento do leito como um todo através da
transferéncia de massa em uma Unica particula, o que € uma hip6tese simplificada
do processo. Com isso, o modelo considera a transferéncia de massa junto ao

contorno da particula escrita como:

aC
-D i k(Cy — Cy) (4.2)
Na expressdo acima, D é a difusividade do soluto através da matriz vegetal, k

é coeficiente de proporcionalidade, Cs € a concentracdo real do soluto no interior da

particula e C, é a concentragdo do soluto necessaria para estabelecer o equilibrio
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com o ambiente vizinho. Sendo a espessura da placa limitada por -l < x <l e
com concentracdo inicial uniforme, a solugcdo da Segunda Lei de Fick para a
condicdo de contorno da equacédo 4.2, para transferéncia em ambas as superficies

da placa, é dada por (Crank, 1975):

o t
My . 2 L% exp (—B,% D l—z) 4.3)
Mo, ~ L BRBE+ L2+ L)
Onde B,, sdo as raizes positivas de:
Pntanf, =L (4.4)
e
Lk (4.5)

Assim, a equacao 4.3 expressa a quantidade de soluto (M,) extraida da folha
até o tempo t como uma fracdo em relacdo a quantidade total extraida (M) em um

intervalo de tempo infinito.

4.3.3.2. Modelo 2

O modelo 2 foi proposto por Sovova (1994) e considera que a extracao do
soluto com CO, supercritico pode ser dividida em periodos. O modelo considera que
0 soluto contido nos vegetais € protegido pelas paredes das células, as quais, em
parte, sdo rompidas no processo de moagem, ficando o soluto disponivel na
superficie das particulas. Assim, em um primeiro periodo da extracdo, Sovova
considera que € extraido apenas o soluto de facil acesso, o qual tem contato direto
com o solvente. Em uma segunda etapa, é extraido tanto soluto de facil acesso
oriundo das células rompidas como o soluto de dificil acesso, dependendo da regido
do leito considerada. Por fim, na terceira etapa, ha apenas soluto de dificil acesso,
contido no interior das particulas. Assim, a massa de 6leo inicialmente presente na
fase sdlida (O) € composta pela massa de soluto facilmente acessivel (P) e massa

de soluto inacessivel contido no interior das particulas sélidas (K). A massa relativa a
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fase solida isenta de soluto (N) é constante durante a extracdo e relaciona as

concentragdes iniciais de soluto:

x(t=0)= xoz%—

O modelo considera ainda que o solvente é isento de soluto e que escoa
axialmente em um extrator cilindrico contendo um leito constituido por planta moida.
O tamanho das particulas e sua concentracdo inicial de soluto sdo considerados
homogéneos. Outra hipotese é de que a pressdo e a temperatura no leito sao
constantes.

O balangco de massa na fase sélida e na fase fluida, para um elemento do
leito, € descrito pelas equacdes 4.7 e 4.8, respectivamente.

0x
— —_ )= = 4.7
ps(1—¢) FramACH)) (4.7)
dy dy
peS T puZy =J(xy) (4.8)

Onde p, € a densidade da fase solida, € é a porosidade do leito, x é a fracdo
de soluto na fase sélida, expressa em base livre de soluto, y é fracdo de soluto na
fase fluida, em base livre, | é a taxa de transferéncia de massa, p é a densidade da
fase fluida, u é a velocidade superficial do solvente, t € o tempo de extracédo e h € a
coordenada na direcéo axial.

As equag0Oes séo resolvidas negligenciando o primeiro termo da equacéo 4.8
e considerando as condigdes:

x(h,t =0) = x, (4.9)
y(h=0,t)= 0 (4.10)

Além disso, Sovova considera também que J(x,y) € funcdo da diferenca de
concentracdo e utiliza um coeficiente local de transferéncia de massa para cada

fase. Em razdo da suposi¢do de soluto de facil e de dificil acesso, a massa de
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extrato (e) relativa a N varia dependendo do periodo da extragdo e tem a solucao de
acordo com a equagéao 4.11.

( qyr[1—exp (=Z)] q < qm
o — { Yelq — qm exp(z,, — Z)] Gm < q < gn(4:11)
Vr Xo X
-2 nfo+fon (w2 1)omtran -2
Xo =7, 1+ [exp " exp[W (qm — )] %)) 4%
Onde:
_ et (4.12)
=N
(%o — xp)
=" 7 (4.13)
_ 1 xe + (o — x)exp (W xo/yr) (4.14)
dn = qm + W In x
0
Zw _ Y | Xo exp[W(q — qm] — x (4.15)
Z Wx, Xo — Xk
_ kragp (4.16)
C'I(l - g)ps
W koaq (4.17)
g1 —¢)

Nas equacbes acima, y, € a solubilidade, Z e W sdo parametros ajustaveis
para o periodo rapido e para o lento, respectivamente, e sao diretamente
proporcionais aos coeficientes de transferéncia de massa de cada fase. q é a
guantidade especifica de solvente, e 0s subscritos m e n correspondem ao inicio da
extracdo do interior das particulas e fim da extracdo de soluto de facil acesso,
respectivamente, enquanto g representa a taxa de massa de solvente em relacdo a
N. O termo z, corresponde a coordenada de contorno entre a extracao rapida e

lenta (obtido pela relagdo z = krayh/u); a area especifica é representada por ay; k¢
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e k. sdo os coeficientes de transferéncia de massa das fases fluida e sdélida,

respectivamente.

4.4. Determinacao da atividade antioxidante do extrato aguoso

4.4.1. Determinacéo da EC50 - método do DPPH

O método DPPH (BRAND-WILLIAMS et al.,, 1995) foi utilizado na
avaliacao da atividade antioxidante do extrato aquoso, 0 qual se baseia na captura
do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (RUFINO et al., 2007). A partir de uma
solucdo padrdo de DPPH 60 pmol.L™" foi preparada uma curva de calibracdo
contendo 0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 pmol.L™* do radical DPPH. Para a determinacéo
da atividade antioxidante, 0,1 mL de diferentes diluicbes do extrato aquoso,
resultando concentragdes finais, no volume de reacéo, equivalentes a 6, 11, 29 e 57
mg.L™ de soélidos totais contidos no extrato aquoso, foram adicionados a 3,9 mL da
solugéo padrdo de DPPH 60 pmol.L™. Como controle foi utilizado 0,1 mL de etanol
em vez de extrato aquoso. Também foram testados 0,1 mL de solu¢des padrdo de
rutina e acido galico, cujas concentracdes finais, no volume de reacgéo, foram de 12,5
e 50 g.L™*, respectivamente.

Apo6s o tempo de reacao de 1 hora, foram lidas as absorbancias a 515 nm
em espectrofotdmetro Shimadzu 1601. A funcdo entre absorbancia e concentracéo
foi obtida por regresséo linear e, através dessa equacdo, foi possivel obter a
concentracdo de extrato necessaria para se reduzir & metade a concentracao inicial
de DPPH (EC50).

4.4.2. Capacidade Antioxidante Total (CAT)

A determinacdo da capacidade antioxidante total (CAT) foi realizada
através do método de complexacdo pelo fosfomolibdénio (PRIETO ET AL., 1999;
FERRARI, 2002). Em um tubo de ensaio foram adicionadas aliquotas de 0,3 mL do
extrato aquoso ou de solucdo padrdao de rutina, 3,0 mL de uma mistura
compreendida de acido sulfarico (0,6 mol.L™), fosfato monobasico de sédio (0,028
mol.L™) e molibdato de sédio ( 0,004 mol.L™). Os tubos foram cobertos com papel

aluminio e aquecidos em banho-maria a 95°C por 90 min. Apds a etapa de
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aquecimento, as amostras foram deixadas em repouso até atingirem a temperatura
ambiente e, entdo, a absorbancia foi lida a 695 nm em espectrofotdmetro Shimadzu
1601. A curva de calibracéo foi preparada com rutina nas concentracfes de 300 a
1000 pg.mL™* e a capacidade antioxidante total foi expressa em equivalentes de

rutina (ug de rutina por pg de sélidos totais contidos no extrato aquoso).

4.5. Determinacao de compostos fendlicos totais no extrato aquoso

O método escolhido para a andlise da concentracdo de compostos
fendlicos totais foi o método de Folin-Ciocalteu (FOLIN & CIOCALTEU, 1927),
utilizando como padréo o acido tanico. Em um baldo volumétrico de 100 mL foram
adicionados 75 mL de agua destilada, 0,1 mL do extrato aquoso ou de solucdes
padrdo de diferentes concentracdes de &cido tanico, 0,25 mL do reagente Folin-
Ciocalteu, 5,0 mL de uma solucéo de carbonato de sédio 7,5% (m/v). O volume do
baldo volumétrico foi completado com agua destilada e a solucéo agitada. Os balbes
permaneceram em repouso em local protegido da luz por 30 min. A quantificacao foi
realizada comparando as leituras do extrato aquoso, em comprimento de onda de
658 nm, com uma curva de acido tanico com concentracdes variando de 0 a 4,0
ng.mL™. O teor de compostos fendlicos totais foi expresso em equivalentes de 4cido

tanico (mg de acido tanico por g de sdlidos totais contidos no extrato aquoso).

4.6. Determinagéo de flavonoides totais no extrato aquoso

Para a determinacdo dos flavonoides totais foi utilizado o método de
reacdo com cloreto de aluminio, adaptado de Funari & Ferro (2006). Em balbes
volumétricos de 25 mL foram adicionados 1,0 mL de uma solu¢édo aquosa de AICl; a
2,5% (m/v), 1 mL do extrato aquoso ou volumes variados da solucdo padrdo de
quercetina 400 ug.mL™ e 5 mL de etanol. Entdo, o volume do bal&o foi completado
e, apds 30 minutos de reagao, as amostras foram lidas em espectrofotbmetro a A =
425 nm. Para o ensaio em branco foi utilizado o mesmo procedimento, porém sem a
amostra. O teor de flavonoides totais total foi expresso em equivalentes de
guercetina (mg de quercetina por g de sdlidos totais contidos no extrato aquoso). A
curva padrao de quercetina foi preparada utilizando concentragcdes finais de 0 a 20
ng.mL™.
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4.7. Andlise de compostos fendlicos no extrato aguoso por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas

A investigacdo de compostos fendlicos consistiu inicialmente na analise
do perfil de massas dos compostos presentes no extrato aquoso através de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de tempo de voo (LC-
gTOF-MS). Para isso, foi elaborada uma listagem de flavonoides e outros compostos
fendlicos ja relatados na literatura para outras partes da planta A. mearnsii, como
casca e folhas, por exemplo, assim como para compostos ja estudados em outras
espécies de Acécia.

O extrato aquoso foi diluido a uma concentracdo de 1 mg.mL™” para todas
as analises de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, as quais
foram realizadas pelo Laboratério de Andlise de Residuos de Pesticidas e
Medicamentos Veterinarios (RPM - LANAGRO - RS).

A etapa de investigacdo de massas descrita acima foi
conduzida utilizando-se sistema de cromatografia liquida (Agilent 1260) acoplado
a espectrometro de massas hibrido quadrupolo-tempo de voo (ABSciex 5600) - LC-
QTOF com ionizacdo por electrospray em modo negativo. Os parametros de
ionizacao foram: CUR: 20 psi; GS1 e GS2: ambos 55 V; temperatura da fonte de
jons: 700°C; ISVF: -4500 V. Foi realizada a busca no modo TOF MS, sendo
monitoradas massas de 100 a 2000 Da, com um tempo de acumulacao de 250 ms;
0s parametros adotados foram DP: -60 eV e CE: -10 eV. Cada busca foi realizada
com uma janela de massa exata de + 30 mDa para cada massa exata dos
compostos ionizados. A analise foi realizada em 30 minutos, com 4 minutos de
equilibrio entre as andlises. Todos os dados foram processados por software Analyst
TF version 1.6.1 (Sciex).

Para a cromatografia liquida, empregou-se coluna DuraShell RP (Agela
Technologies, 100 x 2.1 mm, 3 um, 150 A) e pré-coluna Phenomenex SecurityGuard
Cartridge C18 (4 x 3.0 mm ID), mantida a 40 °C durante a analise. As fases moveis
utilizadas eram agua (A) e acetonitrila (B), ambas com 2% de acido acético, em
modo gradiente, com um fluxo de 300 puL.min™*. A andlise cromatografica iniciava
com 95% de A, que diminuia até 80% aos 2 minutos. Nos quatro minutos seguintes,
a proporgdo de A diminuia para 50%, atingindo 10% aos 10 minutos de analise. Esta
condicdo era mantida por 15 minutos. A proporcao inicial, 95% de A, era atingida



45

aos 28 minutos e mantida até o final da analise, aos 30 minutos. O volume injetado
erade 2 pL.

Posteriormente, alguns dos compostos identificados através da
determinacdo da massa exata, foram confirmados e quantificados através da analise
com padrdes em analise LC-MS/MS. Nessa etapa foi utlizado sistema de
cromatografia liqguida (Agilent 1100) acoplado a espectrometro triplo quadrupolo
(Sciex, APl 5000); o tempo total de analise era 13 minutos, com 4 minutos de
equilibrio entre as andlises. A aquisi¢cao foi realizada no modo de monitoracdo de
reacdo multipla (MRM) para obter pontos de quantificacdo suficientes para a
confirmacdo de cada analito. Apds a identificacdo dos ions de fragmentos mais
abundantes para todos os compostos, bem como os parametros de ionizacdo para
cada transicao particular, foram obtidos cromatogramas de MRM, indicando a ordem
de retencdo para os compostos selecionados. A andlise de injecdo de fluxo (FIA) foi
entdo realizada para todos 0os compostos com as seguintes condi¢coes de fonte de
ions no espectrometro de massa: temperatura da fonte 600°C, gas de cortina (CUR)
20 psi, voltagem do spray eletrénico (IS) -4500 V, gas de nebulizacdo (GS1) 55V e
gas auxiliar (GS2) 55 V, gas de colisdo 4 V, potencial de entrada (EP) 10 V e o
tempo de permanéncia foi de 25 ms. Todos os dados foram processados com
software Analyst version 1.4.2 (Sciex).

A coluna e a pré-coluna eram as mesmas utilizadas na analise por LC-
QTOF-MS. O volume injetado era 10 pL e o fluxo era de 300 pL.min™. As fases
méveis utilizadas eram agua (A) e acetonitrila (B), ambas com 2% de &cido acético.
O modo gradiente foi utilizado para a separac¢do cromatografica, o qual iniciava com
95% de A, que diminuia até 80% em 2 minutos e até 50% em 6 minutos. O gradiente
atingia 10% aos 10 minutos e esta condicdo foi mantida até 12 minutos de analise.
Depois, a condic¢éo inicial (95% de A) era alcangada em 12,5 minutos e mantida até

13 minutos, tempo final da analise.
4.8. GC-MS do 6leo essencial
Para a identificacdo dos compostos presentes no 0leo essencial das flores

da A. mearnsii, foram realizadas analises em um cromatografo a gas da marca

Agilent 7890A acoplado a um espectrometro de massas (GC-MS) da marca Agilent
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5975C. Para as andlises, o 6leo essencial foi diluido com ciclohexano, em proporcao
2:1 (ciclohexano: 6leo).

O cromatografo, equipado com coluna capilar de silica HP-5MS, teve as
seguintes condi¢cdes nas andlises (XAVIER et al., 2013): temperatura da coluna no
forno 60°C durante 4 minutos, aumentando a 5°C/min até 180°C e a 20°C/min até
250°C, mantido a 250°C por 5 min; temperatura do injetor 250°C; modo de injecao
split; razdo de split 1:55; o gas de arraste foi hélio com vazdo 0,8 mL/min;
temperatura da interface 250°C; modo MS El; tensao de EIl, 70 eV, intervalo de
massas de aquisicdo, m/z 40-450.

Os compostos foram identificados por comparacdo de seus indices de
retencdo (IR), determinados a partir de uma série de n-alcanos (Cg-Cz0), com 0s
reportados na literatura (ADAMS, 2007). A comparacdo dos espectros de massas
também foi utilizada na identificagdo dos compostos. A equacdo 4.18 (ADAMS,
2007) foi utilizada para o calculo do indice de retencéo (RI).

RI = 100n + 100 —Rx—‘rz (4.18)

tR(z+1)~ tRz

onde:

- Rl = indice de retencéo;

- n = numero de &tomos de carbono de cada alcano normal da mistura;

- trx = tempo de retenc¢éo ajustado do composto X;

- trz € tr+1) = tempos de retencdo ajustados de alcanos de cadeia normal, sendo

que trx € intermediario a tr; € tr@+1).
4.9. Avaliacao olfatométrica do 6leo essencial

A andlise do perfil olfatométrico do 6Oleo essencial das flores da A.
mearnsii foi realizada utilizando-se o cromatégrafo a gas equipado com um sistema
de deteccdo por ionizacdo de chama (FID) da Perkin Elmer Auto System com
olfatdmetro acoplado. O método foi citado por Garcez et al. (2017) e foi baseado na
metodologia de Van Baren (2008). A linha de transferéncia foi mantida a 250°C. No
equipamento foi utilizada a mesma coluna utilizada para as andlises por GC-MS,

com as mesmas especificagcdes e 0 mesmo programa de temperatura. Desse modo,
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foram relacionados os resultados da analise sensorial com 0s da composicdo
guimica dos volateis do 6leo essencial.

A analise olfatométrica foi conduzida com cinco avaliadores, todos do
sexo feminino, com idades entre 20 e 30 anos. Os avaliadores foram selecionados
aleatoriamente, pois assim a diferenca entre os critérios individuais e anosmias
(incapacidade de sentir odores) especificas € minimizada, conforme apresentado por
Goodner & Rouseff (2011).

O olfatdbmetro consiste basicamente em uma saida da coluna de
separacdo do cromatografo com um sistema de umidificacdo. Desse modo, €
possivel relacionar os compostos separados na cromatografia com os aromas
percebidos pelos avaliadores. Para tanto, cada um dos avaliadores deveria relatar a
cada vez que sentisse um odor durante a analise o tempo, em relacdo ao inicio da
andlise; a descricdo do odor; e a intensidade do odor, considerando uma escala de
numeros inteiros de 1 a 5 (sendo 1 a menor intensidade e 5 a maior intensidade).
Para facilitar a descricdo dos odores percebidos pelos avaliadores, foi fornecida a
eles uma roda com aromas caracteristicos de chas. A roda de aromas, apresentada
no Anexo C, era apenas orientativa, sendo a descricao dos avaliadores totalmente
livre.

Com essas informacfes, apos as analises, é possivel uma comparacao
entre os resultados obtidos individualmente e a geracdo de uma nova grandeza, que
relaciona intensidade e frequéncia de deteccdo, a qual é denominada Frequéncia
Modificada (FM) (Dravnieks, 1985) e é apresenta a seguir na equacéo 4.19.

FM(%) = JF(%).1(%) (4.19)

Onde:

- F(%) é a frequéncia, em termos percentuais, de detec¢do de um aroma entre o
universo de avaliadores;

- 1(%) é a intensidade média de um atributo aromatico em relacdo a escala, sendo
100% correspondente a média 5. Se um aroma possui 100% de FM quer dizer que o

mesmo foi detectado por todos os avaliadores e com maxima intensidade.
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4.10. Separacdo cromatografica de compostos do extrato obtido com fluido

supercritico

A fim de investigar a composicdo quimica dos extratos obtidos com o uso do
fluido supercritico, o0s mesmos foram submetidos a separacao por cromatografia em
coluna e foram empregadas cromatografia em camada delgada e cromatografia

liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high performance liquid chromatography).

4.10.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Todos os 7 extratos obtidos utilizando a extracdo com fluido supercritico,
conforme o planejamento fatorial, foram analisados por HPLC. As andlises
realizadas neste estudo foram apenas qualitativas para que se pudesse avaliar a
presenca de compostos majoritarios nos extratos. As fracdes obtidas na
cromatografia em coluna também foram analisadas por HPLC para que assim fosse

avaliada a eficiéncia da separacédo pelo método de fracionamento.

As andlises de cromatografia liqguida foram realizadas em um sistema da
marca Agilent, modelo 1200 Series, com detector U.V. O método de analise utilizado
tinha como fase moével agua ultrapura (A) e acetonitrila (B), ambos com 2% de acido
acético glacial, com um gradiente de 80-20% de B em 30 minutos, com um fluxo de
1,0 mL.min™. A coluna utilizada foi uma C18 (4,6 x 250 mm x 5 ym). O comprimento
de onda utilizado no detector foi A = 258 nm. O volume injetado foi de 5 yL (LUCAS,
2015).

4.10.2. Cromatografia em coluna

A separacdo por cromatografia em coluna € considerada um método
preparativo que tem por objetivo isolar compostos majoritarios e/ou diminuir a
guantidade de compostos para posteriores analises, separando o0 extrato em
diversas fracbes. A cromatografia em coluna é composta por uma coluna de vidro
com a extremidade superior aberta e uma torneira na extremidade inferior para
controle de vazéo das fracdes a serem recolhidas. Esta coluna é recheada com um

adsorvente (fase estacionéria), sendo a silica gel o mais utilizado. A eluicdo do
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interior da coluna ocorrera em ordem de polaridade das substancias. Utilizando
adsorventes polares, como a silica gel, compostos polares terdo mais afinidade e
ficardo retidos por mais tempo na coluna. Sendo assim, a polaridade da fase movel
na separacdo se torna fundamental na eluicdo das moléculas. O objetivo é remover
ou dessorver seletivamente os componentes da mistura retidos do adsorvente
(SKOOG et al., 2008).

A cromatografia em coluna foi realizada em colunas de 30 cm de
comprimento e 2,5 cm de didmetro, utilizando como adsorvente silica gel 60 (0,063-
0,200 mm). Todos os experimentos foram padronizados com uma altura de silica
dentro da coluna de 15 cm.

Em uma primeira etapa, foi utilizado vacuo para auxiliar na eluicdo dos
compostos e 0s solventes utilizados, em ordem crescente de polaridade, foram:
hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol. Foi utilizado um volume de 250
mL de cada solvente e todo o volume de cada solvente foi recolhido como uma
fracao.

Para os refracionamentos das etapas 2 e 3, as fracdes foram selecionadas

com base nos resultados das analises por CCD e HPLC.

Na segunda etapa de separacédo, a fragcdo obtida com solvente acetato de
etila foi refracionada, também utilizando vacuo, empregando como fase movel os

gradientes apresentados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2. Relacéo das fases moveis e suas respectivas propor¢des utilizadas na cromatografia em

coluna — etapa 2.

Solvente Proporcéo de mistura Frac&o recolhida
(% em volume)
Hexano 100 1
Hexano : Acetato de etila 80:20 2
Hexano : Acetato de etila 60:40 3
Hexano : Acetato de etila 40:60 4
Hexano : Acetato de etila 20:80 5
Acetato de etila 100 6
Acetato de etila : Diclorometano 50:50 7
Diclorometano 100 8
Diclorometano : Metanol 50:50 9
Metanol 100 10

Em uma terceira etapa, a fracdo obtida utilizando como eluente a mistura
hexano : acetato de etila (80:20), fracdo 2, foi submetida a separacao por acdo da
gravidade, sendo utilizadas as fases moveis indicadas na Tabela 4.3. Para essa
separacao, a amostra foi colocada na extremidade superior da coluna com a ajuda
do solvente (fase mével). Utilizou-se um volume de 150 mL de cada solvente e foram
recolhidas fragdes a cada 10 mL eluidos, sendo a ultima fase mével recolhida em

todo seu volume como uma unica fase. Assim, foram recolhidas 80 fracdes.

Tabela 4.3. Relacao das fases moéveis e suas respectivas proporgdes utilizadas na cromatografia em

coluna — etapa 3.

Solvente Proporc¢éo de mistura (% em volume)

Hexano 100

Hexano : Acetato de etila 90:10
Hexano : Acetato de etila 80:20
Hexano : Acetato de etila 70:30
Hexano : Acetato de etila 60:40
Hexano : Acetato de etila 50:50
Acetato de etila 100
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4.10.3. Cromatografia em camada delgada

Para auxiliar na verificacdo da eficiéncia da separacdo apds as etapas de
cromatografia em coluna, as fracbes obtidas foram submetidas a cromatografia em
camada delgada (CCD).

A analise por CCD foi realizada em placas de silica gel GF,s4, usando como
fase movel diclorometano. As amostras foram aplicadas a um centimetro da borda
inferior com o auxilio de tubos capilares. Apos a aplicacdo, as placas foram
colocadas dentro de uma cuba de vidro fechada, onde permaneceram tempo
suficiente até que a fase moével atingisse a borda superior (altura = 10 cm).
Completada a eluicdo, as placas foram visualizadas sob luz U.V. com comprimento
de onda de 264 e 365 nm. Em seguida, as placas foram reveladas com vanilina

sulfarica.

4.11. Determinacdo da atividade antimicrobiana do extrato obtido com fluido

supercritico

A atividade antimicrobiana das amostras obtidas por extracdo com fluido
supercritico foi avaliada pelos métodos da bioautografia indireta e a da concentracéo
inibitéria minima (CIM). A bioautografia indireta € um método qualitativo de avaliacao
da atividade antimicrobiana, no qual uma placa de cromatografia em camada
delgada (CCD) da amostra é aplicada sob um meio de cultura inoculado com os
microorganismos de interesse. Ja a concentracao inibitéria minima, € um método
guantitativo e determina a quantidade minima de amostra necesséria para a inibicdo
do crescimento do microorganismo. Nesse método, a acdo de diferentes
concentracbes da amostra, segundo diluicdes seriadas, é avaliada frente a uma
concentracdo constante de microorganismo (FALCAO et al., 2012).

Para o método de bioautografia indireta, os extratos foram diluidos em
diclorometano P.A. e aplicados (1,5 uL) em placas de CCD de silica gel GF2s4. Em
seguida, os compostos foram separados através da técnica de CCD, utilizando como
eluente o diclorometano. Apds a efetiva eliminagcdo do solvente por evaporacéo,
foram aplicados 1,5 yL da amostra em um ponto abaixo da primeira aplicagao para

observar a presenca ou nao de atividade antimicrobiana do extrato total (ac&o
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sinérgica de seus compostos). O indculo foi feito através de uma suspensao de
microrganismos ajustada a 1,0x10* UFC.mL™ e adicionada em &gar Mueller-Hinton.
Os microrganismos utilizados foram Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Escherichia coli (ATCC 25922). Por fim, as placas de CCD, ja eluidas e ap6s a
evaporacdo do solvente, foram submersas no meio de cultura inoculado com os
microrganismos e incubadas por 24 horas a 37°C. Apds o tempo de crescimento dos
microrganismos, foi adicionado sal de tetrazolio INT (p-iodonitrotetrazolium violet)
para visualizagdo dos halos de inibicdo (VALGAS et al., 2007; PEREIRA, 2010). As
zonas sem coloracdo avermelhada sdo as faixas de inibicdo de crescimento
microbiano (FALCAO et al., 2012). Como controle positivo, foram aplicados as
placas amoxicilina na concentracdo de 0,1 mg.mL™. Enquanto como controle
negativo foi utilizado o meio de cultura inoculado com o microorganismo, sem adi¢ao
dos extratos.

A CIM foi determinada utilizando a metodologia de diluicio em microplaca
(microdiluicdo). Em cada pogo da microplaca foram adicionados 100 pyL do in6culo
de microrganismo com concentracéo final de 1,0 x 10* UFC.mL™ em caldo Mueller-
Hinton e entdo foram adicionados 100 yL do extrato, solubilizado em Tween 20
diluido a 10% em agua, nas concentra¢cdes finais de 0,75; 1,5; 3,0; 6,0; 12 e 24
mg.mL™. Outras concentracdes foram utilizadas para as fracdes obtidas por
separacao cromatografica, definidas conforme as massas de cada fracdo. A fracéo
obtida com acetato de etila teve concentracdes finais de 59,2; 29,5; 14,7; 7,3; 3,6 e
1,8 mg.mL™; a fracdo obtida com hexano : acetato de etila (80:20), denominada
fracdo 2, 71,3; 35,9; 17,9; 8,9; 4,4 e 2,2 mg.mL™; e a fracdo obtida com hexano :
acetato de etila (60:40), fracdo 4, foi testada nas concentragdes de 23,6; 11,8; 5,9;
2,9: 1,4 e 0,73 mg.mL™. As microplacas foram incubadas por 24 horas a 37 °C e,
apos o tempo de crescimento, foi possivel visualizar se houve crescimento dos
microrganismos nos poc¢os, o qual foi evidenciado pela adicdo da solucdo de INT.
Novamente como controle negativo foi incubado o meio de cultura com o inéculo e
amoxicilina foi utilizada como controle positivo, cuja concentragdo inibitéria minima &
de 0,1 mg.mL™.
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5. RESULTADOS

5.1. Testes preliminares —reacfes para a identificacéo de flavonoides

Na etapa inicial do trabalho, foi utilizado extrato metandlico para a
investigagdo da presenca de flavonoides nas flores, o qual foi submetido a 4 testes
de identificacdo por reacao:

e Reacdo de Shinoda — nesse teste, o desenvolvimento de coloragéo
résea-avermelhada indica a presenca de flavonois; coloracdo violeta
indica a presenca de flavanonas e coloracdo laranja indica presenca de

flavonas. Conforme Figura 5.1, ficou evidenciada a presenca de flavonois.

Figura 5.1. Reagéo de Shinoda.

e Reacado de cloreto de aluminio — Sob luz ultravioleta, o cloreto de
aluminio intensifica a fluorescéncia de flavonoides, conforme foi

evidenciado e é apresentado na Figura 5.2.
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Figura 5.2. Reagéo com cloreto de aluminio: a esquerda, com cloreto de aluminio, a direita, o extrato

bruto

e Reacdo com cloreto férrico — O desenvolvimento de cor, que pode
variar entre verde, amarelo-castanho e violeta, demonstra a presenca de
flavonoides, sendo a cor dependente da classe do composto flavonoidico.

Esse resultado também foi positivo, conforme Figura 5.3.

Figura 5.3. Reac¢do com cloreto férrico: & esquerda, o extrato bruto; a direita, o extrato com cloreto

férrico 2%.

e Reacdo com hidroxido de sédio — A formacéo de coloracdo amarela
indica resultado positivo para a presenca de flavonoides e varia de
intensidade conforme o composto presente na amostra. No resultado
mostrado na Figura 5.4, o tom amarelo-esverdeado reforga os resultados
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anteriores, confirmando a presenca de flavonoides na composi¢do do

extrato.

Figura 5.4. Reacd@o com hidroxido de sédio.

5.2. Atividade Antioxidante do extrato aquoso

5.2.1. Determinacdo da EC50 - método do DPPH

A relacdo entre a concentracdo do radical DPPH e absorbancia foi
estabelecida através de uma curva de calibragdo (Figura 5.5). Em seguida, foi
determinada, em triplicata, a absorbancia relacionada a diminuicdo pela metade da
concentracdo de DPPH, o que corresponde a metade da absorbancia determinada
para o controle. Relacionando esse valor de absorbancia com os valores lineares
para diferentes concentragcdes do extrato aquoso (Figura 5.6), foi calculada a
concentragdo do extrato aquoso para reduzir em 50% a concentragao inicial do
radical DPPH (EC50). Assim, foi obtida EC50= 39,13 + 3,69 mg.L?, valor
correspondente a 3,44 + 0,33 g de sdlidos do extrato aquoso para a captura de 1 g
de DPPH.

Para a concentracdo de extrato aquoso maxima testada, equivalente a 57
mg.L™?, o consumo do radical DPPH, também denominada atividade antioxidante

total, foi de 69,13 = 5,32%. O padrdo rutina, testado em simplicata com
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concentracdo de 12,5 g.L™?, apresentou atividade antioxidante total de 68,83%,
enquanto o acido galico, também testado em simplicata, teve atividade de 94,43%,
em uma concentracdo de 50 g.L™. Segundo Andrade et al. (2007), as plantas do
género acacia tendem a apresentar boa atividade antioxidante devido a presenca de
compostos fendlicos. Em seu trabalho, Andrade et al. (2007), relataram EC50= 10,48
mg.L™ para o extrato etandlico bruto das flores de Acacia podalyriifolia; 36,65 mg.L™
para uma fragéo extraida com diclorometano e 3,22 mg.L™* para uma fracéo extraida
com acetato de etila. A maior atividade antioxidante da fragcdo acetato de etila foi

atribuida a uma maior concentracdo de compostos fendlicos.
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Figura 5.5. Curva concentracdo da solu¢do de DPPH x absorbancia.
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Figura 5.6. Concentracéo do extrato aquoso x absorbéancia ap6s consumo do DPPH.

5.2.2. Capacidade antioxidante Total (CAT)

A capacidade antioxidante total, determinada através de complexacao

pelo fosfomolibdénio, foi avaliada, em triplicata, frente ao padrdo rutina. A relagédo
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entre absorbancia e concentracdo de rutina € apresentada na Figura 5.7. O extrato
aquoso, com concentracdo de 28,5 pg.mL™, teve acdo equivalente a 615,0 pg.mL™
de rutina. Portanto, 1 pg de sélidos do extrato aquoso tem atividade antioxidante
equivalente a 21,6 + 0,8 yug de rutina. Assim, esse resultado corrobora com o
observado no teste com o radical DPPH, pois em ambos o extrato aquoso das flores
da A. mearnsii teve desempenho superior ao flavonoide rutina, utilizado como

padrao.
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Figura 5.7. Concentracéo de rutina x absorbancia.

5.3. Determinacéo de compostos fendlicos totais no extrato aquoso

A determinacdo dos compostos fendlicos totais foi realizada através do
método espectrofotométrico, utilizando acido tanico como padréo. Inicialmente foi
verificada a relagdo entre absorbancia e concentracdo de acido tanico (Figura 5.8) e,
entdo, as absorbancias obtidas para o extrato aquoso, em triplicata, foram
correlacionadas ao acido tanico. Desse modo, o teor de compostos fendlicos totais,
apos analise em triplicata, foi equivalente a 61,9 + 2,1 mg de acido tanico por g de

sélidos do extrato aquoso.
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Figura 5.8. Concentragéo de &cido tanico x absorbancia.

5.4. Determinacao de flavonoides totais no extrato aquoso

Os flavonoides totais foram determinados em triplicata frente ao padrao
guercetina. As absorbancias para diferentes concentracdes de quercetina séo
apresentadas na Figura 5.9. De forma similar a determinacéo de fendlicos totais, a
guantificacdo dos flavonoides ocorreu através da comparacdo da absorbancia do
extrato aquoso com a curva de quercetina. Assim, a concentracdo de flavonoides

totais foi equivalente a 9,5 + 0,4 mg.g™* de sélidos contidos no extrato aquoso.

= 1,4 1 y = 0,066x + 0,027
e 12 - R? = 0,9942
n 1 A
o
2
o 08 7
£ 06 -
<«
204 -
]
802 -
(4]
0 T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24
Concentragio de quercetina (pg.mL)

Figura 5.9. Concentracdo de quercetina x absorbancia.

5.5. Andlise de compostos fendlicos no extrato aquoso por cromatografia

liquida acoplada & espectrometria de massas

Inicialmente, foi realizada uma analise de busca no modo TOF MS,

através da analise de massa exata dos compostos ionizados. Desse modo, foi
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possivel verificar uma provavel presenca de 42 compostos fendlicos, os quais
correspondem aos listados na Tabela 5.1 ou a isdbmeros destes. Existindo a
disponibilidade de padrbes, pode ser realizada a distincdo dos isémeros por
separacdo cromatografica. Os demais compostos relatados na literatura para
extratos de Acacia, mas que ndo foram identificados no extrato aquoso da A.
mearnsii, sdo apresentados no Anexo A. Os compostos com menor erro entre a
massa calculada e a massa determinada experimentalmente possuem maior
probabilidade de estarem corretamente identificados. Tal probabilidade é
considerada plenamente satisfatoria para erros inferiores a 5 ppm (BLOM, 2001), o
gue foi verificado para os primeiros 27 compostos apresentados a seguir (Tabela
5.1).

Tabela 5.1. Compostos fendlicos provaveis no extrato aquoso das flores de A. mearnsii

correspondentes as massas determinadas por LC-qTOF-MS.

m/z [M-H] (valor | m/z [M-H]" (valor Erro .
Composto ; Férmula
calculado) experimental) (ppm)
Auriculosideo* 449,1448 449,1447 0,22 C22H26010
Isosalipurposl'deo2 431,0978 431,0980 -0,46 C,1H2,019
Quercetina 3-O-gentiobiosideo®
uercetina 3-O-
SlucosiIgalactosideo2 625,1405 625,1401 0,64 C27H30017
Quercetina diglucosideo?
Miricetina-3g|uc05|’deol’ 2 479,0826 479,0822 0,83 Cy1H20013
8-O—Met0xi—epioritin-40(—ol2 303,0869 303,0866 0,99 C16H1606
Quercetina®
301,0348 301,0351 -1,00 C15H1007
Robinetina®
Rutina igleuoe)rget'na 30 609,1456 609,1448 131 | CoHsoOus
Ramnetina 3-a-L-ramnosideo 461,1084 461,1093 -1,95 | CuHpnOp
(+)-Catequina®
(-)-Teracacidina®
(-)-Epicatequina®
) L eucofisetimding? 289,0712 289,0718 -2,08 C15H1406
(-)-Robinetinidol®
Fisetinidol-4a-ol’
Miricetina 317,0297 317,0290 2,21 C15H100g
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Vicenina® 593,1506 593,1522 -2,70 Ca7H30015
Naringenina® 271,0606 271,0614 2,95 Ci15H12,0s
Miricitrina®
Isoquercitrina
Quercetina :«’.-O-galactosideo2 463,0877 463,0863 3,02 C,1H50012
Hiperosideo®
Mearnsitrina®
4,2’ 4’ 6’-Tetrahidroxichalcona
4-g|ucosideoz 433,1135 433,1120 3,46 C,1H»5049
Quercitrinal 447,0927 447,0908 4,25 C,1H50011
2’4’-Dihidroxi-3’-
metoxichalcona® 269,0814 269,0759 20,44 C16H1404
Apigenina 7,4-dimetil éter’ 297,0763 297,0836 -24,57 C17H1405
2’,4’-Dihidroxichalcona2 239,0708 239,0780 -30,12 C15H1,05
(+)-Galocatequina™ 2 305,0661 305,0785 -40,65 | CisHuO;
Melacacidina® 305,0661 305,0785 -40,65 C15H1407
Fasciculiferina® 311,0919 311,1120 -64,61 C1gH1605
(+)-2,3-trans-Crombeone®
Ramnetina’ 315,0505 315,0726 -70,15 | CyH1,0;
Isoramnetina®
3-Metil-kaempferol?

- — 299,0556 299,0769 -71,22 C16H1206
Diosmetina
Luteolina®

5 285,0399 285,0189 73,67 C15H1006

Kaempferol
Isoliquiritigenina2

: — 255,0657 255,2334 -657,48 | CisH1,04
Pinocembrina

Os compostos da tabela foram relatados em Acacia nas seguintes
referéncias: * Mackenzie (1969); % Seigler (2003); * Venter et al. (2012); * Andrade et
al. (2003).

Entre os compostos identificados, alguns tém propriedades ja conhecidas,
por exemplo, 0s estereoisomeros (+)-catequina e (-)-epicatequina sao dois
flavonoides com alta atividade antioxidante em sistemas vivos (MENDOZA-WILSON
& GLOSSMAN-MITNIK, 2006; IACOPINI et al.,, 2008). Além disso, epicatequina
apresenta também alta atividade antimutagénica (GEETHA et al., 2004). A flavanona
naringenina é considerada como tendo um efeito bioativo na saude humana como

antioxidante, eliminando radicais livres, como anti-inflamatorio, promotor do
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metabolismo de carboidratos e como modulador do sistema de imunidade (MIR &
TIKU, 2014). A isoquercitrina, por sua vez, exibe uma série de efeitos
guimioprotetores tanto in vitro como in vivo, contra 0 estresse oxidativo, cancer,

distarbios cardiovasculares, diabetes e reacdes alérgicas (VALENTOVA et al., 2014).

Na segunda etapa de investigacdo de compostos fendlicos, através de
comparacao com a analise de padrdes, realizando as analises em cromatégrafo de
fase liquida acoplado a espectrometro triplo quadrupolo, foi possivel identificar
guercetina (ions monitorados: 300,9 - 151,1; 309,9 - 178,8) no extrato aquoso.
Além disso, foi identificado e quantificado rutina (ions monitorados 609,2 > 299,9;
609,2 - 271,1). O composto rutina contido no extrato aquoso foi equivalente a
200,67 + 30,40 ug por g de soélidos do extrato aquoso, o que corresponde a apenas
2,1% dos flavonoides do extrato, aproximadamente. O baixo teor pode estar
relacionado a grande diversidade de compostos, conforme resultados da analise por
gTOF-MS. O cromatograma (Total ion chromatogram — TIC) com 0s compostos
assinalados sdo apresentados na Figura 5.10-a. O primeiro pico visualizado no
cromatograma nao foi identificado com nenhum dos padrbes utilizados (acido
cafeico; epicatequina; miricetina; éacido elagico; apigenina; daidzeina; equol;
genesteina; canferol; quercetina; rutina), sendo possivelmente algum isémero da

rutina, cujo cromatograma é apresentado na Figura 5.10-b.
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Figura 5.10. a) TIC do extrato aquoso das flores de A. mearnsii onde: (1) rutina, (2) quercetina; b) TIC

do padréo rutina.
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A rutina e a quercetina sdo importantes bioflavonoides devido as suas
diversas propriedades ja conhecidas (SHARMA et al.,, 2013) como acdo anti-
inflamatoria (GUARDIA et al., 2001; ROTELLI et al., 2003), atividade antioxidante
(YANG et al.,, 2008, AFANAS'EV et al.,, 1989; MORETTI et al., 2012), acao
cardioprotetora (ANNAPURNA et al., 2009; PARABATHINA et al., 2010), antialérgica
(CHEN et al.,, 2000; MLCEK et al.,, 2016), antitumoral (CHEN et al.,, 2013;
DESCHNER et al., 1991; WEBSTER et al., 1996), antimicrobiana (CUSHNIE &
LAMB, 2005; NARAYANA et al., 2001; AMIN et al., 2015), entre outras.

A presenca de compostos fendlicos e a atividade antioxidante verificadas no
extrato aquoso indicam um possivel uso para o que seria apenas um efluente. Em
seu trabalho, Oliveira (2015) desmitificou o fato de que os residuos de processos
aplicados a produtos naturais ndo impactam o meio ambiente. No estudo foram
caracterizados parametros fisico-quimicos dos efluentes (extrato aquoso) gerados
na destilacdo por arraste a vapor dos 6leos essenciais das plantas alecrim, pimenta
longa e pinus, sendo que todos apresentaram potencial impacto ao meio ambiente.
Entre os resultados para os parametros ambientais avaliados, os mais impactantes
foram os que avaliaram a carga organica presente nos efluentes: demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO) e carbono
organico total. Também foram verificados valores muito acima dos previstos na
legislacdo para os parametros nitrogénio amoniacal e nitrato, oxigénio dissolvido, pH

e solidos dissolvidos.

5.6. GC-MS do 6leo essencial

A identificacdo de compostos volateis presentes no Oleo essencial das
flores de A. mearnsii, obtidos na extracao por arraste a vapor a 2,0 bar, foi realizada
por GC-MS. Foram identificados 31 compostos, 0 que corresponde a mais de 84,6 %
dos compostos eluidos. Os compostos identificados, considerando as areas relativas
do cromatograma, consistem basicamente em hidrocarbonetos (73,12%), terpenos
(7,024%), sendo 4,549% outros compostos (aldeido, éster, éter e alcool). Na Tabela
5.2 sédo apresentados os compostos identificados, na qual se observa em destaque
como compostos majoritarios os hidrocarbonetos 8-heptadeceno, heptadecano,

nonadecano e o diterpeno caureno.
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Tabela 5.2. Andlise Cromatogréfica GC-MS do 6leo essencial.

Compostos identificados® tr IR % Area® | Formula molecular
n-Octano 3,522 800 0,046 CgHis
n-Nonano 5,848 900 0,021 CoHzo
a —Pineno 6,901 935 0,035 CioH1s

orto-Cimeno 9,709 1026 0,037 CioH14
n-Nonanal 12,263 1107 0,954 CyH180
(E)-2-Nonen-1-al 13,932 1162 0,037 CoH160
Etil benzoato 14,286 1174 0,060 CoH100;
Safranal 15,163 1203 0,031 C1oH140
n-Decanal 15,305 1208 0,402 C10H200
p-Anisaldeido 16,745 1258 0,091 CsHsO2
Safrol 17,760 1294 1,325 C10H1002
a-Copaeno 20,031 1379 0,361 CisH24
E-Cariofileno 21,253 1426 0,082 CisHz4
a-Humuleno 21,999 1456 0,850 CisHz4
E-Etil cinamato 22,364 1471 0,086 C11H1,0,
Pentadecano 23,160 1503 2,096 CisHzz
o-Cadineno 23,837 1531 0,107 CisHz4
1-Hexadeceno 25,063 1583 3,199 CisHz2
Hexadecano 25,523 1603 0,288 CieHsza
8-Heptadeceno 27,753 1703 41,287 Ci7Hz4
Heptadecano 28,253 1732 7,284 Ci7Hz6
Benzoato de benzila 28,778 1763 0,123 C14H120,
Octadecano 29,489 1808 1,777 CigHss
n-Hexadecanol 30,304 1883 1,842 C16H3,0
Nonadecano 30,741 1930 12,315 Ci9Hao
Eicosano 31,384 * 1,212 CaoHaz
Caureno 31,951 * 5,150 CaoHsz
Heneicosano 32,072 * 1,565 CaiHas
Tricosano 33,663 * 1,403 CasHas
Tetracosano 34,629 * 0,124 Ca4Hso
Pentacosano 35,879 * 0,503 CasHsz
Total identificado 84,693

= compostos identificados pela comparacdo de seus espectros de massa e indices de retencdo com
a biblioteca Adams (2007).

°|R = indice de retencdo calculado em relacdo a uma série de alcanos apés analise em cromatografo
Agilent 7890A.

% Area = area percentual de cada pico em relagfo a area total do cromatograma.

* Compostos identificados apenas pelo espectro de massa, pois a série de alcanos utilizada

terminava em Cy.
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Dos 31 compostos identificados no 6leo essencial extraido das flores da A.
mearnsii, 15 deles foram relatados por Avoseh et al. (2014) presentes nos 6leos
essenciais extraidos por hidrodestilacdo das folhas frescas, folhas secas, cascas
frescas e cascas secas da A. mearnsii. Para o 0leo extraido por hidrodestilacdo o
rendimento, para as partes da planta citadas, foi de 0,25%, 0,50%, 0,78% e 0,11%
(v/m), respectivamente. Nos Oleos extraidos das folhas secas e das cascas foram
identificados orto-cimeno (0,7% e 1,1%, respectivamente), a-copaeno (0,3% e 0,1%,
respectivamente) e &-cadineno (0,4% e 4,2%, respectivamente). N-nonano, eicosano
e l-hexadecanol foram extraidos nos 6leos das folhas frescas (0,5%, 3,9% e 8,6%,
respectivamente), das cascas frescas (0,5%, 3,2% e 6,5%, respectivamente) e das
cascas secas (0,5%, 1,1% e 1,2%, respectivamente). Nos 6leos das folhas frescas e
das cascas frescas foram identificados tetracosano (4,8% e 1,1%, respectivamente)
e decanal (4,2% e 1,7%, respectivamente). N-nonanal e heneicosano estavam
presentes nos 6leos essenciais da casca fresca (7,2% e 1,7%, respectivamente) e
seca (5,2% e 6,6%, respectivamente). Nos extratos das folhas frescas e cascas
secas foram observados tricosano (0,8% e 1,0%, respectivamente) e (E)-2-nonen-1-
al (8,2% e 8,6%, respectivamente). Apenas no 6leo extraido da casca fresca, foram

identificados n-octano (0,4%), heptadecano (0,7%) e octadecano (1,3%).

Os compostos a-humuleno e y—cadineno (isbmero do 6-cadineno presente no
Oleo essencial das flores da A. mearnsii) foram relatados por Ogunwande et al.
(2008) entre os compostos majoritarios do 6leo essencial da Acacia tortilis. O
monoterpeno a-pineno, por sua vez, foi relatado como composto majoritario para o
Oleo de Acacia albida (OGUNBINU et al., 2011) e é considerado um repelente contra
insetos (NERIO et al., 2010).

5.7. Avaliacéo olfatométrica do 6leo essencial

A andlise olfatométrica foi realizada por 5 avaliadores, os quais, ao
perceberem um odor, deveriam anotar o tempo decorrido desde o inicio da
cromatografia, a descrigdo do odor e sua intensidade, em uma escala de 1 a 5.
Diversos aromas foram identificados, os que mais se destacaram em termo de
frequéncia e intensidade, resultando frequéncia modificada (FM) maior que 50%, s&o

apresentados no grafico da Figura 5.11:
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Figura 5.11. Gréfico aranha para os odores com FM > 50% no 6leo essencial das flores de A.

mearnsii.

O cruzamento entre os compostos identificados pela andlise sensorial e
os gue foram identificados pelo indice de retencdo, através de GC-MS, resultou em
sete compostos identificados pelos dois métodos. Entre esses compostos,
apresentados na Tabela 5.3, apenas dois tiveram frequéncia modificada maior que
50%: 2-nonen-1l-al e &-cadineno. Assim, 0s principais aromas percebidos pelos
avaliadores no 0Oleo essencial da A. mearnsii ndo tiveram sua composi¢do quimica

identificada.

Tabela 5.3. Compostos do 6leo essencial identificados por GC-MS e olfatometria.

Composto® IR® Descricéo FM (%)
a-Pineno 930 vegetal/refrescante 22
orto-Cimeno 1026 putrido 38
n-Nonanal 1108 doce/diversos 38
2-Nonen-1-al 1155 floral/doce 61
Safranal 1205 defumado/fumaca 42
a-Copaeno 1368 vegetal / refrescante 47
0-Cadineno 1513 vegetal/defumado 55

® = compostos identificados pela comparagéo de seus espectros de massa e indices de retengdo com
a biblioteca Adams (2007).
°IR = indice de retencéo calculado em relacdo a uma série de alcanos apés analise em cromatdgrafo

Perkin EImer com detecc¢éo por chama (FID).
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Entre os compostos que tiveram seu aroma e composicdo quimica
identificados se destacaram o0s compostos alifaticos. A composicdo dos Oleos
essenciais € responsavel por suas propriedades organolépticas tal como aroma
intenso e agradavel, caracteristica atribuida principalmente aos mono e
sesquiterpenos (WOLFFENBUTTEL, 2011). Os aldeidos também costumam
apresentar odor agradavel, sendo comumente usados em perfumes; com cheiro
intenso, sdo 0s responsaveis pelo odor da lima (Citrus aurantifolia Swingle), por
exemplo (CHISHOLM et al.,, 2003). Os aldeidos de cadeia longa normalmente
apresentam um aroma agradavel e suave de frutas e flores, sendo que o 2-
nonenal contribui com o aroma do café sollvel, por exemplo, conferindo-lhe uma
nota de madeira e de bebida fresca e, ao mesmo tempo reduzindo notas
acidas (MOREIRA et al., 2000).

Os sete compostos identificados ja foram relatados em outros aromas. O
monoterpeno a-pineno, caracterizado na analise olfatométrica como “refrescante” é
comum em sucos de frutas, como o suco de laranja (LOPEZ-CARBALLO et al.,
2005). Além desse composto, o-cimeno e nonanal, presentes no 6leo essencial da
A. mearnsii, sdo relatados na composicdo do aroma da laranja (HOGNADOTTIR et
al., 2003). Nos aromas de tomilho e de cogumelos selvagens também foram
identificados a-pineno e o-cimeno (BREHERET et al., 1997; OZCAN & CHALCHAT,
2004).

O composto a-copaeno, por sua vez, foi relatado como ativo na esséncia da
goiaba (JORDAN et al., 2003). No odor do trigo sarraceno foi identificado o do
nonenal (JANES et al., 2009). O ®-cadineno foi verificado no aroma do 6leo de
copaiba (SANT'ANNA et al., 2007), enquanto o safranal € considerado o principal
constituinte do aroma do Oleo essencial de Crocus sativus (REZAEE &
HOSSEINZADEH, 2013).

A maioria dos compostos identificados no aroma do 6leo essencial das flores
da A. mearnsii estava em baixa concentracdo, segundo as areas relativas do
cromatograma. A independéncia da intensidade do aroma de um composto em
relagdo a sua concentracao foi verificada também por Xavier et al. (2013).

Além disso, aromas com uma FM significativa ndo tiveram sua composi¢cao
identificada o que pode ter ocorrido devido a uma concentracdo muito baixa desses

compostos. Os principais aromas presentes, em termos de intensidade,
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considerando a FM, foram descritos pelos avaliadores como castanha/defumado
(FM=93%) e café (FM= 75%). Entre os aromas sem a composi¢do quimica definida,
também foram verificados: vegetal (FM=69%) e vegetal/terra (FM= 51%), doce/floral
(FM=66%), defumado (FM=64%) e defumado/fumaca (FM=44%). Mesmo nao sendo
guimicamente identificados, todos esses compostos apresentaram aromas que
contribuem para a caracterizacdo do aroma global do dleo essencial das flores da A.

mearnsii.

5.8. Otimizacdo do rendimento da extracdo com fluido supercritico

Para otimizar o rendimento da extracdo supercritica, foram avaliados, por
meio de planejamento fatorial 22, os efeitos da varidveis pressdo do CO, e da
composicdo do cossolvente (agua, etanol ou mistura dos dois). Com essas variacdes
das condi¢cbes experimentais, o rendimento variou entre 1,25 e 2,49 % (m/m), sendo
0 menor rendimento observado para a extracdo a 120 bar e utilizando agua como
cossolvente, enquanto o maior rendimento foi obtido a 240 bar com etanol como
cossolvente.

Os dados do planejamento fatorial foram processados utilizando o software
estatistico Minitab®, sendo realizada a analise de variancia (ANOVA) e a estimativa
dos coeficientes para um modelo linear que representa a relacdo entre as variaveis
testadas e a resposta, cujos resultados sdo apresentados na Tabela 5.4 e Tabela

5.5, respectivamente.

Tabela 5.4. Analise de variancia para o rendimento (% m/m).

Fator ol Seq SS Adj SS Adj MS F p

Efeitos principais 2 0,77171 0,771707 0,385854 348,30 0,003

P 1 0,43313 0,433129 0,433129 390,98 0,003

% EtOH 1 0,33858 0,338579 0,338579 305,63 0,003

Interacéo 1 0,01485 0,014854 0,014854 13,41 0,067

P *% EtOH 1 0,01485 0,014854 0,014854 13,41 0,067
Erro residual 2 0,00222 0,002216  0,001108
Erro puro 2 0,00222 0,002216 0,001108

Total 6 1,19358
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Tabela 5.5. Efeitos e coeficientes estimados para o rendimento (% m/m).

Termo Efeito Coef SE Coef T p
Constante 1,81281 0,01664 108,93 0,000
P 0,65813 0,32906 0,01664 19,77 0,003
% EtOH 0,58188 0,29094 0,01664 17,48 0,003
P *% EtOH 0,12188 0,06094 0,01664 3,66 0,067
Ponto central 0,48594 0,02542 19,12 0,003
S =0,00665676 R2 =99,81% R2 (ajust.) = 99,44%

Conforme os dados da ANOVA, a pressado e o percentual de etanol na
composicdo do cossolvente s&do estatisticamente significativos (p < 0,05)
considerando um nivel de significancia de 95% (a = 0,05). Ja a interacdo, néo
interferiu significativamente no rendimento do extrato, de acordo com o indice
descritivo (valor p) de 0,067%.

Aplicando-se a regresséo linear, foram obtidos os coeficientes apresentados
na Tabela 5.5, sendo o0 modelo ajustado, para variaveis ndo codificadas, expresso

pela equacao 5.1:

RE (% m/m) = 1,81281 + 0,32906 x P + 0,29094 x CO + 0,06094 x Px CO  (5.1)

Na equacdo, RE representa o rendimento da extracdo e P e CO
correspondem aos valores codificados das variaveis pressdo e cossolvente,
respectivamente.

O modelo ajustado representa bem os dados experimentais, apresentando
coeficiente de determinacdo R2 igual a 0,9981. O coeficiente de determinacéo
ajustado apresenta o valor de 0,9944 e significa que apenas 0,56% das variacdes
ndo sao explicadas pelo modelo. O ajuste do modelo aos dados pode também ser
observado na Tabela 5.6, na qual sdo apresentados os valores experimentais e

calculados para o rendimento do produto extraido.
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Tabela 5.6. Rendimento experimental e calculado dos extratos obtidos com fluido supercritico.

Variaveis Respostas
x P (variavel - Rendimento Rendimento
Pressédo o Cossolvente  CO (variavel | Massa de N N
P codificada) CO codificada) | extrato (g) (% _m/m) (% m/m)
experimental calculado
120 bar 1 H,0 -1 1,003 1,2537 1,2537
240 bar 1 H,0 -1 1,432 1,7900 1,7900
120 bar 1 Etanol 1 1,371 1,7137 1,7137
240 bar 1 Etanol 1 1,005 2,4938 2,4938
0 Etanol/H,O 0
180 bar (50% VIv) 1,814 2,4825 2,2988
0 Etanol/H,0 0
180 bar (50% viv) 1,867 2,2675 2,2988
0 Etanol/H,0O 0
180 bar (50% VIv) 1,836 2,3337 2,2988

A sequir, a superficie de resposta e as curvas de nivel dadas pela equacéo

5.1 séo apresentadas na Figura 5.12 e Figura 5.13, respectivamente.

Rendimento {%m/m)

% EtOH

Figura 5.12. Superficie de resposta para o rendimento da extra¢cdo em funcdo das variaveis
(codificadas) presséo e cossolvente (% EtOH).
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Rendimento
(%amfm)

02,426
m2,2-2.4
Hz-2,2 0 Pressao
m1,52

B1618
B14-16
m12-14

mi-12

-1 o 1
% EtOH

Figura 5.13. Curvas de nivel para o rendimento da extracdo em funcao das variaveis (codificadas)
presséo e cossolvente (% EtOH).

Os dados representados pela superficie de resposta evidenciam uma
ascendéncia do rendimento percentual de extrato com o aumento da pressdo do
fluido supercritico e utilizacdo de etanol como cossolvente, caracterizando uma
regido de rendimento maximo. Assim, com base nos intervalos estudados, foi
definida como melhor condicdo para o procedimento de extragdo supercritica, a
partir das flores da A. mearnsii, 0s seguintes parametros: pressao de 240 bar e
cossolvente etanol puro. Essa condicdo foi entdo utilizada para levantamento da
curva de extracdo (rendimento x tempo), na qual foram aplicados modelos de
transferéncia de massa. Foi observada pouca variacdo no rendimento da extracéo
no ponto extremo com 240 bar e cossolvente etanol puro frente ao ponto central,
180 bar e cossolvente 50% etanol: 50% agua, cujos rendimentos foram 2,49 e 2,30
(% m/m), respectivamente. Entretanto, foi escolhida a condicdo extrema do
planejamento para os estudos da curva de extracdo, porque além do rendimento ter
sido maior, o uso de etanol como cossolvente facilita a secagem do extrato, a qual é

mais dispendiosa quando o cossolvente contém agua.
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5.9. Modelagem matematica do processo de extracdo com fluido supercritico
5.9.1. Curva de extracdo - modelo 1

As equacdes do modelo 1 (Crank, 1975) foram inseridas no software Matlab®,
no qual, foram estimados os valores dos parametros D e L e, em seguida, foram
calculados os respectivos valores de S,. Os parametros foram otimizados por meio
de uma funcéo objetivo para minimizacdo do erro entre os valores experimentais e
os calculados. Assim, foi determinada a difusividade igual a 9,53x10™*° m?.s™, sendo
L igual a 0,6038. Com isso, mediante o uso da equacgao 4.5, foi obtido o valor de
5,70x10" m.s™ para o coeficiente de proporcionalidade. A curva experimental, obtida

em triplicata, e o ajuste pelo modelo sédo apresentados na Figura 5.14.

‘N)
N

B
co O
L
-
-
.
s
—
o
e

= 16 TIII

K } I
§ 1,4
812 I
%
3 1,0 I 1
©
(7]
a 0,8 d
206 I ® Dados experimentais
0,4 i
Modelo 1
0,2
0,0 } : } : } : } : } : } : }
0 20 40 60 80 100 120 140

Tempo (min)

Figura 5.14. Curva de rendimento da extragdo — modelo de Crank.

O modelo apresentado na Figura 5.14 teve um ajuste satisfatério aos dados
experimentais, apresentando um coeficiente de determinacéo (R?) igual a 0,9992.

5.9.2. Curva de extragéo - modelo 2
O sistema de equacdes do modelo 2 (Sovova, 1994) também foi resolvido

utilizando a ferramenta computacional Matlab®. Nesse modelo s&o estimados quatro

parametros: Z, W, X € Yy, 0s quais foram otimizados pela minimiza¢cdo da soma dos
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erros quadréaticos entre os dados experimentais e dados calculados, através do
método Nelder-Mead simplex (Lagarias et al., 1998). Assim, foram estimados
Z=0,1751; W=0,1171; xx=0,0149; vy,=0,0256. Apés a determinacdo desses
parametros, através das equacdes 4.16 e 4.17, foram determinados os coeficientes
de transferéncia de massa para a fase sélida e a fase fluida: ks= 8,76x10° m.s™ e k=
1,28x10® m.s™, respectivemente. Os valores encontrados para os coeficientes de
transferéncia de massa séo coerentes, considerando a ordem de gandeza, com 0s
valores estimados em outros trabalhos que empregaram o modelo no ajuste de
dados experimentais de extragdo com fluido supercritico a partir de matrizes
vagetais. Por exemplo, no precesso extrativo a partir de llex paraguariensis St. Hill.,
Silva (2016) estimou ks= 2,78x10° m.s™ e k= 1,31x10® m.s™ considerando dados de
extracdo a 100 bar e 40°C; para a extracdo a partir de Lycopodium clavatumL., a
300 bar e 40°C, foram estimados ks= 3,15x10° m.s™ e k= 1,02x10”" m.s™(SILVA,
2014).

A curva de extracdo ajustada pelo modelo 2 representou muito bem os dados
de rendimento reais. O coeficiente de determinacao (R?) foi igual a 0,9984 e a curva

modelada é apresentada na Figura 5.15.

3,0 +

2,0 +

1,5 4

Rendimento (% m/m)

L & Dados Experimentais

o —— Modelo 2

0,0 . t . t . t . t . t . t . t
0 20 40 60 80 100 120 140

Tempo (min)

Figura 5.15. Curva de rendimento da extragdo — modelo de Sovova.

5.10. Separacéao de constituintes do extrato obtido com fluido supercritico
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As amostras obtidas por extragdo com fluido supercritico, brutas e apés
etapas de separacao por cromatografia em coluna, foram submetidas a andlises por
HPLC e CCD.

Inicialmente, os 7 extratos obtidos conforme delineamento do
planejamento fatorial (conforme Tabela 4.1) foram analisados por HPLC com
detector U.V., sendo que todos apresentaram um mesmo composto majoritario, com
tempo de retencdo de aproximadamente 10,6 min, conforme figuras a seguir
(Figuras 5.16 — 5.22). Sob as mesmas condi¢cdes também foram analisados o0s
padrdes &cido ferdlico, acido p-cumarico, apigenina, canferol, naringenina,

guercetina e rutina, porém nenhum destes foi identificado no extrato.
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Figura 5.16. Cromatograma do extrato 1 (P= 120 bar, cossolvente: agua).
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Figura 5.17. Cromatograma do extrato 2 (P= 120 bar, cossolvente: etanol).
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Figura 5.18. Cromatograma do extrato 3 (P= 240 bar, cossolvente: agua).
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Figura 5.19. Cromatograma do extrato 4 (P= 240 bar, cossolvente: etanol).
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Figura 5.20. Cromatograma do extrato 5 (P= 180 bar, cossolvente: etanol:agua).
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Figura 5.21. Cromatograma do extrato 6 (P= 180 bar, cossolvente: etanol:agua).
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Figura 5.22. Cromatograma do extrato 7 (P= 180 bar, cossolvente: etanol:agua).
Devido a similaridade entre os cromatogramas, para as etapas de
separacdo e identificacdo quimica foi selecionado apenas um extrato. As etapas
seguintes foram realizadas com o extrato 5, obtido a 180 bar utilizando solucéo

etanol-agua (50% v/v) como cossolvente. O extrato 5 foi escolhido por apresentar
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maior massa, uma vez que a extracdo foi repetida por tratar-se do ponto central do

planejamento fatorial, e, também, devido ao resultado nos testes antimicrobianos.

5.10.1. Separacédo cromatogréafica de compostos do extrato obtido com

fluido supercritico

O extrato 5 foi submetido a separacdo em coluna cromatogréfica a fim de
purificar o composto eluido com tempo de retencdo de 10,6 min na andlise por
HPLC. As fracbes obtidas foram analisadas por CCD e HPLC, cujos resultados
demonstram que a maioria dos compostos foram extraidos com acetato de etila,
inclusive o composto eluido em 10,6 min, conforme € apresentado nas figuras 5.23 e
5.24.

O 9

1 X
diclorometano  hexano metanol acet. de etila  extrato
bruto

Figura 5.23. CCD apds fracionamento em coluna do extrato 5 (revelador: vanilina sulfdrica).
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Figura 5.24. Cromatograma da fracao acetato de etila.

A fracdo obtida com acetato de etila foi submetida a novo fracionamento,

sendo obtidas 10 fracdes. Com isso, o composto eluido em 10,6 min ficou

concentrado nas fracbes 4 e 5; resultado evidenciado na Tabela 5.7, na qual séo

apresentadas as areas relativas do referido composto nas 10 fragdes.

Tabela 5.7. Areas percentuais cromatograficas do composto eluido em 10,6 min.

Amostra

Area % do composto eluido em 10,6 min

Extrato bruto
Fracdo acetato de etila
Fracdo 4
Fracdo 5
Fracéo 6
Fracbes 1,2,3,7,8,9¢e 10

91,45
99,01
98,07
98,33
35,60

néo detectado

Ja na fracdo 2, foi recolhido um composto que na CCD, apos revelacao

com vanilina, apresentou coloragéo laranja, porém nao foi verificado na analise por

HPLC com as condigbes utilizadas. Tais fragbes, 2 e 4, foram as utilizadas nos

testes antimicrobianos, apresentados no capitulo 5.11.

A imagem da CCD, e dos cromatogramas das fracbes 4 e 5 sao

apresentadas a seguir nas Figuras 5.25, 5.26 e 5.27.
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Figura 5.25. CCD ap0s fracionamento da fragdo extraida com acetato de etila (revelador: vanilina

sulfdrica).
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Figura 5.26. Cromatograma da fragdo 4 (fase mdvel 40% hexano : 60% acetato de etila).
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Figura 5.27. Cromatograma da fragcdo 5 (fase mdvel 20% hexano : 80% acetato de etila).

A fracdo 2 foi submetida a um novo refracionamento em coluna, no qual
foram recolhidas 80 fracdes. Amostras em um intervalo de 5 em 5 foram analisadas
por CCD (Figura 5.28), sendo identificado o composto de banda laranja na fragéo 20
e um composto de banda roxa na fragéo 25.

Figura 5.28. CCD das frages apés separacdo em coluna com gradiente de Hexano/Acetato de etila

(revelador: vanilina sulfarica).

5.11. Avaliagcdo da atividade antimicrobiana do extrato obtido com fluido
supercritico

As 7 amostras obtidas por extragcdo com fluido supercritico, de acordo com o
delineamento do planejamento fatorial (Tabela 4.1), foram avaliadas preliminarmente

pelo método da bioautografia indireta frente aos microorganismos gram positivo e
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gram negativo Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC
25922), respectivamente.

Todos os 7 extratos brutos analisados apresentaram acédo inibitoria contra S.
aureus, enquanto nenhum apresentou atividade contra E. coli. No trabalho de
Andrade et al. (2005), também foi relatada inibicAo do crescimento de S. aureus
frente ao extrato etandlico bruto e a fracdo acetato de etila do extrato das flores de
Acacia podalyriifolia; a determinacédo foi apenas qualitativa. De forma similar aos
extratos das flores de A. mearnsii obtidos com fluido supercritico, ndo foi relatada

acao inibitéria desses extratos contra Escherichia coli.

Assim, foi determinada a concentracao inibitéria minima (CIM) apenas para
S. aureus. Os valores de CIM foram determinados para os extratos brutos e para
algumas fracdes obtidas por separacdo em coluna cromatografica, as quais foram
selecionadas com base nos resultados das analises por CCD e HPLC. Os resultados
de CIM séo exibidos a seguir na Tabela 5.8 e nas Figuras 5.29 a 5.31.

Tabela 5.8. Concentragdes inibitérias minimas dos extratos supercriticos e de suas fracoes.

Amostra CIM (mg.mL™)
Extrato 2 (P= 120 bar; cossolvente: etanol) 24
Extrato 7 (P= 180 bar; cossolvente: H,O : etanol 50% V/v) 24
Extratos 1; 3;4;5e 6 >24
Fracéo acetato de etila 59,2
Fracéo 2 (fase mével 80% hexano : 20% acetato de etila) 35,9
Fracao 4 (fase movel 60% hexano : 40% acetato de etila) 11,8

Concentragdo do extrato (mg.mL1):
59,16 29,5 14,7 7,3 3,6 1,8

Figura 5.29. Teste de CIM com a fracdo acetato de etila.



83

Concentragdo do extrato (mg.mL1):

71,3 359 179 8,9 4,4 2,2

1
’

Figura 5.30. Teste de CIM com a fragdo 2.

Concentragdo do extrato (mg.mL1):
23,6 11,8 5,9 2,9 1,4 0,73
B -‘-m--.—‘ = B S o :'_-

Figura 5.31. Teste de CIM com a fragdo 4.

Os extratos obtidos a 180 bar com solucao etanol:dgua como cossolvente e a
120 bar com etanol como cossolvente apresentaram CIM igual a 24 mg.mL™,
enquanto os demais extratos brutos apresentaram CIM superior a maxima
concentracdo testada de 24 mg.mL™. Para as fracbes testadas, as CIM foram de
59,2 mg.mL™* para a fragéo acetato de etila, 35,9 mg.mL™ para a fracdo 2 e 11,8
mg.mL? para a fracdo 4. Esses resultados sugerem que a concentracdo de
determinado composto interfere diretamente na acdo frente ao microorganismo.
Conforme os resultados apresentados no capitulo anterior, um composto majoritario
foi eluido em aproximadamente 10,6 min na andlise por HPLC, o qual foi separado
na denominada fracdo 4. Assim, como a fracdo 4 apresentou a menor CIM entre as
amostras testadas, pode-se sugerir que o composto observado nos cromatogramas

€ capaz de inibir o crescimento de S. aureus.

Enquanto os extratos brutos da A. mearnsii apresentaram CIM igual ou
superior a 24 mg.mL™, e o melhor resultado obtido fracionando o extrato foi de CIM



84

igual a 11,8 mg.mL™, Brito e colaboradores (2001) relataram que os antimicrobianos
cefalotina, eritromicina, gentamicina, norfloxacina e oxacilina, comumentemente
utilizados no tratamento da mastite bovina, apresentaram CIM iguais ou inferiores a
1,0 pg.mL™? frente a S. aureus. Ainda assim, apesar da CIM dos extratos das flores
da A. mearnsii obtidos com fluido supercritico ser elevada, esse resultado pode
indicar a utilizacdo do extrato combinado com antibidticos sintéticos ou classicos.
Principalmente devido a resisténcia desenvolvida por bactérias contra
medicamentos, torna-se importante a combinagdo de compostos naturais com
antiobidticos, pois sdo potenciais agentes modificadores contra a resisténcia de
bactérias infecciosas multi-resistentes a medicamentos. Os extratos de Solanum
paludosum Moric. obtidos por processo com fluido supercritico, testados por Siqueira
(2010), ndo apresentaram atividade antibacteriana, porém apresentaram atividade
moduladora reduzindo a CIM de antibidticos em até oito vezes. De modo
semelhante, extratos de Plectranthus ornatus também foram capazes de reduzir em
até oito vezes a CIM dos antibioticos ampicilina, canamicina e gentamicina (SILVA,
2012).

Os autores Olajuyighe & Afolayan (2012) testaram o efeito do extrato
metanodlico da casca da A. mearnsii e seu efeito sinérgico combinado com
antibidticos contra 8 bactérias de relevancia clinica. Frente a S. aureus (ATCC
6538), a concentracdo inibitéria minima do extrato foi de 0,313 mg.mL™, sendo que
foi verificado sinergismo com os antibidticos eritromicina, metronidazol, amoxicilina,
cloranfenicol e canamicina; a acao foi indiferente quando combinado com tetraciclina
e acido nalidixico e houve antagonismo com ciprofloxacina. Desse modo, apesar de
baixo o efeito dos extratos das flores da A. mearnsii, ha potencial para exploracéo do

uso combinado com drogas tradicionais.
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6. CONCLUSAO

O trabalho investigou a obtencéo de extratos das flores de Acacia mearnsii
através dos processos de destilagdo por arraste a vapor e extracdo com fluido
supercritico. Assim, foram obtidos produtos com diferentes caracteristicas, que
foram submetidos a diferentes avalia¢des.

Através da destilacdo por arraste a vapor, foram extraidos 6leo essencial e
extrato aquoso. O Oleo essencial apresentou em sua composi¢cdo principalmente
hidrocarbonetos. Na analise olfatométrica, compostos alifaticos foram os principais
compostos identificados, sendo que os aromas mais presentes no Oleo foram
castanha/defumado, café, vegetal e doce/floral.

No extrato aquoso foram identificados diversos compostos fendlicos, os quais
contribuem com a elevada atividade antioxidante verificada para o extrato, superior
ao padrao utilizado, rutina.

No processo de extragdo com fluido supercritico foi estudada a influéncia da
pressdo e do uso de cossolventes através de planejamento fatorial. Com isso,
verificou-se que tanto pressdo como 0 cossolvente eram significativos, sendo
estabelecida como melhor condicdo de extracdo, visando o maior rendimento de
extrato, pressédo de 240 bar e etanol como cossolvente. Segundo o modelo obtido
pelo planejamento fatorial, o rendimento resultante seria de 2,49%, sendo o
rendimento experimental igual a 2,41%, o que demonstra o bom ajuste do modelo.
Essas condi¢cbes de extracao foram utilizadas no levantamento da curva rendimento
versus tempo, cujos dados foram utilizados na modelagem matematica da
transferéncia de massa. Os dois modelos estudados ajustaram-se muito bem aos
dados experimentais, de forma que a difusédo € a principal forma de transferéncia de
massa associada a extracdo das flores da A. mearnsii. Através da modelagem da

extracdo, foram obtidos parametros importantes na predicdo do processo, que
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tornam possiveis o scale-up e a simulacdo do rendimento da extracdo alterando as
condicbes experimentais como, por exemplo, volume do extrator, porosidade do
leito, vazao de CO,, entre outras

Além do estudo do processo, o0 extrato obtido pela extracdo supercritica foi
avaliado quanto a sua atividade antimicrobiana frente a S. aureus e E. coli,
apresentando acdo apenas para as bactérias gram positivo. Além do extrato bruto,
foram utilizadas diferentes fracdes, separadas através de cromatografia em coluna,
na determinacdo da concentracdo inibitdria minima. Assim, verificou-se uma maior
acao, e menor CIM, para uma das fragdes isoladas, sugerindo um efeito dependente
da concentragéo de determinado composto.

Desse modo, conclui-se que as flores de Acacia mearnsii apresentam
potencial para que sejam utilizadas na obtencdo de um co-produto das cadeias
produtivas que utilizam as demais partes da planta como matéria-prima. Até a
execucao deste estudo, ndo foram encontrados dados na literatura sobre extratos
das flores da A. mearnsii. Assim, a partir desse trabalho, estudos mais profundos
poderdo formular produto(s) comercial(is), explorando as propriedades aqui
evidenciadas, tais como poder aromatico, atividade antioxidante e acédo
antimicrobiana. Tanto o processo por destilagdo por arraste a vapor como a extracao
com fluido supercritico demonstraram viabilidade técnica para a obtencdo de

diferentes produtos a partir das flores da A. mearnsii.



87

7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

- ldentificagdo quimica dos compostos do extrato obtido pela extragdo com
fluido supercritico; andlise das fracdes isoladas por técnicas de elucidacdo (LC-
MS/MS, RMN,...).

- Testes antimicrobianos do extrato obtido com fluido supercritico combinado
com drogas convencionais e avaliagdo frente a outros microorganismos, como, por
exemplo, Staphylococcus epidermidis, o qual representa um dos principais agentes
causadores de infec¢bes hospitalares.

- Comprovacao da identificacdo dos compostos verificados no extrato aquoso
através da analise e comparacao com padroes.

- Isolamento e identificacdo dos compostos do extrato aquoso com acao
antioxidante.

- Comparacao dos aromas identificados no 6leo essencial obtido da planta
seca com o aroma da planta fresca utilizando SPME; avaliacdo por especialistas

guanto ao potencial uso do 6leo essencial na perfumaria.
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ANEXO A: LISTA DE COMPOSTOS FENOLICOS EM EXTRATOS
DE ESPECIES DO GENERO ACACIA RELATADOS NA LITERATURA

Na tabela a seguir (Tabela A.1), os compostos apresentados tiveram a massa
monitorada na analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas de tempo do voo (LC-qTOF-MS), porém nao foram identificados como

presentes no extrato aquoso das flores de A. mearnsii.

Tabela A.1. Compostos relatados na literatura para extratos de Acacia nao identificados no extrato

aquoso da A. mearnsii.

Composto Massa Férmula
Crisina’ 254,2375 C1sH100;4
4’-Hidroxi-2'-metoxichalcona? 254,2806 C16H1403
quracol A* 260,287 CisH1604
Apigenina® 270,2369 Ci15H100s
Galangina® 270,2369 Ci15H100s
Apigenina® 270,237 Ci15H100s
Fisetinidol® 274,2687 C1sH140s
quracol B* 276,288 Ci15H160s
Melacacidina® 306,2675 CisH140;
3,3"-Dimetilquercetina’ 330,2889 C17H1407
Farnesina® 348,439 CaoH250s
(+)-Catequina-5-galato® 4423723 C22H15010
(+)-Catequina-7-galato? 4423723 C2:H15010
(+)-Catequina-3’-galato? 4423723 C2:H15010
(+)-Catequina-4’-galato® 442,3723 C22H15010
Proteracacinidina® 562,527 CaoHa6011
ent-oritina-(4p,7;5,6)-epioritin-4a-ol® 562,527 CaoH26011
Prunina-O-6'-galato” 586,502 CasH26014
+)-Catequina-o, /-digalato ) 2912214
(+)-Catequina-5,7-digalato? 594,481 CagH2,0
+)-Catequina-o ,o-digalato ) 29M22V14
(+)-Catequina-3’,5-digalato® 594,481 CaoH2,0
+)-Catequina-3’,7-digalato , 20M122V14
C ina-3',7-digalato® 594,481 CagH2,0
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(+)-Catequina-4’,5-digalato® 594,481 CaoH2,014
(+)-Catequina-4’,7-digalato? 594,481 Ca9H2,014
Kaempferol-7-(6-galoilglucosideo) 2 600,4812 CagH24015
Quercetina-7-(6"-galoilglucosideo) 2 616,484 CagH24016
Isoramnetina 3-O-rutinosideo® 624,5441 CagH32016
Miricetina 7-(6”-galoilglucosideo) 2 632,483 CygH24017
Naringenina7-(4’,6’-digaloilglucosideo) 2 738,6019 C35H30018

IMACKENZIE, A.M. The flavonoids os the leaves of Acacia mearnsii.
Phytochemistry, 8, 1813-1815, 1969.

’SEIGLER, D.S. Phytochemistry of Acacia - sensu lato. Biochemical Systematics
and Ecology, 31, 845-873, 2003.

VENTER, P.B; et al. Analysis of commercial proanthocyanidins. Part 3: The
chemical composition of wattle (Acacia mearnsii) bark extract. Phytochemistry, 83,
153-167, 2012.

“ANDRADE, C.A.; SILVA, V.C.; PEITZ, C.; MIGUEL, M.D.; MIGUEL, O.G.; KERBER,
V. A. Revisdo do género Acacia - atividades biolégicas e presenca de fendis
derivados do nucleo flavanico. Visédo Acad., v.4, n.1, p.47-56, 2003.
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ANEXO B: TESTES PRELIMINARES - EXTRACAO COM FLUIDO
SUPERCRITICO

Na fase inicial do trabalho, foram submetidos a andlise por CCD alguns
extratos obtidos com fluido supercritico. Nessa fase, 80 g de flores secas de A.
mearnsii foram extraidas com fluido supercritico nas pressdes de 90, 120, 150, 200 e
250 bar, sem adicdo de cossolvente, a temperatura de 50°C. Os extratos foram
solubilizados em metanol e aplicados em placa cromatografica, sendo utilizado
diclorometano como fase movel. As placas foram entdo observadas sob luz U.V. a
254 nm e 365 nm e sob efeito dos reveladores cloreto férrico e anisaldeido sulfarico,

conforme figuras abaixo (Figura A.1 e A.2).

Figura A.1. CCD de extratos supercriticos obtidos a diferentes pressfes: 90 = extrato a 90 bar; 1 =
120 bar; 2= 150 bar; 3 = 200 bar; 4 = 250 bar (todos sem cossolvente); revelador; FeCls; as

marcagdes a lapis indicam as “manchas” observadas sob luz U.V.
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Figura A.2. CCD extratos supercriticos obtidos a diferentes pressfes: 90 = extrato a 90 bar; 1 = 120

bar; 2= 150 bar; 3 = 200 bar; 4 = 250 bar (todos sem cossolvente); revelador: Anisaldeido.

Também foi realizado um estudo preliminar da atividade antioxidante de
extratos obtidos com fluido supercritico, no qual foram variadas as condicfes de
extracdo (pressédo, temperatura e cossolvente) conforme tabela abaixo (Tabela A.2).
Os extratos foram solubilizados em etanol e diluidos a uma concentragéo de 40 ppm,
sendo entdo testados utilizando o método de captura do radical DPPH descrito
nesse trabalho (Cap 4.4.1).

Tabela A.2. Condic¢des de extracdo e atividade antioxidante dos extratos supercriticos.

P (bar) T(°C) Cossolvente Atividade antioxidante (% inibicdo)
120 65 - 10,63
220 50 4 % agua 33,09
320 35 - 33,35
320 65 8 % agua 44,04

Todos os extratos testados apresentaram baixa atividade antioxidante nas
condi¢cBes analisadas. Entretanto, nota-se um incremento positivo no aumento da
capacidade de inibicdo do radical DPPH com o aumento da pressao e ao utilizar
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agua como cossolvente, de modo que a atividade antioxidante pode estar
relacionada a compostos mais pesados e polares.
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ANEXO C: RODA DE AROMAS

Figura A.3. Roda de aromas para chas*.

* Teahouse Kuan Yin. The Tea Flavor Wheel: A Curious Proposition. Seattle,
[2009]. Disponivel em: < https://teahousekuanyin.wordpress.com/2009/03/30/the-tea-
flavor-wheel-a-curious-proposition>. Acesso em: 23 dez 2016.
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