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RESUMO

Saponinas sdo compostos que se destacam por apresentarem agdes farmacoldgicas, e também
por serem empregadas nas industrias de alimentos e de cosméticos devido as suas
propriedades fisico-quimicas, tais como agentes de superficie. Processos de extracdo com
diéxido de carbono supercritico (scCOz), como substituto de solventes orginicos téxicos
representam uma boa op¢ao para extracao de compostos bioativos, pois produzem extratos e
residuos isentos de solventes indesejaveis sendo, portanto, tecnologias limpas. Neste sentido,
este trabalho teve como objetivo extrair e fracionar saponinas a partir de trés fontes vegetais,
sendo elas raizes de Pfaffia glomerata e de Hebanthe eriantha, conhecidas como ginseng
brasileiro, e frutos de Melia azedarach, utilizando um processo sequencial em leito fixo
usando scCO», etanol e d4gua como solventes. As extracdes foram realizadas a 50 °C e 300
bar e em quatro etapas sequenciais. Na primeira etapa utilizou-se como solvente scCO2, na
segunda escoou-se pelo leito fixo uma mistura scCO; + etanol na propor¢ao 70:30 (m/m) e,
etanol puro e uma mistura etanol/dgua (70:30 v/v) foram usados nas terceira e quarta etapas,
respectivamente. A eficiéncia do processo de extracdo e fracionamento foi avaliada com
base: 1) nos valores de rendimento de extracdo, 2) na presenca de saponinas, as quais foram
monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD) e 3) pela capacidade de reducao
da tensdo superficial de solu¢des aquosas. Os extratos de M. azedarach ainda foram avaliados
quanto ao teor de fendis e flavonoides totais, perfil quimico de compostos voléteis por CG-
EM e por espectrometria de massas (ESI-EM). As raizes estudadas apresentaram curvas de
extracdo (cinética) e rendimento semelhantes entre si nas trés primeiras etapas. Os
rendimentos de extracdo para as quatro etapas de extracdo foram 0,16; 0,55; 1,00 e 6,9 %
para raizes de P. glomerata e 0,17; 0,58; 0,89 e 28 % para raizes de H. eriantha,
respectivamente, indicando presenga majoritdria de compostos de maior polaridade nestas
espécies. Os rendimentos de extracdo a partir de frutos de M. azedarach apresentaram-se
maiores (7,6; 6,4; 19 e 12,3 %) que os de raizes de ginseng brasileiro. As anélises por CCD
mostraram que o processo de extracdo foi seletivo de acordo com a polaridade do solvente
utilizado, fornecendo fracdes enriquecidas em diferentes compostos. Os extratos das trés
matrizes vegetais obtidos pela mistura de didxido de carbono e etanol (SCEE) apresentaram

a maior redu¢do da tensdo superficial, apresentando valores de 25,0; 25,0 € 26,9 mN m’! para
vii



P. glomerata, H. eriantha e M. azedarach, respectivamente, contra 36,3 mN.m™! para solu¢io
de surfactante sintético (dodecil sulfato de sddio). Este resultado sugere que esta capacidade
estd associada a presenca de saponinas de menor polaridade. E, ainda, verificou-se que as
saponinas de ginseng brasileiro apresentam concentracio micelar critica (CMC) < 20 g.L.
Os maiores teores de compostos fendlicos dos extratos de M. azedarach foram obtidos nos
extratos hidroalcodlico (21,6 mg de EAG/g de extrato) e SCEE (20,6 mg de EAG/g de
extrato). Nao foi verificada presenga significativa de compostos volateis em frutos de M.
azedarach por CG-EM. Anidlises de EM identificaram 4cidos graxos (linoleico, palmitico e
miristico) e azedaraquina C (limonoide) no extrato supercritico e compostos fendlicos (4cido
cafeico e dcido mdlico) nos demais extratos. Por fim, o di6xido de carbono supercritico
mostrou-se seletivo as saponinas com maior capacidade de reduzir a tensdo superficial de
solucdes aquosas, quando utilizado com etanol como cossolvente e, no geral, o processo de
extragdo sequencial em leito fixo utilizando o solventes “verdes” apresentou-se como uma
boa alternativa ao uso de solventes organicos para extrair e fracionar saponinas presentes em

diferentes fontes vegetais.

Palavras-chave: Extracdo supercritica, saponinas, Pfaffia glomerata, Hebanthe eriantha,

Melia azedarach.
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ABSTRACT

Saponins are compounds that stand out due to their pharmacological actions, and also
because they are employed by food and cosmetics industry due to its physicochemical
properties, such as surfactants. Extraction processes with supercritical carbon dioxide
(scCO2) as a substitute of toxic organic solvents represent a good option for extracting
biocompounds since they obtain free of undesirable solvents extracts and residues thus being
a green technology. Therefore, this study aimed to extract and fractionate saponins of three
plant sources: roots of Pfaffia glomerata and Hebanthe eriantha (Brazilian ginseng) and
fruits of Melia azedarach, by a sequential process in fixed bed using scCO2, ethanol and
water as solvents. The extractions were performed at 50 °C and 300 bar in four sequential
steps. In the first step scCO; was used as solvent; in the second scCO»/ethanol mixture, mass
ratio 70:30 (w/w); pure ethanol and ethanol/water mixture 70:30 (v/v) were used in the third
and fourth stages, respectively. The efficiency of extraction and fractionation process was
evaluated based on: 1) the extraction yield, 2) presence of saponins, which were monitored
by thin layer chromatography (TLC) and 3) the potential of extracts to reduce the surface
tension of aqueous solutions. The extracts of Melia azedarach also were evaluated for their
content of total phenols and flavonoids, chemical profile by GC-MS and mass spectrometry
(ESI-MS). The roots studied presented similar overall extraction curves (kinetic) and yields
in the first three steps. The extraction yields for the four stages of extraction were 0.16, 0.55,
1.00 and 6.9 % for roots of P. glomerata and 0.17, 0.58, 0.89 and 28 % for H. eriantha roots,
respectively, showing predominant presence of polar compounds in these species. The
extraction yields from fruits of M. azedarach were higher (7.6, 6.4, 19 and 12.3 %) than roots
of Brazilian ginseng. Analyses by TLC indicated that process was selective in accordance
with the polarity of the solvent used providing fractions enriched in different compounds.
The extracts of three plant matrices obtained by carbon dioxide and ethanol mixture (SCEE)
presented highest ability to reduce surface tension, with values of 25.0, 25.0 and 26.9 mN.m"
Ufor P. glomerata, H. eriantha and M. azedarach, respectively, against 36.3 mN.m™! for a
synthetic surfactant solution (sodium dodecyl sulphate). This result suggests that ability is
associated with the presence of less polar saponins. And further, Brazilian ginseng saponins

have critical micelle concentration (CMC) < 20 g.L'!. The highest levels of phenolic
X



compounds of M. azedarach were obtained in hydroalcoholic extract (21.6 mg EAG/g
extract) and SCEE (20.6 mg EAG/g extract). It was not observed a significant presence of
volatile compounds in fruits of M. azedarach by GC-MS. ESI-MS analyses identified fatty
acids (linoleic, palmitic and myristic acid) and azedarachin C (limonoid) in supercritical
extract (SCE) and the presence of phenolic compounds (caffeic and malic acid) in the other
extracts. Finally, the supercritical carbon dioxide has shown to be selective for saponins with
the highest capacity to reduce the surface tension of water when used with ethanol as
cosolvent. In general, process of sequential fixed bed extraction with green solvents
represents a great alternative instead of using organic solvents to extract and fractionate

saponins present in different plant sources.

Keywords: Supercritical extraction, saponins, Pfaffia glomerata, Hebanthe eriantha, Melia

azedarach.
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Introducdo

1. Introducao

Nos tdltimos anos, extratos vegetais contendo substincias bioativas estdo sendo
amplamente estudados, uma vez que podem ser usados na formulacdo de alimentos
funcionais, como matéria-prima para a producdo de medicamentos e cosméticos ou como

substitutos de produtos sintéticos nas industrias de alimentos.

A separacdo de compostos polares, como as saponinas de origem vegetal, € de grande
interesse industrial devido a sua aplicagdo nas industrias farmacé€utica, cosmética e
alimenticia. Sua abundancia na natureza resulta em uma grande variedade de produtos

naturais que podem ser exploradas para sua produ¢do comercial.

Saponinas s@ao compostos bioativos que geralmente sdo produzidos por plantas para
neutralizar agentes patogénicos e herbivoros. Além de seu papel na defesa da planta, as
saponinas possuem grande interesse por serem componentes ativos de medicamentos e por
suas propriedades farmacoldgicas valiosas. Dentre as agdes bioldgicas atribuidas as
saponinas ha relatos de propriedades imunoestimulantes, anticancerigenas, antimicrobianas,
antifiingicas, anti-inflamatérias e antivirais (Gii¢lii-Ustiindag e Mazza, 2007).
Consequentemente, muitas pesquisas tém sido realizadas para desvendar os modos de acao
das saponinas, bem como na exploracao de seu potencial para processos industriais (Augustin

et al., 2011).

Devido a diversidade de suas aplicagdes e evidéncias dos seus beneficios a saude,
diversos métodos de extracdo destes compostos vém sendo estudados, inclusive em escala
industrial. Neste contexto, destaca-se a utilizacdo da tecnologia supercritica. Extracdes
envolvendo fluidos supercriticos para a obten¢ao de produtos naturais t€ém sido amplamente
exploradas por, geralmente, fornecer bons rendimentos de extracdo e extratos enriquecidos
em componentes de interesse. Dentre os solventes facilmente utilizados no estado de fluido
supercritico encontra-se o diéxido de carbono, pois quando aplicado a alimentos e farmacos,

este produz extratos limpos, sem geracao de residuos toxicos.



Introducdo

No entanto, a extracdo com diéxido de carbono supercritico (scCO2) puro esta restrita
aextracao de substancias apolares e/ou de baixa polaridade. Diante desta situagdo, uma opgao
para empregar o scCO; na extracdo de compostos de maior polaridade, como as saponinas, é
utilizar etanol ou d4gua como cossolvente do scCO> para aumentar a polaridade do solvente.
A 4gua e o etanol possuem polaridades diferentes a do scCO; e ndo hd restricdes de 6rgdos
governamentais e ambientais quanto ao seu uso, desde que com qualidade adequada as

normas vigentes.

Técnicas de extracdo que envolvem diversas etapas sequenciais com scCO2 e
combinacdes entre scCO2, etanol e dgua tém obtido grande sucesso para extracdo e
fracionamento de antocianinas e compostos fenolicos no geral (Seabra et al., 2010; Paula et
al., 2013). Além desses estudos, Martinez-Correa et al. (2012) estudou a influéncia da
extracdo supercritica prévia as extracdes convencionais com agua e etanol, obtendo extratos

mais enriquecidos nos compostos de interesse.

As espécies Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen e Hebanthe eriantha (Poir.)
Pedersen sdo plantas encontradas no Brasil e bastante utilizadas na medicina popular, ha
anos, devido as suas propriedades medicinais. Elas sdo popularmente conhecidas como
ginseng brasileiro e as saponinas sdo apontadas como seus constituintes ativos (Rates e
Gosmann, 2002). Dentre os diversos estudos relacionados as propriedades bioldgicas de
Pfaffia glomerata ha relatos de propriedades antioxidante (De Souza Daniel et al., 2005),
anti-hiperglicemiante (Sanches et al., 2008), antimicrobiana (Alcantara, 1994; Neto et al.,

2004) e tonica (Marques et al., 2002).

Dentre os estudos relacionados aos efeitos terapéuticos de raizes de Hebanthe
eriantha observa-se que a principal atividade atribuida a esta espécie € a atividade
antineopldsica (Watanabe et al., 2000; Da Silva et al., 2005; Matsuzaki et al., 2006;
Nagamine et al., 2009; Da Silva et al., 2010). Além disso, hd também confirmacdo de

atividade analgésica e anti-inflamatoria (Mazzanti e Braghiroli, 1994).

A Melia azedarach L. € uma arvore conhecida como cinamomo e, assim como Pfaffia

glomerata e Hebanthe eriantha, possui ampla utilizagdo popular e ja teve muitos principios

2
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ativos isolados e vdrias agdes farmacoldgicas testadas e comprovadas. Dentre estas acdes,
destacam-se a atividade antiviral (Wachsman et al., 1982; Andrei et al., 1986; Wachsman et
al., 1998), antimicrobiana (Khan et al., 2011; Orhan et al., 2012a), inseticida (Carpinella et
al., 2007; Mckenna et al., 2013; Scapinello et al., 2013), citotéxica (Akihisa et al., 2013;
Yuan et al., 2013) e anti-inflamatéria (Aoudia et al., 2013). Seus frutos, quando verdes,
apresentam saponinas, porém, diferentemente das raizes de ginseng brasileiro, estes
apresentam outras classes de compostos de importancia biolégica, como limonoides e

compostos fendlicos.

Neste contexto, este projeto visou extrair e fracionar saponinas de raizes de Pfaffia
glomerata e Hebanthe eriantha e de frutos de Melia azedarach utilizando um processo de
extracdo sequencial em leito fixo no qual se utilizada scCO2 e combinagdes dos solventes
scCO», etanol e dgua, para se obter extratos fracionados e enriquecidos em saponinas de

interesse.

A escolha das plantas foi realizada com base em estudos ja realizados no CPQBA-
UNICAMP que verificaram atividade anti-inflamatdria, associada a presenca de saponinas,
em raizes de Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha (Fapesp — proc. N° 06/06059-3) e de
projetos do CPQBA em colabora¢do com o IB-UNICAMP, nos quais se estuda a propriedade
antiviral de frutos de Melia azedarach. Além disso, como o objetivo deste trabalho foi
verificar a viabilidade da utilizagdo de uma nova metodologia para extracido de saponinas,
era importante verificar se o processo seria eficiente quando fosse realizado a partir de
matrizes vegetais que apresentam algumas similaridades quanto a composicao quimica,
como a Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha; e, ainda, se a metodologia proposta permitiria
extrair saponinas presentes em outras matrizes vegetais com composi¢do quimica bem
diversificada e diferente das demais espécies testadas, como no caso de frutos de Melia

azedarach.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Verificar a viabilidade técnica do uso de scCOa, etanol e 4gua como solventes em
processo sequencial em leito fixo para extrair e fracionar saponinas presentes em raizes de

Pfaffia glomerata e de Hebanthe eriantha e em frutos de Melia azedarach.
2.2 Objetivos Especificos

= Caracterizar as matérias-primas secas e moidas: raizes de Pfaffia glomerata e de
Hebanthe eriantha e frutos de Melia azedarach, quanto ao teor de umidade, volateis
totais, diametro médio das particulas, densidade real, densidade aparente e porosidade

do leito;

= Extrair e fracionar saponinas por extracao sequencial em leito fixo utilizando como
solventes combinagdes de scCOz, etanol e dgua a partir de raizes de Pfaffia glomerata

e de Hebanthe eriantha e de frutos de Melia azedarach;

= Avaliar a cinética de extracao sequencial em leito fixo e a eficiéncia do processo com

base nos dados de rendimento de extracao;

» (Caracterizar e avaliar os extratos obtidos quanto ao perfil de saponinas por

cromatografia em camada delgada e por andlises de tensdo superficial;

* Analisar extratos de Melia azedarach por espectrometria de massas e quanto ao teor

de fendis e flavonoides totais por espectrofotometria;

* Analisar as fragdes apolares de Melia azedarach por cromatografia gasosa acoplada

a espectrometria de massas.
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3. Revisao Bibliografica

3.1 Saponinas

Saponinas ou saponosideos sdo compostos bioativos geralmente produzidos por
plantas para neutralizar agentes patogénicos e herbivoros (Augustin et al., 2011). Elas sdo
encontradas em mais de 100 familias de plantas e em algumas espécies marinhas

(Hostettmann e Marston, 1995).

A palavra saponina € origindria do latim sapo (em portugués: sabao), refletindo a
grande capacidade das saponinas para formar espumas estiveis em solucdes aquosas

(Augustin et al., 2011).
3.1.1 Estrutura

As saponinas sdo glicosideos de alta massa molecular e representam um conjunto de
compostos que apresentam um nucleo fundamental denominado aglicona ou sapogenina.
Esta pode ser constituida de um triterpeno ou esteroide, e estd covalentemente ligada a

diferentes nimeros e tipos de unidades de actcar.

A classificacdo destes saponosideos geralmente é feita de acordo com a aglicona,
podendo ser denominados saponinas triterpé€nicas ou saponinas esteroidais. Exemplos de
estruturas de saponinas triterpénicas e esteroidais podem ser visualizados nas Figuras 3.1 e
3.2, respectivamente. Além disso, as saponinas sdo classificadas de acordo com o nimero de
cadeias de agicar em sua estrutura como mono-, di- ou tridesmosidicas, sendo que os
monossacarideos mais comumente encontrados em suas estruturas incluem: D-glucose, D-

galactose, D-4cido galacturénico, D-acido glucurdnico, L-arabinose, D-xilose, e D-fucose.

Como a natureza da aglicona, os grupos funcionais no esqueleto da aglicona, o nimero
e a natureza dos agucares podem variar muito, resulta em um grupo diversificado de

compostos (Hostettmann e Marston, 1995).
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(b)

Figura 3.1 Estrutura de uma saponina triterpénica de Kochia scoparia L. (a) (Matsuda et al., 1999) e uma

saponina nor-triterpénica de Pfaffia paniculata Kuntze (b). Adaptado de Nishimoto et al. (1984).

Figura 3.2 Estrutura de uma saponina esteroidal bidesmosidica de Asparagus officinalis L. (Dawid e Hofmann,

2014).

3.1.2 Atividades Bioldgicas e Aplicacdes

Além de seu papel na defesa de plantas, as saponinas possuem grande importancia
comercial por suas propriedades farmacolodgicas valiosas (Augustin et al., 2011). Elas sdo
amplamente exploradas nos setores alimenticio, farmacéutico e da agricultura,
principalmente, como agentes de espuma e devido sua atividade superficial (Giiclii-Ustiindag
e Mazza, 2007). Porém, de acordo com Ceyhun Sezgin e Artik (2010) elas apresentam

aplicacdo limitada para alimentos por apresentarem gosto amargo.
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A acdo lipofilica das saponinas facilita a complexacdo das mesmas com esteroides,
proteinas e fosfolipideos das membranas celulares alterando a permeabilidade das mesmas,
ou causando sua destruicdo. Baseado nesta ag¢do sobre as membranas observam-se as
atividades hemoliticas e espermicidas (Schenkel et al., 1999). Além disso, outros efeitos
bioldgicos ja foram atribuidos as saponinas. H4 relatos de propriedade imunoestimulante,
anticancerigena, antimicrobiana, antifingica, anti-inflamatéria, antiviral, antialérgica e
antioxidante, dentre outras (Giiglii-Ustiindag e Mazza, 2007). Apesar das acdes benéficas
descritas, elas também sdo responsdveis por afetar significativamente o crescimento, o

consumo de racdo e a capacidade de reproducdo em animais (Francis et al., 2002).

Nas industrias de alimentos, em geral, as saponinas sdo utilizadas como agentes de
espuma na forma de aditivos, principalmente em bebidas como refrigerantes e cervejas (San
Martin e Briones, 1999). Devido a sua capacidade de complexacdo com colesterol, as
saponinas também sao utilizadas para remocao de colesterol de produtos lacteos, porém este
processo consiste em uma etapa do processamento, ou seja, apds complexagdo com colesterol

elas sdo removidas por filtragdo (Jimenez-Flores e Richardson, 1994).

Nos Estados Unidos e Japao extratos de algumas fontes naturais contendo saponinas
sdo classificados como aditivos de alimentos. No Japdo, extratos de Quillaia (Quillaja
saponaria Mol Fla) ricos em saponinas sdo usados como emulsificante em preparacoes
contendo corantes e aromas lipofilicos para refrigerantes, vegetais fermentados e molhos

(Giiglii-Ustiindag e Mazza, 2007).

3.13 Meétodos de Extracao

Devido a diversidade de suas aplicagdes e evidéncias dos seus beneficios a saude,

diversos métodos de extracao de saponinas vém sendo estudados.

A extracdo e isolamento das saponinas constituem um desafio para os pesquisadores
devido as diferencgas estruturais resultantes da variedade de substituicdes como grupos OH,
CH3 ou COOH na por¢ao aglicona. Isto €, além do numero, da disposicdo e orientagdo das

unidades de acgucar, o tipo da cadeia de aguicar ligada a por¢do aglicona também influencia a
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eficiéncia da extracdo. Além disso, as saponinas possuem elevada polaridade, sdo quimica e
termicamente instdveis, ndo voldteis, e geralmente encontradas em baixas concentragdes em

plantas (Majinda, 2012).

De acordo com Majinda (2012), o solvente utilizado para a extracdo, as condicdes de
extracdo (temperatura, pH e a razdo de solvente e matriz vegetal) e as propriedades do
material vegetal (composi¢cdo e tamanho de particulas) sdo os fatores mais importantes na

determinacdo da eficiéncia do processo de extracao de saponinas.

Os métodos tradicionais de extragdo de materiais vegetais com solvente sdo, em sua
maioria, baseados na escolha dos solventes, uso de calor e/ou agitacdo para aumentar a
solubilidade do material e a taxa de transferéncia de massa (Wu et al., 2001). As extracdes
em Soxhlet e extragdes por refluxo sob aquecimento sdo exemplos destas metodologias. Para
extracdo de saponinas, utiliza-se o material vegetal em p6 e metanol, etanol, 4gua ou solucoes
hidroalcodlicas como solvente. Porém, estas metodologias apresentam algumas
desvantagens: elas requerem longo tempo de extra¢do, maiores quantidades de solvente, e

em alguns casos fornecem menor eficiéncia de extragdao (Majinda, 2012).

Visando melhorar a eficiéncia do processo, reduzir o tempo de extracdo e 0 consumo
de solventes sem comprometer a qualidade da amostra, novos métodos de extracdo vém
sendo estudados, como extra¢cdes com fluidos supercriticos (SFE) e extragdes assistidas por
micro-ondas (MAE) e ultrassom (UAE), que representam alternativas relativamente baratas,

simples e eficientes (Majinda, 2012).

Sun et al. (2010) realizaram extragdes de saikosaponinas a, ¢ € d utilizando fluidos
supercriticos a partir de raizes de Bupleurum falcatum. O rendimento obtido por SFE foi
menor, comparado aos métodos tradicionais, devido ao fato de saikosaponinas serem
substancias de cardter polar. Assim, a utilizacdo de solventes organicos fornece maiores
rendimentos de extracdo, comparada a metodologia SFE. No entanto, por ser um método
seletivo, a SFE ndo deve ser descartada dentre as op¢des para extracdo de saponinas em

fontes vegetais.
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Tabela 3.1 Métodos de extracdo de saponinas descritos em literatura.

Metodologia

Planta

Referéncia

Soxhlet

Extracdo por refluxo sob
aquecimento (HRE)

Extragdo acelerada por
solvente (ASE)

Extracdo com fluido
supercritico (SFE)

Extracdo assistida por
micro-ondas
(MAE)

Extracdo assistida por
ultrassom (UAE)

Extracdo com liquido
pressurizado (PLE)

Extragdo sob alta pressdo
(UPE)

Extracdo com 4gua
pressurizada de baixa

polaridade (PLPW)

Campo Elétrico Pulsado

Panax ginseng
Panax notoginseng
Panax quinquefolium

Bupleurum falcatum
Panax notoginseng

Panax quinquefolium

Bupleurum falcatum

Bupleurum chinense
Bupleurum falcatum
Panax quinquefolium

Ganoderma atrum
Xanthoceras sorbifolia
Panax notoginseng

Bupleurum falcatum
Panax notoginseng
Panax ginseng, Panax

quinquefolium

Panax ginseng

Panax quinquefolium

Vaccaria segetalis,
Saponaria vaccaria,
Vaccaria pyramidata

Panax ginseng

Lee et al. (2002)
Vongsangnak et al. (2004)
Zhang et al. (2006)

Li et al. (2010c)
Vongsangnak et al. (2004)
Zhang et al. (2006)
Liet al. (2010c)

Ge et al. (2000)

Sun et al. (2010)
Zhang et al. (2006)
Chen et al. (2007)

Li et al. (2010b)
Vongsangnak et al. (2004)
Liet al. (2010c)

Vongsangnak et al. (2004)
Wu et al. (2001)

Lee et al. (2002)

Zhang et al. (2006)

Giiglii-Ustiindag and Mazza
(2008)

Hou et al. (2010)
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Em outro estudo, realizado por Zhang et al. (2006), foi utilizada a metodologia
conhecida por ultrahigh pressure extraction (UPE) para extrair ginsenosideos de raizes de
ginseng americano (Panax quinquefolium), e comparando-a com a SFE, MAE, UAE,
extracdo em Soxhlet e extracdo por refluxo sob aquecimento foi verificado que a UPE
apresenta excelentes vantagens como menor tempo de extra¢io e teor de impurezas, maior
rendimento e menor consumo de energia. A Tabela 3.1 apresenta uma lista de metodologias

ja utilizadas para extragao de saponinas.

3.2 Tecnologia Supercritica

A tecnologia envolvendo fluidos supercriticos ganhou destaque no final da década de
70 e no comeco da década de 80, especialmente com o inicio das publicacdes em revistas
como Chemical Engineering, Chemical Week, Business Week e Chemical & Engineering
News, e com a constru¢do, na Alemanha, da primeira planta de extracdo, que visava a

remocao de cafeina de graos de café (Mchugh e Krukonis, 1986).

Extracdes com fluidos supercriticos (SFE) sdo utilizadas na industria de alimentos,
petroquimica, farmacé€utica e no controle de polui¢do. Ela possui algumas vantagens em
relac@o as técnicas tradicionais de extracdo: € um processo flexivel, devido a possibilidade
de alteracdo na propriedade de solvatagcdo/seletividade do fluido supercritico, por permitir
facil eliminacdo do solvente evitando o pds-processamento de custo elevado para remocao
dos solventes nos extratos e por ser possivel de ser ampliada para a escala industrial.
Entretanto, um inconveniente deste modelo de extracio € o aumento dos custos de
investimento, comparando-o as técnicas tradicionais realizadas sob baixas pressdes

(Reverchon e De Marco, 2006).

3.2.1 Fluidos Supercriticos

Um fluido supercritico é definido como uma substancia que se encontra em condi¢des
de temperatura e pressao acima dos valores criticos, ou seja, da temperatura critica (Tc) e da

pressdo critica (Pc). O ponto critico representa a maior temperatura € pressao em que a
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substancia pode existir como vapor e liquido em equilibrio. Este fendmeno pode ser
visualizado através do diagrama de fases de um composto puro, apresentado na Figura 3.3,
no qual sdo apresentadas as regides onde um composto puro existe como gés, liquido, sélido
ou como um fluido supercritico. As curvas representam as condicdes de temperatura e

pressdo nas quais duas fases coexistem em equilibrio (no ponto triplo as trés fases coexistem).

Supercritico
P PC

-

Pressdo Solido Liguido Gasoso PC - Ponto Critico
PT - Ponto Triplo

P. - Presséo Critica

T. - Temperatura Critica
PT

Temperatura

v

c

Figura 3.3 Diagrama Pressao-Temperatura para um componente puro (Roca, 2009).

Em condig¢des de pressao e temperatura acima do ponto critico, os fluidos apresentam
densidade semelhante a de liquidos e difusividade e viscosidade como gases (Sun, 2002). A
densidade semelhante a dos liquidos aumenta sua capacidade de solvatacdo (Mchugh e
Krukonis, 1986) e sua alta difusividade, baixa viscosidade e tensdo superficial favorecem a
penetracdo e transporte do fluido supercritico na matriz vegetal quando comparado com

processos convencionais (Dunford et al., 2003).

As propriedades criticas de alguns solventes sdo apresentadas na Tabela 3.2. O fato
do diéxido de carbono, etano e etileno apresentarem temperaturas criticas proximas as

condi¢des ambientes torna-os atrativos para extracOes de compostos termossensiveis

(Mchugh e Krukonis, 1986).

O diéxido de carbono (CO2) € o solvente mais comumente utilizado em SFE para
aplicagdes alimentares. O CO2 ndo € somente barato e prontamente disponivel em alta pureza,

mas também seguro de manusear, nao toxico, seguro (GRAS = Generally recognized as safe)
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e nao inflamavel. Além disso, € facilmente removido por simples reducdo da pressao para
valores proximos as condi¢des ambientes. Portanto, seu uso € aprovado e liberado para

processamento de alimentos (Uquiche et al., 2004; Brunner, 2005).

Tabela 3.2 Condi¢des criticas para alguns solventes (Sun, 2002).

Solventes Temperatura Critica (°C) Pressao Critica (bar)
Diéxido de Carbono 31,1 73,8
Etano 32,2 48,8
Etileno 9,3 50,4
Propano 96,7 42.5
Propileno 91,9 46,2
Benzeno 289,0 48,9
Tolueno 318,6 41,1
Triclorofluormetano 196,6 44,1
Amonia 132,5 112,8
Agua 374,2 220,5
322 Utilizacao de Cossolventes

Apesar de o dioxido de carbono ser o composto mais utilizado como solvente
supercritico, ele é apolar e solubiliza preferencialmente compostos apolares ou de baixa
polaridade. Substancias polares também podem ser extraidas com scCO; em altas densidades
(altas pressdes) e/ou pelo o emprego de cossolventes, como etanol e agua, ji que as
propriedades de solvatagdo dos fluidos supercriticos podem ser modificadas facilmente pela

adicao de pequenas quantidades desses cossolventes (Pellerin, 1991; Vasapollo et al., 2004).

Um cossolvente pode ser definido como um componente que € adicionado em

pequenas quantidades, com uma volatilidade intermedidria entre a do solvente e a do soluto,

12
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e que ndo altera significativamente as propriedades criticas nem a densidade do solvente

(Esquivel et al., 1999).

Alguns dos cossolventes mais utilizados para extragao de biocompostos sao etanol e
dgua, que apresentam polaridade maior que o di6xido de carbono e sdo solventes sem
restricoes de Orgdos governamentais e ambientais quanto ao seu uso, desde que com

qualidade adequada as normas vigentes.

O inconveniente na utilizacdo de cossolventes € que um solvente com maior
capacidade extrativa pode diminuir a seletividade do processo e, uma vez que, o cossolvente
€ liquido a pressdo atmosférica, este serd recolhido no separador juntamente com os
compostos extraidos, sendo necessdrio um processo de eliminacao deste solvente (Reverchon

e De Marco, 20006).

3.2.3 Extra¢cdo em Leito Fixo

A extragdo de matrizes sélidas com fluidos supercriticos ocorre basicamente em duas
etapas. Primeiramente se d4 a extracdo dos componentes de interesse da matriz sélida e em
seguida ocorre a separacdo do extrato, ou seja, a separacdo dos compostos desejaveis do

solvente utilizado (Brunner, 1994; Raventés et al., 2002).

Um esquema do processo de extracdo com fluidos supercriticos € apresentado na
Figura 3.4, na qual se visualiza um extrator de leito fixo (3), formado pelo proprio material
vegetal, sendo alimentado pelo solvente previamente comprimido (1) e aquecido (2) até
condi¢des acima do seu ponto critico. O solvente se distribui uniformemente pelo leito e
solubiliza componentes presentes na matriz vegetal pela transferéncia de massa do soluto da
fase solida para a fase fluida. A corrente de saida do extrator contendo a mistura
soluto/solvente é expandida por meio da valvula de expansdo (4) e conduzida ao separador

(5), onde finalmente os componentes sdao separados (Brunner, 1994; Martinez-Correa, 2010).
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Produto
Final

1
—L |
P4

Figura 3.4 Diagrama esquemdtico de um sistema de extracdo supercritica (Martinez-Correa, 2010).

324 Curva Global de Extracdo

Para um melhor conhecimento do processo de extracdo a partir de matrizes vegetais,
frequentemente faz-se uso de curvas globais de extracdo, também conhecidas como OEC
(overall extraction curve). Esta curva, apresentada na Figura 3.5, descreve a cinética de uma
extracdo e € obtida pela quantidade total de extrato em fun¢do do tempo ou da quantidade de

solvente consumido (Brunner, 1994).
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Massa de Extrato

Etapa CER
.......... Etapa FER

- = = Etapa Difusional

Tempo, quantidade de solvente

Figura 3.5 Curva de extragdo supercritica com suas etapas: etapa de taxa de extracio constante (CER); etapa

de taxa de extracdo decrescente (FER) e periodo difusional (DC). Adaptado de Campomanes (2012).

De acordo com Sovova (1994), uma OEC tipica pode ser descrita por trés etapas: (1)
Periodo de taxa constante de extracdo (CER = Constant Extraction Rate), na qual a retirada
de extrato da superficie externa da particula ocorre a uma velocidade aproximadamente
constante, predominando o fendmeno de convec¢ao. Na etapa CER ocorre extragcdo do soluto
mais facilmente acessivel e geralmente corresponde a cerca de 50 a 90 % do rendimento total
da extracao; (2) Etapa com taxa de extrag¢do decrescente (FER = Falling Extraction Rate), na
qual a resisténcia a transferéncia de massa aumenta incluindo, além do efeito convectivo na
fase fluida, o efeito difusional na fase sélida devido ao esgotamento do extrato em sua
superficie; (3) Etapa controlada pela difusao (DC = Diffusion Controlled), onde a taxa de
transferéncia de massa € controlada principalmente pelo fenomeno difusivo na parte interna

da particula sélida. Nesta etapa ndo ha soluto na superficie da particula sélida.
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3.3 Matrizes Vegetais

3.3.1 Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen

O género Pfaffia, pertencente a familia Amaranthaceae, é neotropical e representado
por cerca de 20 espécies no Brasil, porém a diferenciacdo entre as espécies nao é simples, e
muitas vezes sdao vendidas no comércio espécies identificadas incorretamente. Espécies
pertencentes a este género se encontram principalmente em formacgdes vegetais como
cerrados, campo rupestre, campos limpos, orla de matas e borda de rios (Marchioretto, 2008).
Muitas das espécies brasileiras deste género sdao comercializadas como ginseng brasileiro,
uma vez que sdo considerados substitutos do ginseng asidtico (Panax spp. Araliaceae) (Neto

et al., 2004).

A Pfaffia glomerata é uma planta arbustiva e perene encontrada em todo territorio
nacional, porém cresce principalmente entre a Regido Centro-Oeste brasileira e o norte do
Estado do Parand (Smith e Downs, 1972). Na América do Sul, esta espécie também ¢é
cultivada no Equador e Panama (Nakamura et al., 2010). A Figura 3.6 mostra um arbusto de
Pfaffia glomerata e suas raizes. As raizes desta espécie caracterizam-se por serem tuberosas,
outras longas e grossas que podem atingir até 2 metros de comprimento e entre 2,0 e 2,5 cm

de didmetro (Gosmann et al., 2003).

Todas as partes desta planta sdo consideradas um elemento complementar para a
medicina alternativa, porém a raiz € considerada a parte mais valiosa. Dentre as espécies de
Pfaffia, as raizes de Pfaffia glomerata apresentam grande interesse comercial, sendo
empregadas contra esgotamento fisico e mental, falta de memoria, para auxiliar no tratamento
de irregularidades circulatorias, estresse, anemia, diabetes, e ainda no tratamento da
impoténcia sexual. Em relacdo aos efeitos adversos do seu uso, o ginseng apresenta baixa
incidéncia, porém estes efeitos ndo podem ser ignorados, sendo considerados como

principais a hipertensdo e o potencial efeito estrogénico (Rates e Gosmann, 2002).
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Figura 3.6 Aspecto geral das raizes e partes aéreas de Pfaffia glomerata (Marques, 1998).

Dentre os diversos estudos relacionados as propriedades bioldgicas de Pfaffia
glomerata hé relatos de propriedades antioxidante (De Souza Daniel et al., 2005), anti-
hiperglicemiante (Sanches et al., 2008), antimicrobiana (Alcantara, 1994; Neto et al., 2004)

e tonica (Marques et al., 2002).

Estudos comprovaram que o extrato hidroalcodlico das partes subterraneas de P.
glomerata comercializado no Brasil apresentou atividade depressora do sistema nervoso
central (De-Paris et al., 2000). De acordo com Neto et al. (2005), o extrato hidroalcodlico de
raizes Pfaffia glomerata também apresentou atividade anti-inflamatoria e analgésica. Freitas
et al. (2004) mostraram que um extrato aquoso bruto de Pfaffia glomerata foi capaz de
proteger a mucosa gastrica e de inibir a secre¢do de dcido géstrico em ratos, validando o uso

popular desta espécie no tratamento de distirbios gastricos.

Os principais compostos isolados das raizes de Pfaffia glomerata sdo acido
pfamérico, acido glomérico, 4cido oleandlico, ecdisterona (ou B-ecdisona) e rubrosterona e

B-D-glicopiranosil-oleanolato (Shiobara et al., 1993).

Saponinas, conhecidas como ginsenosideos, também sao encontradas nas raizes desta
espécie, podendo seu teor variar de 0,5 a 3,0 % nesta parte da planta. Estes compostos sdo

considerados os constituintes ativos deste ginseng brasileiro promovendo crescente interesse
17
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em sua caracterizagdo e investigacdo farmacoldgica (Rates e Gosmann, 2002). Atualmente,
Nakamura et al. (2010) isolaram um novo tipo de triterpeno noroleanano (pfaffianol A) dois
novos tipos de triterpeno noroleanano glicosilados (pfaffiaglicosideos A e B) e trés
compostos glicosilados derivados da ecdisterona (pfaffiaglicosideos C, D e E). Algumas

estruturas dos compostos citados sao apresentadas no Apéndice A.

Estudos envolvendo extragdo supercritica com raizes de Pfaffia glomerata sao
recentes e foram, provavelmente, motivados pelos estudos com ginseng koreano (Panax
ginseng) e norte americano (Panax quinquefolius) (Wang et al., 2001; Wood et al., 2006).
Foi relatada, em extratos obtidos por scCO2 com estas espécies, atividade antiobesidade

(Woo et al., 2011), pesticida (Quan et al., 2004) e antioxidante (Leal et al., 2010).

332 Hebanthe eriantha (Poir.) Pedersen

A espécie Hebanthe eriantha (familia Amaranthaceae) foi recentemente
reclassificada ganhando esta denominagdo, porém foi conhecida por muitos anos como
Pfaffia paniculata (Marchioretto et al., 2010). Por ter pertencido ao género Pfaffia, esta
espécie é também conhecida como ginseng brasileiro. Além deste, seus nomes populares

incluem paratudo e corango-acu.

As espécies do género Hebanthe apresentam-se como arbusto e subarbusto. A
Hebanthe eriantha possui ampla distribuicao, sendo a tnica das 6 (seis) espécies do género
no Brasil encontrada em todas as regides brasileiras, ocorrendo em bordas de rios, orlas de
matas e matas ciliares (Marchioretto, 2008). Sdo mais frequentes nos estados de Sao Paulo e
Parana (Mazzanti e Braghiroli, 1994). Além do Brasil, sdo encontradas também na Bolivia,
Argentina, Paraguai, Peru, Colombia e Guiana Francesa (Smith e Downs, 1972;

Marchioretto, 2008).

Os efeitos terapéuticos desta planta sdo atribuidos aos constituintes presentes nas suas
raizes. As raizes de Hebanthe eriantha, que podem ser visualizadas na Figura 3.7, possuem

entre 3,0 e 4,0 cm de didmetro (Gosmann et al., 2003).
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Figura 3.7 Raizes expostas de Pfaffia paniculata (a) e apés limpeza (b) (Marchioretto, 2008).

Dentre os estudos relacionados aos efeitos terapéuticos de raizes de Hebanthe
eriantha observa-se que a principal atividade atribuida a esta espécie € a atividade
antineopldsica, ou seja, a capacidade de diminuir a proliferagdo (multiplicacdo) de células
cancerigenas (Watanabe et al., 2000; Da Silva et al., 2005; Matsuzaki et al., 2006; Nagamine
et al., 2009; Da Silva et al., 2010). Entretanto, também hé confirmacao de que extratos desta
espécie apresentam atividade analgésica e anti-inflamatéria (Mazzanti e Braghiroli, 1994),
sdo agentes adaptégenos (Rates e Gosmann, 2002), promovem aumento do nivel hormonal
(Oshima e Gu, 2003) e auxiliam no tratamento de pacientes com anemia falciforme (Ballas,

2000).

Dentre os compostos isolados de raizes de Pfaffia paniculata estdo o acido pfiffico,
alantoina, sitosterol, estigmasterol e os pfaffosideos A, B, C, D, E e F, saponinas derivadas
do dcido pfaffico (Takemoto et al., 1983; Nakai et al., 1984; Nishimoto et al., 1984). Dois
novos nor-triterpendides chamados pfaffino A e B foram recentemente identificados (Li et

al., 2010a). As estruturas de alguns compostos citados sdo apresentadas no Apéndice A.
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Os pfaffosideos A, C, D, E e F constituintes das espécies de Pfaffia paniculata
possuem potencial atividade antitumoral, e foram isolados apenas nesta espécie (Nakai et al.,
1984; Nishimoto et al., 1984). Segundo Mazzanti e Braghiroli (1994), o extrato etandlico de
raizes de Pfaffia paniculata apresentou atividade anti-inflamatdéria em camundongos, porém,

ndo foi verificado qual composto foi responsdvel por esta atividade.

Leal et al.(2010) obtiveram extratos supercriticos de raizes de Pfaffia glomerata e
Pfaffia paniculata. Os rendimentos de extracdo foram semelhantes para as duas espécies
estudadas e em diferentes condi¢des de temperatura e pressao. Foi constatada presenga de f3-
ecdisona nos extratos de Pfaffia glomerata e flavonoides em extratos provenientes das duas
espécies. Porém, a atividade antioxidante relatada ndo foi associada a presenca de compostos

fendlicos nos extratos.
3.3.3 Melia azedarach L.

A Melia azedarach pertence a familia Meliaceae e é conhecida popularmente como
cinamomo, lirio, lilas da India e arvore-de-santa-barbara. Internacionalmente, também é
conhecida como chinaberry tree. A planta € nativa da China e da India (Orhan et al., 2012a),
porém se encontra na maior parte dos tropicos e paises subtropicais. Foi introduzida nas
Filipinas, Estados Unidos, Brasil, Argentina, € muitos paises africanos e drabes (Al-Rubae,
2009). No Brasil, esta espécie € bastante cultivada, sendo sub-espontanea na Regido Sul e

Sudeste (Lorenzi, 2003).

Na Figura 3.8 podem ser visualizados a arvore de Melia azedarach e seus frutos. A
arvore do cinamomo atinge facilmente altura superior a 10 m. Suas flores sdo pequenas,
cheirosas e de cor lilds (Braga, 1976). Seus frutos sao globosos, de aproximadamente 1,5 cm
de didmetro e inicialmente verdes e lisos que se transformam em um amarelo pélido (Ferreiro

et al., 2010).
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Figura 3.8 Arvore e frutos de Melia azedarach (Ferreiro et al., 2010).

Esta planta tem ampla utilizagc@o popular e ja teve muitos principios ativos isolados e
vdrias acdes farmacoldgicas comprovadas. Dentre estas acdes, destacam-se a atividade
antiviral (Wachsman et al., 1982; Andrei et al., 1986; Wachsman et al., 1998), antimicrobiana
(Khan et al., 2011; Orhan et al., 2012a), inseticida (Carpinella et al., 2007; Mckenna et al.,
2013; Scapinello et al., 2013), citotéxica (Akihisa et al., 2013; Yuan et al., 2013) e anti-

inflamatéria (Aoudia et al., 2013).

Especificamente em relac@o aos seus frutos maduros, o extrato etandlico apresentou
acdo fungistdtica e fungicida contra alguns fungos patogénicos (Carpinella et al., 1999). As
propriedades da Melia azedarach como a atividade repelente e inseticida dos extratos das
suas folhas e frutos contra os ovos e ninfas do Triatoma infestans foram estudadas por
Valladares et al. (1999), que verificado que o extrato do fruto verde apresentou efeito superior

ao do extrato do fruto maduro e ainda, que o extrato das folhas foi ineficaz.

Também foram realizadas pesquisas nas quais se analisou o efeito dos extratos
obtidos das folhas e dos frutos da Melia azedarach sobre o mosquito transmissor da dengue
(Aedes aegypti L.) e verificou-se atividade larvicida e ovicida (Wandscheer et al., 2004; Coria

et al., 2008).

Dentre os compostos presentes nos frutos de Melia azedarach, destacam-se 0s
limonoides, maiores representantes da classe dos terpenos com atividade inseticida. Estes sao

triterpendides conhecidos como meliacinas devido ao seu sabor amargo e por suas principais
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fontes incluirem espécies pertencentes a familia Meliaceae (Viegas Junior, 2003). Zhou et
al. (2005) isolaram e identificaram quatro limonoides do extrato metandlico de frutos de
Melia azedarach dos quais dois apresentaram atividade citotdxica significante contra uma
linhagem celular responsével por cancer epitelial humano. Recentemente, outras dezenas de
limonoides foram identificados de diferentes partes desta planta (Liu et al., 2011; Akihisa et

al., 2013; Yuan et al., 2013).

Porém, além dos limonoides, outras classes de metabdlitos como os esteroides,
alcaléides, proteinas, fendis e fitoesterdis também estdo presentes nos 6rgaos dessa espécie,

bem como compostos volateis (Matias et al., 2002; Yang et al., 2011).

Recentemente, estudos com Melia azedarach tém chamado atencdo para os
compostos fendlicos presentes nesta espécie. Dentre os compostos fendlicos encontrados em
seus frutos pode-se citar o dcido nicotinico, 4cido mélico, dcido gélico, dcido para-cumdrico,
acido vanilico, 4cido clorogénico, acido siringico, acido cafeico, acido fertlico e rutina
(Aoudia et al., 2012; Orhan et al., 2012b). Chiffelle et al. (2009) identificaram a presenca de
catequina e campferol em frutos de Melia azedarach. De acordo com Aoudia et al. (2013),
extratos aquosos e etanodlicos de folhas de Melia azedarach apresentaram atividades

antioxidante e anti-inflamatoria associadas a presenga de compostos fendlicos.

A composicao de frutos de Melia azedarach também inclui acidos graxos, dentre os
quais se encontram o acido caproico, dcido palmitico, dcido estedrico, dcido oléico, acido
linoleico e 4cido linolénico (Orhan et al., 2012b). A presenca de saponinas em espécies de
Melia azedarach € citada por Seffrin et al. (2011), porém ndo ha evidéncias de seu

1solamento.

Extratos de partes de Melia azedarach utilizando fluidos supercriticos ainda foram
pouco avaliados. Scapinello et al. (2013) estudaram a influéncia da temperatura, pressao,
tempo estético, tempo de extracdo e do tamanho de particula na obtencao de extratos de frutos
de Melia azedarach com scCO; e obtiveram extratos com atividade biolégica contra

Spodoptera frugiperda, causando deformacdes morfoldgicas na fase adulta desta espécie.
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4. Material e Métodos

Neste capitulo sdo apresentados e descritos os materiais e métodos utilizados para
extracdo e fracionamento de saponinas provenientes de trés diferentes fontes vegetais (Pfaffia

glomerata, Hebanthe eriantha e Melia azedarach) através de tecnologia supercritica.

Como foi abordado no Capitulo 3, os frutos de Melia azedarach, apresentam diversas
classes de compostos quimicos de importancia bioldgica. Por isso, os extratos provenientes
desta matéria prima foram submetidos a outros métodos analiticos, além das andlises

especificas para saponinas.

Um esquema da metodologia aplicada as raizes de Pfaffia glomerata e Hebanthe
eriantha, assim como o procedimento experimental aos quais os frutos de Melia azedarach

foram submetidos podem ser visualizados nas Figuras 4.1 e 4.2, respectivamente.

Os experimentos foram realizados no EXTrAE - Laboratério de Extracdo,
Termodinamica Aplicada e Equilibrio - DEA/FEA/UNICAMP e na Divisdo de Quimica de
Produtos Naturais do CPQBA/UNICAMP.
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Raizes de Pfaffia glomeratae de Hebanthe eriantha

i

Preparo

v

Caracterizagao
Volateis Totais Umidade Granulometria Densidade Aparente Densidade Real Porosidade
I I I I I J
v
Extragdo
|
scCO, scCO, + Etanol Etanol Etanol + Agua
SCE SCEE EE HE
Métodos Analiticos
|
v v
Cromatografia em Camada . ,
Tensao Superficial
Delgada

Figura 4.1 Procedimento experimental para raizes de Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha.
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Frutos de Melia azedarach
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Figura 4.2 Procedimento experimental para frutos de Melia azedarach.
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4.1 Selecao e Preparo das Matérias-Primas

Neste trabalho foram utilizadas raizes de Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha

cultivadas no campo experimental do Centro de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas

(CPQBA), e frutos de Melia azedarach coletados na cidade de Campinas-SP.

A Tabela 4.1 apresenta os dados das matrizes vegetais utilizadas neste trabalho. As
matérias-primas, apds coleta, foram previamente picotadas (TRAPP) e colocadas em
bandejas e secas em estufa com circulagdo de ar a 40 °C por quatro dias. Em seguida, as

raizes foram moidas (Moinho 114584, Ametek) com gelo seco.

Para uma melhor distribui¢do e uniformidade no tamanho das particulas, as amostras
foram novamente moidas (Moinho MA 340, Marconi, Brasil) antes de serem estudadas. Apds
as etapas de secagem e todas as etapas de moagem, as matérias primas apresentavam-se de
acordo com a Figura 4.3. Estas matrizes foram armazenadas em frascos de vidro com tampa

em freezer (Brastemp Flex, Brasil) a — 26 °C.

Tabela 4.1 Dados de coleta das matérias-primas empregadas neste estudo.

L. Coleta .
Espécie Exsicata
Data Coordenadas
Pfaffia Agosto/2011 Latitude: 22°48' S 567
glomerata Longitude: 47°07' W
Hebanthe Dezembro/2009 Latitude: 22°48' S 565
eriantha Longitude: 47°07' W
Melia Agosto/2011 Latitude: 23°32' S -
azedarach Longitude: 47°08' W
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()

Figura 4.3 Fotos das matrizes vegetais secas e moidas: Pfaffia glomerata(a), Hebanthe eriantha (b) e Melia

azedarach (c).

4.2 Caracterizacdo das Matérias-Primas

De forma geral, para permitir a penetracdo do solvente o material deve estar seco e
triturado adequadamente, de forma que ocorra um bom processo de extra¢do. Portanto, é
importante conhecer e monitorar algumas propriedades das matérias-primas a serem

estudadas, assim como as propriedades do leito que estas irdo formar.

As matérias-primas foram caracterizadas quanto a quantidade de volateis totais e
umidade, densidade aparente, densidade real, diametro médio das particulas e porosidade do

leito formado. Tais andlises sdo descritas a seguir:

421 Volateis totais

Aproximadamente 2 g da amostra foram pesadas (Balanga analitica, Precisa XT
220A) em cadinho de porcelana e secas em estufa (Marconi, MA030/12, Brasil) a 105 °C sob
vacuo (Bomba de viacuo Marconi, MA057/1, Brasil) até peso constante ou variagdo de +3
mg, conforme descrito em AOAC 930.04 (1997). O teor de volateis totais (VT) €

representado pela perda de massa da amostra, como mostrado na Equagdo 4.1.

(massa inicial-massa final)

VT(%)= x 100 (4.1)

massa inicial
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422 Umidade

O teor de umidade (U) foi estimado pelo método da AOCS Ca 23-55 (1998) a partir
de aproximadamente 0,15 g de amostra (Balanga Analitica AAA 160/L, Adam Equipament,
EUA) utilizando um Karl-Fisher (Metrohm 701 KF Titrino) equipado com forno (832 KF
Thermoprep) A amostra foi pré-tratada a 105 °C durante 600 segundos utilizando uma vazao

de nitrogénio de 50 mL.min™".

Este ¢ um método volumétrico e baseia-se na quantidade de reagente de Karl Fisher
(com seu respectivo fator de correcdo) necessdria para titular a 4gua presente na aliquota da

amostra.

4223 Diametro médio das particulas

O diametro médio das particulas (dg,) foi obtido pela metodologia ASAE (1997).
Aproximadamente 50 g da amostra foram utilizadas em um conjunto de peneiras variando de
12 2270 Mesh (1,40 a 0,053 mm). O conjunto de peneiras, com a amostra na peneira superior,
foi agitado por 15 minutos (Agitador Eletromagnético de Peneiras, Bertel, Brasil). Em
seguida, pesou-se, em balanca semi-analitica (Marte Balancas e Instrumentos de Precisdo

LTDA, AS5500C, Brasil), a amostra retida em cada uma das peneiras.

O dg,, foi calculado de acordo com a Equagéo 4.2.

—1 | ZiL1(Wilogdy)
dgy = log™t ==L 4.2
gw g in=1Wi ( )
Onde:
W; € a massa retida na peneira i, em gramas;
n é o nimero de peneiras +1;
d, é o didmetro médio geométrico ou tamanho médio das particulas na peneira, em
mm;
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— 1
d, = (d; x diyq1) 72
d; € a o tamanho da abertura nominal da peneira i, em mm;

d;;; € o tamanho da abertura nominal da pr6xima (maior) peneira, em mm;
424 Densidade real das particulas

A densidade real (pr) das particulas foi determinada pela Central Analitica do Instituto
de Quimica da Unicamp, utilizando-se a técnica de picnometria em géis hélio. O método
utilizou um picndémetro gasoso (Picndometro Automdtico Quantachrome Ultrapyc 1200e),
equipamento que indica a densidade real das particulas sélidas através da técnica de

deslocamento de gés.
4.2.5 Densidade aparente

A densidade aparente (p.) do leito de particulas foi calculada a partir da massa da

amostra necessdria para completar um volume de 10 cm® (Uquiche et al., 2004).
4.2.6 Porosidade do leito de particulas

A porosidade do leito (¢) de particulas foi obtida a partir dos dados de densidade real

(pr) € aparente (pa), de acordo com a Equacgao 4.3.
e=1- (%) (4.3)
4.3 Extracao em Sistema Soxhlet
Raizes secas e moidas de Pfaffia glomerata e de Hebanthe eriantha foram extraidas

com metanol em sistema Soxhlet por 3 horas.

Os frutos secos e moidos de Melia azedarach também foram extraidos em sistema

Soxhlet (3 horas), porém utilizando solventes na ordem crescente de polaridade: hexano,
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acetato de etila e metanol. Apds filtragdo todos os extratos foram concentrados em

rotaevaporador (Fisaton 802, Brasil).

Estes extratos foram utilizados como referéncia nas andlises de Cromatografia em

Camada Delgada, descritas em 4.5.1.

4.4 Extracao Sequencial em Leito Fixo

Para determinacdo das melhores condi¢des da extra¢ao sequencial em leito fixo foram
realizados testes com a Pfaffia glomerata. Alguns destes resultados foram apresentados em

Resultados Preliminares (item 5.1).

As extracdes foram realizadas de forma sequencial em um extrator de leito fixo em
uma unidade experimental (Laboratério ExTrAE, UNICAMP, Brasil) conforme
esquematizado na Figura 4.4. A unidade consiste basicamente, de um cilindro de CO2, um
banho termostatizado, mandmetros do tipo Bourdon, trocador de calor (banho refrigerado),
bomba de alta pressao, tanque pulmao, extrator, frasco coletor, medidor de vazao, totalizador
de volume, vdlvulas e uma bomba para etanol ou dgua. A lista de equipamentos e
instrumentos utilizados nesta unidade, com suas respectivas marcas € modelos, encontram-

se na Tabela 4.2.
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Manodmetro
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Figura 4.4 Esquema da unidade experimental de extragdo em leito fixo.

Tabela 4.2 Especificacdes técnicas dos equipamentos ou instrumentos da unidade de extracdo em leito fixo.

Equipamento/Instrumento Marca/Modelo
Banho refrigerado Cole-Parmer, 12101-31, EUA
Banho termostatizado Sulab, Brasil
Bombas Eldex Laboratories, PN 1018 AA-100-S, EUA
Extrator em aco inox AISI 316 50 mL, Suprilab, Brasil
Manoémetro Record, Brasil
Medidor de vazdo Cole-Parmer, 32908-69, EUA
Tanque pulmao em ago inox 500 mL, Suprilab, Brasil
AISI 316
Totalizador de volume Lao-Gl1, Brasil
Vilvulas Autoclave Engineers, EUA

Basicamente, o processo de extracdo foi realizado da seguinte forma: o extrator foi
inicialmente empacotado com a matéria-prima juntamente a esferas de vidro. O banho
termostatizado foi ajustado na temperatura desejada e a pressdo desejada foi alcancada
bombeando-se o solvente utilizado para o extrator. A extracao se iniciou escoando o solvente

ou uma mistura destes através do leito (extrator) e coletando-se o extrato no frasco coletor.
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Especificamente para as extracdes que envolvem scCOz, este foi conduzido a um medidor
para o controle da vazdo de CO: e para um totalizador de volume para quantificar o di6xido

de carbono usado.

As extragdes foram realizadas em quatro etapas sequenciais, todas realizadas a 50 °C
e 300 bar. Basicamente, os solventes utilizados foram CO2 (99,5 % m/m) (White Martins
Gases Industriais, Brasil), alcool etilico absoluto P.A (Exodo Cientifica, AEO9700RA,
Brasil) e dgua ultra pura Milli-Q (Millipore direct-Q3 UV, Millipore Corporation, EUA).

Na primeira etapa utilizou-se como solvente o scCO2, que escoou por um leito fixo
formado pelas particulas e esferas de vidro. O residuo (1) da primeira etapa de extragdo
permaneceu no interior do extrator e a segunda etapa iniciou-se com o escoamento de etanol,
como cossolvente, juntamente ao scCO2. Em seguida, a partir do residuo 2 realizou-se a etapa
3, na qual utilizou-se somente etanol como solvente e, por fim, o residuo 3 foi extraido com
uma solucdo hidroalcodlica. A Figura 4.5 esquematiza o processo de extracdo sequencial
descrito. O material remanescente no extrato apds a realizacdo das quatro etapas de extragdao

foi denominado residuo final.

scCO, s¢cCO, + Etanol Etanol Etanol + Agua

Residuo Residuo Residuo

Matéria-Prima 1 2 3
50 °C 50 °C 50 °C
> e ™ oy ™ JEEEEN =

Residuo Final

SCE |[SCE-V* SCEE EE

* Somente para extragdes de frutos de Melia azedarach.

Figura 4.5 Fluxograma do processo de extracio sequencial em leito fixo.
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Como resultado das quatro etapas de extracdo foram obtidos quatro tipos de extratos
denominados SCE (extrato supercritico), SCEE (extrato supercritico + etanol), EE (extrato

etandlico) e HE (extrato hidroalcodlico), respectivamente.

No caso especifico de extragdes com Melia azedarach, conectou-se uma armadilha
“Porapak”, juntamente ao sistema de coleta de CO». A armadilha Porapack € um artificio
montado a partir de um tubo de vidro contendo Porapak-Q (80-100 Mesh, Supelco
Analytical, EUA) e 1a de vidro (Exodo Cientifica, Brasil), formando um cartucho, para reter
0os compostos voldteis presentes na amostra. O extrato obtido a partir deste processo foi

denominado SCE-V (extrato supercritico-volateis).

As condi¢des operacionais de pressdao (300 bar) e temperatura (50 °C) nas quais as
extracOes foram realizadas representam valores médios das condi¢des geralmente descritas

em literatura para extragdes com scCO> (Pansuriya e Singhal, 2009).

As vazdes dos solventes utilizados para extracdo e as proporcdes dos solvente nas
misturas realizadas sdo apresentadas na Tabela 4.3. A escolha destes parametros de extragao
foi realizada a partir de alguns testes preliminares nos quais observou-se, através de

monitoramento por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), a extra¢do de saponinas.

Tabela 4.3 Etapas da extragdo sequencial em leito fixo.

Etapa Solventes Proporcao dos Solventes Vazao
1 scCO» - 1,65 g.min’!
2 scCO; e Etanol 70:30 (m:m) scCO2: 1,65 g.min™!' / Etanol:
0,71 g.min’!
3 Etanol - 0,71 g.min™!
4 Etanol e Agua 70:30 (v:v) 0,71 g.min’!

O cdlculo da propor¢do da mistura scCO2 e etanol, em massa, foi realizado
considerando as condi¢des ambientais como 25 °C e 710 mmHg. Desta forma, as densidades
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do etanol e do diéxido de carbono foram consideradas iguais a 0,78 g.cm™e 1,65 gL},

respectivamente.

Os valores da densidade dos solventes utilizados também foram uteis para se obter a

quantidade de solvente (em massa) utilizada em cada etapa de extracdao. A densidade da

solugdo etanol/dgua (70:30 v/v) foi considerada 0,85 g.cm™.

3

A seguir € descrita, detalhadamente, a sequéncia de procedimentos para a realizacao

das quatro etapas sequenciais de extracao.

Procedimento Experimental de Extracao Sequencial em Leito Fixo

1y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Misturar aproximadamente 7 gramas da matriz vegetal a esferas de vidro
(aproximadamente 5 mm de didmetro) e empacotar o extrator (50 mL) de forma
homogénea, para que ndo haja formac¢do de caminho preferencial para o solvente;
Ligar banho refrigerado na temperatura de -10 °C;

Ligar banho termostatizado na temperatura de 50 °C;

Atingidas as condi¢des de temperatura, utilizar a bomba de alta pressdao para bombear
scCO» para o sistema (extrator) até atingir a pressao de 300 bar;

Atingidas a condi¢des de pressdo desejada adotar um periodo de 20 minutos para
estabilizacao do sistema;

Conectar um frasco previamente tarado a saida do sistema, juntamente ao sistema de
coleta de di6xido de carbono;

Ligar medidor de vazdo e anotar volume inicial de CO; indicado no totalizador de
volume;

Etapa 1: Ap6s 20 minutos de estabilizacdo, ligar a bomba de alta pressao e abrir a
védlvula de saida, de forma com que se escoe scCOz pelo leito fixo (extrator) na vazao
de 1 L.min™! (a pressdo do sistema deve ser mantida constante em 300 bar);

Apds o tempo de extragdo, fechar valvula de saida e bombear etanol (n-hexano no
caso da Melia azedarach) através da bomba peristéltica para remocao do extrato que

possa ter ficado aderido na tubulagio;

10) Conectar um novo frasco, previamente tarado, para dar inicio a etapa 2;
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11) Etapa 2: abrir a valvula de saida e, utilizando a bomba peristdltica, bombear etanol
na vazio de 0,9 mL.min"!' concomitantemente ao scCO»a 1 L.min!;

12) Ap6s o tempo de extragdo, trocar de frasco e, mantendo a vdlvula de saida aberta,
despressurizar o sistema lentamente;

13) Ao fim da segunda etapa o medidor de vazao de CO; e o banho refrigerado podem
ser desligados;

14) Etapa 3: pressurizar, utilizando a bomba peristdltica, o sistema com etanol até
pressao de 300 bar (manter valvula de saida fechada);

15) Conectar um novo frasco a saida do sistema e proceder a extracdo pelo tempo
determinado, escoando-se etanol pelo extrator na vazio de 0,9 mL.min"!

16) Despressurizar o sistema lentamente;

17) Trocar frasco;

18) Etapa 4: pressurizar, utilizando a bomba peristaltica, o sistema com etanol/dgua até
pressao de 300 bar;

19) Proceder a extracdo pelo tempo determinado;

20) Despressurizar o sistema lentamente;

21) Desligar banho termostatizado;

22) Coletar amostra (residuo final) remanescente no extrator.

ApOs a etapa 1, os cartuchos provenientes da extragdo com Melia azedarach foram

pesados, lacrados com parafilme e armazenados a -26 °C, assim como os demais extratos.

Os extratos SCE, SCEE, EE e HE foram concentrados em rotaevaporador

(Evaporador rotativo Marconi, MA-120, Brasil) e mantidos em estufa (Marconi, MA030/12,

Brasil) sob viacuo (Bomba de vacuo Marconi, MA057/1, Brasil) a 50 °C até peso constante

(Balanca analitica, Precisa XT 220A). Os rendimentos das extragdes, em base umida, foram

calculados de acordo com a Equacao 4.4.

. massa extrato
Rendimento (%) =

100 (4.4)

massa matéria—prima
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4.4.1 Cinética de Extracdo

Curvas cinéticas de extracdo (massa de extrato vs. tempo de extracdo) foram
construidas coletando-se, em intervalos de tempo pré-estabelecidos, amostras de extratos. A
construgao dessas curvas € de fundamental importancia para conhecer o comportamento da

extracdo ao longo do tempo.

A metodologia de extracdo é a mesma descrita no Procedimento Experimental de
Extracao Sequencial em Leito Fixo, porém ocorre a substituicdo dos frascos coletores

durante o periodo de extracao.

Os intervalos de tempo para coleta dos extratos variou de acordo com a etapa de
extracdo. Para a etapa 1 (extracdo com scCO), amostras de extrato foram coletadas a cada
20 minutos na primeira hora e nas duas horas seguintes a cada 30 minutos de extracdo. A
partir da terceira hora de extragdo procedeu-se a coleta de amostras em intervalos de 60
minutos. Para as demais etapas (scCO: + etanol; etanol; etanol + 4gua), procedeu-se da
seguinte forma: na primeira hora, extratos foram coletados de 15 em 15 minutos; na segunda,
de 20 em 20 minutos; na terceira, de 30 em 30 minutos e nas horas seguintes foi coletada

uma amostra por hora de extragao.

Os extratos obtidos foram concentrados, secos e pesados nas mesmas condi¢des
descritas no item anterior. O rendimento acumulado, em base timida, foi calculado de acordo

com a Equagdo 4.5.

massa extrato acumulado

Rendimento Acumulado (%) = x 100 4.5)

massa matéria—prima

As extragdes foram realizadas em triplicata sendo que, das 3 extragdes feitas para
cada matriz vegetal, duas foram de forma a se obter curvas de extracdo (ensaio 1 e 2) e a
outra como uma extragado total (ensaio 3) para se obter um unico extrato, ou seja, exatamente

como descrito no Procedimento Experimental de Extracao Sequencial em Leito Fixo.
36



Material e Métodos

4.5 Métodos de Analises dos Extratos

4.5.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Os perfis cromatograficos dos extratos foram obtidos por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD). A fase estaciondria utilizada foi silica gel 60 F2s4 (1.05554.0001, Merck,
Alemanha) e a fase mével foi uma solucio de cloroférmio (Synth, Brasil): metanol (Synth,
Brasil): acido trifluoracético 0,5% (Vetec, Brasil) (60:40:5). Como revelador foi utilizada

uma solu¢do de p-anisaldeido (revelador inespecifico), preparada como descrito a seguir.
Preparo do Revelador

A solugdo de p-anisaldeido foi preparada adicionando, na ordem descrita, os seguintes
reagentes: 50 mL de &4cido acético glacial (Synth, Brasil), 1 mL de 4cido sulfdrico

concentrado (Synth, Brasil) e 0,5 mL de p-anisaldeido (A0519, Sigma Aldrich, EUA).

Extratos secos foram previamente solubilizados (8 a 10 mg.mL™') em uma mistura de
n-hexano e gotas de diclorometano, metanol ou uma solu¢do de metanol:dgua:n-butanol
(70/30/gotas), de acordo com a polaridade do extrato obtido. O residuo da extracdo, material
remanescente no extrator, também foi analisado misturando-se uma pequena quantidade de

amostra com a mesma solu¢do de metanol, n-butanol e dgua.

Como referéncias foram utilizados a B-ecdisona (20-hydroxyecdysone, Sigma-
Aldrich H5142, pureza de 93 %) e extratos fornecidos pela Dr. Carmen Queiroga, obtidos

por extracdo convencional em sistema Soxhlet, conforme descrito em 4.3.

As amostras solubilizadas foram aplicadas com um capilar de vidro no ponto de
partida. ApoOs aplicacdo das amostras, as placas foram colocadas em cubas ja saturadas
contendo o eluente (fase movel) para o desenvolvimento cromatografico. Apds a eluigdo, a
cromatoplaca foi aquecida em estufa a 105 °C, avaliada sob luz UV a A 254 nm e A 366 nm

e, ap0s borrifar o revelador, a placa foi novamente aquecida em estufa (105 °C) por 5 minutos

(Wagner et al., 1984).
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4.5.2 Tensao Superficial

Para a avaliacdo do potencial de redu¢do da tensao superficial dos extratos contendo
saponinas os resultados obtidos foram comparados com os dados de tensao superficial de um

surfactante sintético, dodecil sulfato de sédio (solugdo referéncia).

Solugdes aquosas de dodecil sulfato de sédio (Synth 90 % pureza, Brasil) em
concentracdes na faixa de 0,01 até 50 g.L! foram preparadas. A tensdo superficial das
solugdes foi determinada a 24 °C em um tensidmetro (Digital Tensiometer K10ST, Kriiss,

Alemanha), utilizando um anel de Pt-Ir.

Os extratos testados foram solubilizados em dgua deionizada de forma a se obter uma
concentracdo de 20 g.L'!. Estes foram avaliados quanto 2 tensdo superficial nas mesmas
condic¢des descritas para as solucdes de dodecil sulfato de sédio. As andlises foram realizadas

em triplicata.
453 Fenois Totais

A determinacdo quantitativa de fendis totais nos extratos de Melia azedarach foi
realizada através do método de Folin-Ciocalteu, segundo procedimento de Singleton et al.

(1999) e expresso em equivalente de acido gélico (mg EAG/g extrato).

Inicialmente, uma curva analitica de 4acido gdlico (Sigma Aldrich, EUA), foi
preparada transferindo 9,0 mL de dgua deionizada e aliquotas de 1,0 mL das solugdes aquosas
de 4cido gélico de concentracdo entre 0,03 e 0,18 mg/mL para baldes volumétricos de 25,0
mL. O reagente de Folin-Ciocalteu (1,0 mL) (Dinamica, Brasil) foi adicionado e a mistura
agitada. Apds 5 minutos foram adicionados 10,0 mL de uma solu¢do de carbonato de sédio
7,0 % m/v (Exodo, Brasil) e o volume completado com 4gua deionizada. Apds permanecer
90 minutos a 23 °C na auséncia de luz, a absorbancia foi determinada a 750 nm em um
espectrofotometro (2800 UV/VIS Espectrophotometer, UNICO, EUA). A solucdo referéncia

(branco) foi obtida a partir da mesma metodologia, sendo adicionados 1,0 mL de 4gua
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deionizada como substituto da solucao de dcido gélico. A curva analitica foi construida em

duplicata.

Para a quantificagdo de fendis totais nas amostras dos extratos secos, estes foram
inicialmente diluidos em etanol (Exodo, Brasil). As andlises foram realizadas em triplicata e

seguiu-se 0 mesmo procedimento descrito para a curva analitica de 4cido gélico.
454 Flavonoides Totais

Para a quantificacdo dos flavonoides totais foi empregado o método desenvolvido por
Zhishen et al. (1999), no qual os resultados sdao expressos em equivalente de catequina (mg

EC/g extrato).

Solucdes aquosas padrdo de catequina (Sigma Aldrich, EUA) em concentracio
variando de 0,03 a 0,18 mg/mL foram preparadas. Uma aliquota de 1,0 mL desta solucdo e
0,3 mL de uma solug¢do de nitrito de sodio 5,0 % (m/v) (Ecibra, Brasil) foram adicionados a
um baldo volumétrico de 10,0 mL contendo 4,0 mL de 4gua deionizada. Apds 5 minutos,
adicionou-se 0,3 mL de uma solucdo de cloreto de aluminio 10,0 % (m/v) (Ecibra, Brasil) e,
ap6s 6 minutos, 2,0 mL de hidréxido de sédio 1,0 M (Exodo, Brasil). O volume do baldo foi
completado com 4agua deionizada. A absorbancia da solu¢do foi determinada a 510 nm em
um espectrofotometro (2800 UV/VIS Espectrophotometer, UNICO, EUA). A anélise foi

realizada em duplicata.

Para determinacdo do teor de flavonoides totais nas amostras de extrato seco, estas
foram inicialmente diluidas em etanol (Exodo, Brasil). Seguiu-se o mesmo procedimento
descrito para o preparo curva analitica de catequina e verificou-se se o valor obtido de
absorbancia estava dentro da faixa de absorbancia da curva. Foram realizadas analises em

triplicata.
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4.5.5 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

As andlises de CG-EM foram realizadas no CPQBA/ UNICAMP pela Dra. Carmen
Lucia Queiroga. As andlises foram conduzidas em cromatégrafo a gds Agilent Technologies

6890 com detector seletivo de massas 5975 por dois métodos distintos.

Os dois métodos utilizaram a coluna capilar HP-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm) e
injecdo do modo split com razdo 1:30. Hélio foi usado como gés de arraste na vazao de 1
mL.min"! e o sistema de ionizacdo de elétrons foi de 70 eV. Os métodos diferem quanto ao

programa de aquecimento e temperaturas do injetor e detector, como mostrado na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 Métodos de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas utilizados para anélises de

extratos de frutos de Melia azedarach.

Parametros Método 1 Método 2

110 °C - (5 °C/min) - 2
Programa de Aquecimento 60 °C - (3 °C.min™!) - 240 °C 0°C-( "C/min) - 280

°C
Temperatura do Injetor 220 °C 250 °C
Temperatura do Detector 250 °C 300 °C

O extrato SCE-V, retido na armadilha Porapak-Q, foi inicialmente lavado, por
eluicdo, com 15 mL de diclorometano (Merck, Alemanha). A solucdo obtida foi concentrada
em rotaevaporador a 40 °C, seca em estufa, e pesada. O extrato seco obtido foi solubilizado
em volume pré-determinado de acetato de etila de forma a se preparar uma solucido de

aproximadamente 20 mg.mL.

Injetou-se 1,0 uL da solug@o no equipamento e a identificagdo dos constituintes
quimicos foi realizada a partir de seus respectivos espectros de massas, por comparacao com

os espectros de massas do banco de dados da biblioteca NIST.
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4.5.6 Espectrometria de Massas (EM)

As andlises por espectrometria de massas foram realizadas pelo aluno Gustavo Duarte
no ThoMSon Mass Spectrometry Laboratory, localizado no Instituto de Quimica

(UNICAMP) e coordenado pelo Prof. Dr. Marcos Eberlin.

Inicialmente, uma solugdo estoque 7 % de 4cido férmico (Merck, Alemanha) em 4dgua
deionizada e metanol (Tedia, Fairfield, OH, EUA) (1:1) foi preparada. As solucdes das
amostras foram preparadas diluindo-se uma aliquota de 5 pL. de cada amostra em microtubos
de polipropileno (Eppendorf®) contendo 1 mL da solugio estoque (4cido
férmico/metanol/dgua). Em seguida cada microtubo foi agitado num misturador Vortex

durante 1 minuto.

As solugdes das amostras foram diretamente infundidas a uma taxa de 20 mL.min"!
para a fonte de ionizacdo por ESI (Electrospray lonization) do espectrometro de massas
Citius - HRT (Leco, St. Joseph, EUA). A sonda foi operada com 2,8 kV de tensdo de
pulverizacdo, 20 psi de pressdo do gds de nebulizag¢do, vazio de dessolvatacdo de 5 L.min!,
temperatura de dessolvatacdo de 300 °C e a temperatura do injector de 120 °C. Os espectros
no modo positivo e negativo foram adquiridos na faixa de razdao massa/carga (m/z) de 100 a

1000 e acumulados por 60 s via software Chroma-TOF.

Os experimentos de Dissociacdo Induzida por Colisdo foram realizados em LCMS-
8040 (Shimadzu, JP), com uma interface de eletropulverizagdo numa energia de colisido de
10 V, temperatura de dessolvatacio de 250 °C, vazdo do gés de nebulizacio de 3 L.min’!,
temperatura do bloco de aquecimento de 400 °C e fluxo de secagem de 15 L.min’!. Os

espectros de gas foram adquiridas por 60 s usando um software LabSolutions.

4.6 Analises Estatisticas

Todos os resultados quantitativos obtidos foram submetidos a andlise de variancia

(ANOVA) para comparacao entre médias. Essas comparacgdes foram realizadas pelo teste de
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Tukey a 5 % de significancia empregando o software estatistico Minitab 16 (versao 16.2.1,

2011, Minitab Inc.).
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5. Resultados e Discussao

Neste capitulo sd@o apresentados os resultados obtidos, assim como as discussoes
pertinentes em cada item. Os resultados s@o mostrados de acordo com a andlise em questao

apresentando-se, simultaneamente, os resultados para as diferentes matrizes vegetais.

Inicialmente sdo discutidos os resultados preliminares que, de alguma forma,

contribuiram para o andamento deste projeto.

5.1 Resultados Preliminares

O objetivo deste trabalho consistiu em fracionar saponinas presentes em extratos
metanodlicos brutos obtidos de forma convencional. Inicialmente, foram realizadas extracoes,
de forma a se obter uma curva cinética (procedimento descrito no item 4.3.1), a partir de um
extrato metandlico bruto de raizes de Pfaffia glomerata obtido por sistema Soxhlet. Os
rendimentos de extragdo em cada uma das etapas estdo apresentados na Tabela 5.1 e os
demais resultados envolvendo este experimento (cinética de extragdo e cromatogramas)

encontram-se no Apéndice B.

Tabela 5.1 Rendimento de extrag@o obtido a partir do extrato metandlico convencional de Pfaffia glomerata.

Etapa Fracao Rendimento (%)
1 SCE 0,38
2 SCEE 0,92
3 EE 22,65
4 HE 31,86
Global 55,81
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As etapas 1 (SCE) e 2 (SCEE) apresentaram rendimentos bem inferiores aos
rendimentos das etapas 3 (EE) e 4 (HE). Como a matriz vegetal, neste caso, ¢ um extrato
obtido por Soxhlet utilizando metanol como solvente, este resultado era esperado, uma vez

que o metanol apresenta alta polaridade e o CO> de caracteristica oposta.

Por outro lado, pelo processo de extragdo sequencial utilizar solventes (na dltima
etapa) de polaridade alta, similar ao metanol, esperava-se um rendimento de extragcao
acumulado préximo a 100 % fornecendo, portanto, um fracionamento completo do extrato

metanolico.

De acordo com os cromatogramas apresentados no Apéndice B (Figura B.2), observa-
se a presenca de quatro manchas no extrato bruto inicial (EB). Comparando-o com as fracdes
obtidas neste trabalho € importante ressaltar que algum grau de fracionamento dos extratos
foi alcancado, pois observa-se uma mancha de baixa polaridade nas fragcdes recolhidas por
scCOs». Ja em SCEE outros compostos polares e apolares estdo presentes. As fracdes etandlica

e hidroalcodlica apresentaram-se com perfil similar ao extrato bruto.

Entretanto, € notdria a presenca significativa de compostos de interesse no residuo
final, indicando que uma massa expressiva de extrato ndo conseguiu ser fracionada. Assim,
pensando na viabilidade econdmica do processo, decidiu-se testd-lo, nas mesmas condigdes,
com raizes de Pfaffia glomerata secas e trituradas. Os resultados (descrito nos itens
subsequentes) foram satisfatorios, sendo este procedimento adotado como padrdo e realizado

para as demais matrizes vegetais.

5.2 Caracterizacao das Matérias-Primas

Os resultados das analises de caracterizagao das matérias-primas estdo listados na

Tabela 5.2.

Os resultados indicam que as trés amostras utilizadas apresentaram teores similares
de umidade (em torno de 10 %). A presenca de dgua na matéria-prima aumenta a resisténcia

a transferéncia de massa e dificulta o contato entre o solvente supercritico e os solutos de
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interesse. Além disso, a 4gua presente pode atuar como cossolvente no processo, levando a

extracdo de outros compostos (Mchugh e Krukonis, 1994).

Tabela 5.2 Caracterizag¢do das matrizes vegetais secas e moidas.

Matriz vegetal

Propriedade Pfaffia Hebanthe Melia
glomerata eriantha azedarach
Volateis Totais, VT (%) 10,20 £ 0,15 9,77 £ 0,34 10,89 + 0,23
Umidade, U (%) 9,96 + 0,35 8,83 £ 0,60 9,50 £0,14

Diametro Médio das Particulas,
0,21%* 0,41 +£0,01 0,72 £ 0,04
dgy (mm)

Densidade Real, p; (g/cm3) 1,49 + 0,01 1,42 £ 0,01 1,46 + 0,01
Densidade Aparente, pa (g/cm3) 0,78 +0,01 0,54 £ 0,02 0,60 = 0,01
Porosidade, ¢ 0,48 +£0,01 0,62 +£0,02 0,59 + 0,01

* A andlise foi realizada sem repeti¢do por quantidade insuficiente de amostra.

A diferenca entre os resultados de volateis totais e umidade indicaram a quantidade
de compostos voldteis (exceto d4gua) presente nas amostras. Portanto, o percentual de volateis
para Pfaffia glomerata, Hebanthe eriantha e Melia azedarach foi 0,24 + 0,50, 0,94 + 0,94 e
1,39 + 0,37, respectivamente. Observa-se que, devido a incerteza dos valores, ndo se pode

confirmar a presenca de compostos volateis em Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha.

O didmetro médio das particulas € uma propriedade de fundamental importancia em
processos de extragdo com fluidos supercriticos. Diversos autores estudaram a influéncia do
tamanho das particulas nos rendimentos de extracdo e, em geral, menores didmetros de
particulas geram rendimentos mais elevados. Estes incrementos nos rendimentos de extragao
podem ser explicados em termos do efeito positivo da reducao do tamanho de particula sobre

a resisténcia a transferéncia de massa interna em matriz sélida, ou seja, a taxa de extracao
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aumenta devido ao encurtamento do caminho de difusdo. Além disso, particulas menores
provocam um aumento na drea de superficie especifica deixando o soluto mais acessivel ao
solvente supercritico (Scapinello et al., 2013). As materiais vegetais de Pfaffia glomerata,
Hebanthe eriantha e Melia azedarach apresentaram diametros médios de 0,21; 0,41 e 0,72

mm, respectivamente, e suas distribui¢des de tamanho sdo apresentadas no Apéndice C.

Vale ressaltar que particulas menores de raizes de Pfaffia glomerara e Hebanthe
eriantha foram utilizadas devido ao poder de penetracdo dos solventes depender, entre outros
fatores, da consisténcia dos tecidos que formam o material a extrair, ou seja, € necessario
considerar que quanto mais rigido o material (como raizes), menor deve ser a sua

granulometria (Vasconcelos et al., 2005).

A porosidade medida para as espécies de Pfaffia glomerata, Hebanthe eriantha e
Melia azedarach foram 0,48; 0,62 e 0,59, respectivamente. Em testes preliminares foi
observado que a porosidade do leito formado pela amostra de Pfaffia glomerata era
excessivamente pequena, ndo permitindo a passagem do solvente (liquido) pelo leito. Este
resultado foi confirmado pelo valor obtido a partir das anélises de densidade realizadas no
material (0,48 g.cm‘3). Por outro lado, utilizando amostras com maior valor de didmetro
médio das particulas verificou-se reducdo de aproximadamente 50 % do rendimento na
primeira etapa extragdo (SCE). A partir desta observagado, decidiu-se utilizar esferas de vidro
de aproximadamente 5 mm misturadas ao material vegetal para empacotar o extrator,

adotando-se este procedimento para todos as extracoes, independente da espécie em estudo.

5.3 Rendimentos e Cinéticas de Extracao

5.3.1 Rendimentos de Extracao

Na Tabela 5.3 s@o apresentados os rendimentos de extracao, em base imida, para cada
uma das etapas de extracdo e para as trés matrizes vegetais em estudo. Os menores
rendimentos de extragdo foram obtidos para os extratos supercriticos (SCE) de Pfaffia
glomerata e Hebanthe eriantha, os quais apresentaram rendimentos de 0,16 % e 0,17 %,

respectivamente. Comparando estes resultados com dados de rendimento por LPSE (low
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pressure solvent extraction) obtidos por Leal et al. (2010) a 0,1 bar com hexano (0,1 % (b.s)),
verifica-se baixa presenca de compostos apolares nestas espécies, uma vez o scCO, assim

como o hexano, extraem substancias apolares e/ou de baixa polaridade.

Tabela 5.3 Rendimentos de extragdo em leito fixo a 300 bar e 50 °C para extratos de Pfaffia glomerata,

Hebanthe eriantha e Melia azedarach.

Rendimento (%)

Extrato
Pfaffia glomerata Hebanthe eriantha Melia azedarach
SCE 0,16 £ 0,07 0,17 £0,03 7,6 +1,3
SCE-V - - 0,63 £0,31
SCEE 0,55 £ 0,09 0,58 £ 0,04 6,4+1,1
EE 1,00 + 0,09 0,89 + 0,09 19+2
HE 6,9 £3,3% 28 £ 11% 12,3+0,4
Global 8,6+3,5 30£11 46 +2

SCE: Extrato supercritico; SCE-V: Fragao volatil do SCE; SCEE: Extrato supercritico com etanol; EE: Extrato
etandlico; HE: Extrato hidroalcodlico.
*Desvios-padrao altos devido a instabilidade do sistema nesta etapa da extrag@o.

Estes resultados s@o similares aos encontrados por Leal et al. (2010), que obtiveram,
nas mesmas condi¢des de pressdo e temperatura (300 bar e 50 °C), rendimentos globais de
0,16 % (b.s.) para Pfaffia glomerata e 0,21 % (b.s.) para Hebanthe eriantha. Leal et al. (2010)
também realizaram extracdes com raizes de Pfaffia glomerata utilizando scCO- e etanol
como cossolvente. Para extratos supercriticos obtidos a 200 bar e 30 °C com 10 % (v/v) de
etanol foi obtido um rendimento de 0,56 % (b.s.). Vale ressaltar que as particulas utilizadas
por Leal et al. (2010) apresentavam 7,89 pum de diametro e as usadas neste estudo, 0,2 mm.

No entanto, os resultados foram similares.

Extratos etanolicos (EE) de Hebanthe eriantha apresentaram um rendimento de

extracdo de 0,89 %, resultado mais satisfatério que o obtido por Leal et al. (2010) sob baixa
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pressdo, no qual o rendimento para extratos etandlicos foi 0,4 % (b.s.). Este resultado mostra
o efeito positivo do aumento da pressao no processo de extragdo de compostos de raizes de

Hebanthe eriantha utilizando etanol como solvente.

O rendimento do extrato hidroalcodlico (HE) de Hebanthe eriantha (28 %) foi
aproximadamente quatro vezes maior que o obtido a partir de raizes de Pfaffia glomerata
(6,9 %). Este resultado sugere maior presenca de substancias polares na espécie de Hebanthe

eriantha, quando comparada a Pfaffia glomerata.

Os extratos supercriticos (SCE) de Melia azedarach apresentaram rendimento de
extracdo de 7,6 %, valor superior ao encontrado por Scapinello et al. (2013) (5,2 %). Porém,
Scapinello et al. (2013) realizaram seus experimentos a 250 bar e 60 °C, condigdes

operacionais diferentes das usadas neste trabalho (300 bar e 50 °C).

Os rendimentos de extragcdo obtidos a partir de frutos de Melia azedarach foram 7,6;
6,4; 19 e 12,3 % (Tabela 5.3) para as quatro etapas de extragcdo, respectivamente. Segundo
Orhan et al. (2012a), utilizando extracdo cldssica/maceragdo com solventes na ordem
crescente de polaridade: n-hexano, acetato de etila, metanol e dgua, os rendimentos de
extracdo foram 48,4; 0,7; 37,1 e 9,3 %, respectivamente. Entretanto, os rendimentos de
extra¢do nao podem ser comparados devido a diferenca no processo de obtengao dos extratos.
No entanto, o processo em leito fixo proposto apresenta as vantagens de ser realizado por
solventes “limpos” e tempo inferior (item 5.3.2) ao descrito por Orhan et al. (2012a). Ainda,
€ importante ressaltar que ndo se deve considerar a eficiéncia do processo somente com base
nos dados de rendimento, devem ser realizadas andlises para se verificar e quantificar os
compostos de interesse em cada extrato. Por isso, andlises de composicao destes extratos sao

apresentadas a partir da se¢do 5.4.

O rendimento em compostos volateis (SCE-V) de Melia azedarach foi 0,63 %. Nao
ha na literatura resultados quantitativos sobre compostos voldteis em frutos de Melia
azedarach. Jung et al. (2013) teve o intuito de avaliar a atividade inseticida do dleo volatil
de folhas de Melia azedarach, porém a quantidade de dleo obtida por hidrodestilacdo foi

muito baixa, impossibilitando a anélise.
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Na Figura 5.1 € apresentado um diagrama de barras comparando os rendimentos de
extracdo entre as trés matrizes vegetais estudadas. Observa-se que, em geral, os rendimentos
de extracdo para extratos de Melia azedarach sao maiores que os rendimentos de extratos de
ginseng brasileiro, exceto para o extrato hidroalcodlico, que apresentou maior rendimento

em extragdes a partir de raizes de Hebanthe eriantha.
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Figura 5.1 Comparacio entre os rendimentos de extra¢do para Pfaffia glomerata, Hebanthe eriantha e Melia

azedarach.

Observou-se também que hd maior presenga de compostos de menor polaridade em
frutos de Melia azedarach, como pode ser verificado pela estrutura dos compostos presentes

nesta espécie apresentados no Apéndice A (Figura A.3).

As duas espécies de ginseng brasileiro apresentaram comportamento similar durante
as trés primeiras etapas de extracdo (SCE, SCEE e EE), ocorrendo uma diferenga
significativa somente na etapa de extragdo com solucdo hidroalcodlica (HE). Considerando

os desvios padrdes dos rendimentos de HE destas espécies, pode-se dizer que o rendimento
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de extragcdo a partir de Hebanthe eriantha ¢ no minimo 1,6 vezes maior que o de Pfaffia

glomerata.

A partir das anélises estatisticas (ANOVA, one-way) as médias dos rendimentos nas
diferentes etapas foram comparadas para cada matriz vegetal, como pode ser visualizado na
Figura 5.2, na qual letras iguais indicam igualdade de médias (p < 0,05). Os resultados
mostram comportamentos diferentes do rendimento de extragdo em relacdo ao tipo de

solvente utilizado na extracao.

Para extracodes a partir de raizes de Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha observa-
se que quanto maior a polaridade do solvente ou mistura de solventes utilizados maiores
rendimentos de extracdo sdo obtidos, sendo que a etapa com maior rendimento de extracdao
foi realizada com uma mistura etanol/agua (70:30 v/v) como solvente (extrato HE). Além
disso, observa-se que ndo houve diferenca significativa entre o rendimento de HE e o
rendimento global, indicando que os rendimentos de extracao das trés primeiras etapas foram

insignificantes diante do rendimento obtido na ultima etapa de extracao.
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Figura 5.2 Andlises estatisticas dos rendimentos de extra¢do para raizes de Pfaffia glomerata, Hebanthe

eriantha e Melia azedarach. Letras iguais equivalem a médias estatisticamente iguais (p < 0,05).

Extratos de frutos de Melia azedarach apresentaram diferencas significativas entre si
quanto ao rendimento de extracdo, indicando a influéncia significativa do solvente
empregado na quantidade de material extraido. O maior rendimento de extracio foi obtido
para o extrato etandlico (EE), seguido do extrato hidroalcodlico (HE). Os extratos
supercriticos (SCE e SCEE) apresentaram médias (rendimento) estatisticamente iguais, € a

fracao volatil (SCE-V) foi a obtida em menor quantidade.

Os resultados de extracdo obtidos sugerem que as plantas com composi¢ao quimica
similar (Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha) tiveram o mesmo perfil de extragdo. No
entanto, extracoes a partir dos frutos de uma planta de composicdo bastante diferenciada,
como a Melia azedarach, apresentaram comportamento diferente das demais. Este fato pode

estar associado a parte da planta em estudo e a sua composi¢do quimica.
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5.3.2

Cinéticas de Extracdo

A Figura 5.3 apresenta a curva global de extracdo sequencial em leito fixo

representada pelo rendimento acumulado versus razao de massa de solvente por massa de

amostra inicial (aproximadamente 7 g) para raizes de Pfaffia glomerata. Para uma melhor

visualizacdo da curva global, o grifico encontra-se em escala logaritmica. Porém, pode-se

observar, comparando-o com a Figura 5.4, que o comportamento das curvas € alterado,

portanto para todas as espécies em estudo sdo apresentadas curvas individuais de cada etapa.

Todos os dados de extracdo, para as tr€s matrizes vegetais, encontram-se no Apéndice D.
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Figura 5.3 Curva global de extragdo para raizes de Pfaffia glomerata em leito fixo a 300 bar e 50 °C. Etapa 1:

scCOy; etapa 2: mistura scCO»/etanol (70:30 m/m); etapa 3: etanol; etapa 4: mistura etanol/dgua (70:30 v/v).

O tempo de extragdo variou de acordo com as etapas da extracdo sequencial. Os

experimentos foram realizados até que o periodo difusional aparentemente fosse atingido

através da visualizacdo da coloragdo do extrato, garantindo que os ensaios apresentassem

resultados proximos ao esgotamento do leito de extragdo, ou até no maximo por 6 horas para

cada etapa visto que houve limitagdes em algumas etapas, cuja coloragdo do extrato ndo se
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apresentava bem caracteristica e ainda porque as saponinas, compostos de interesse, sdo

incolores.
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Figura 5.4 Curvas de extracdo para raizes de Pfaffia glomerata em leito fixo a 300 bar e 50 °C representadas
por etapas. Etapa 1: scCO»; etapa 2: mistura scCO»/etanol (70:30 m/m); etapa 3: etanol; etapa 4: mistura
etanol/dgua (70:30 v/v).

O tempo de extracdo para raizes de Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha foram
iguais em todas as etapas: 3, 5, 6 e 6 horas, respectivamente, totalizando 20 horas de extracao.
A extragdo supercritica (etapa 1) foi realizada por 3 horas. Nesta etapa, as massas de extratos
supercriticos (SCE) obtidos foram pequenas, o que dificultou suas pesagens. Este fato pode
explicar a irregularidade nos pontos obtidos nesta etapa de extracdo, tanto para extratos
supercriticos de Pfaffia glomerata quanto de Hebanthe eriantha, apresentados nas Figuras

54¢e5.6.
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Figura 5.5 Curva global de extracdo para raizes de Hebanthe eriantha em leito fixo a 300 bar e 50 °C. Etapa 1:

scCOg; etapa 2: mistura scCO»/etanol (70:30 m/m); etapa 3: etanol; etapa 4: mistura etanol/dgua (70:30 v/v).

Extratos SCEE (etapa 2) foram obtidos durante 5 horas. A curva de extracdo mostrou
que houve uma queda na taxa de extragcdo nas dultimas horas do processo, pois
aproximadamente 75 % do extrato SCEE foi extraido durantes as 3 primeiras horas de
extracdo. As duas ultimas etapas (extragdo etandlica e hidroalcodlica) foram realizadas
durante 6 horas cada e, neste caso, até as 3 primeiras horas foram extraidos, em média, 68 e

72 % dos extratos EE e HE, respectivamente.

As curvas de extracdo para raizes de Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha
apresentaram-se semelhantes nas etapas 1 e 2. Na primeira etapa, ndo se observou queda
significativa na taxa de extragcdo durante as 3 horas de extracdo. E, aproximadamente 75 %
dos extratos SCEE das duas matrizes vegetais foram extraidos nas 3 primeiras horas de

extracdo com supercritico + etanol como solvente.

O extrato etandlico (EE — etapa 3) (Figura 5.6) de raizes de Hebanthe eriantha
mostrou ser o extrato que precisou de maior tempo de extragdo para esta espécie, visto que
apresentou menor queda na taxa de extracdo ao longo do processo comparando com as

demais etapas, extraindo apenas 64 % do total de extrato EE nas trés primeiras horas de
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extracdo. Por outro lado, o extrato hidroalcodlico (HE — etapa 4) apresentou maior queda na
taxa de extracdo, extraindo aproximadamente 80 % do total com metade do tempo de

extracdo.
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Figura 5.6 Curvas de extracdo para raizes de Hebanthe eriantha em leito fixo a 300 bar e 50 °C representadas
por etapas. Etapa 1: scCO»; etapa 2: mistura scCO»/etanol (70:30 m/m); etapa 3: etanol; etapa 4: mistura
etanol/dgua (70:30 v/v).

Nas Figuras 5.7 e 5.8 estdao representadas as curvas globais das quatro etapas de
extracdo a partir de frutos de Melia azedarach. Diante dos valores relativamente proximos
dos rendimentos em todas as etapas de extracdo, a curva cinética apresentada na Figura 5.7

ndo precisou ser apresentada em escala logaritmica.

Observou-se que as curvas de extracdo para essa matriz vegetal apresentaram
reprodutibilidade bem melhor que as curvas de extracdo de raizes de ginseng brasileiro.

Acredita-se que este fato tenha ocorrido pelo maior rendimento de extragdo com extratos de
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Melia azedarach, diminuindo o erro associado a pesagem dos frascos e também devido a

maior estabilidade do sistema durante a extragdo com esse tipo de matriz vegetal.
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Figura 5.7 Curva global de extracdo para frutos de Melia azedarach em leito fixo a 300 bar e 50 °C. Etapa 1:

scCOg; etapa 2: mistura scCO»/etanol (70:30 m/m); etapa 3: etanol; etapa 4: mistura etanol/dgua (70:30 v/v).

Para extracOes a partir de frutos de Melia azedarach, a etapa 1 (SCE) foi realizada
durante 5 horas e as demais em 6 horas cada. Observou-se que extragdes de extratos
supercriticos (SCE — etapa 1) e hidroalcodlicos (HE — etapa 4) atingiram o periodo no qual a
difusdo controlou o processo de extracdo e a quantidade de extrato obtida foi muito pequena,

sugerindo que o leito de particulas tendia para seu esgotamento.

Com 3 horas de extragdo supercritica, quantidade maior que 90 % do total de extrato
SCE obtido havia sido extraida e, da mesma forma, mais de 80 % do extrato hidroalcodlico
(HE) total foi extraido com o mesmo tempo de extracao. Este resultado sugere que, em escala
comercial, seria mais vidvel economicamente realizar essas etapas de extracdo (etapas 1 e 4)
durante apenas 3 horas pois, apds esse periodo, a quantidade de extrato obtida é muito

pequena comparado a quantidade de solvente utilizado.
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Por outro lado, para as etapas 2 e 3 (realizadas com a mistura scCOz e etanol 70:30
(m/m) e etanol, respectivamente), a queda da taxa de extracao nao foi tdo acentuada e apds 3
horas de extracdo aproximadamente 68 e 74 % do total de extrato SCEE e EE,
respectivamente, haviam sido extraidos, indicando que o processo de extracao provavelmente

se apresentava na etapa de taxa de extracio decrescente.
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Figura 5.8 Curvas de extracdo para frutos de Melia azedarach em leito fixo a 300 bar e 50 °C representadas
por etapas. Etapa 1: scCO»; etapa 2: mistura scCO»/etanol (70:30 m/m); etapa 3: etanol; etapa 4: mistura
etanol/agua (70:30 v/v).

A maior facilidade de extracdo dos compostos presentes em frutos de Melia
azedarach era esperada, visto que o poder de penetracdo dos solventes depende da histologia
(estrutura) dos tecidos que formam o material a extrair. A estrutura de raizes é mais sélida e
compactada, logo o solvente encontra maior resisténcia para penetrar, propiciando um maior

tempo de extragdo.
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5.4 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Nesta secdo os extratos obtidos foram avaliados qualitativamente, quanto as suas
composi¢Oes quimicas. A Figura 5.9 ilustra fotos dos extratos obtidos para as trés matrizes
vegetais, solubilizados nos solventes das respectivas extracdes. Observa-se, apenas pelas
diferencas de coloragdo entre os extratos, a seletividade dos solventes utilizados, o que remete

a diferencas na composicdo quimica dos mesmos.

Figura 5.9 Extratos de Pfaffia glomerata (a), Hebanthe eriantha (b) e Melia azedarach (c).

A composi¢do quimica das amostras, discutida a seguir, foi determinada com base
nos extratos obtidos apds o tempo total de extragdo para cada etapa, porém, andlises por
cromatografia em camada delgada também foram realizadas ao longo de cada extracdo, em
diferentes tempos (ensaio 1 e 2, ver item 4.4.1). Os cromatogramas destas andlises sdo

apresentados no Apéndice E.
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As Figuras 5.10, 5.11 e 5.12 apresentam os cromatogramas dos extratos provenientes
de Pfaffia glomerata, Hebanthe eriantha e Melia azedarach, respectivamente. Sao
apresentados nos cromatogramas os extratos SCE, SCEE, EE e HE, assim como os extratos
obtidos durante a despressurizacdo do sistema ao final das etapas 2, 3, 4, o residuo final

remanescente no leito, e as amostras-referéncia utilizadas em cada uma das analises.

Para facilitar a avaliagdao da composi¢ao quimica, os compostos foram discutidos com

base no seu fator de retencdo (Ry), e codificados por nimeros romanos.

A amostra-referéncia (aplicacdo 9), visualizada na Figura 5.10 consiste em um extrato
metanodlico enriquecido em saponinas de raizes de Pfaffia glomerata obtido por extracdo em
sistema Soxhlet. Este apresenta cinco manchas distintas representadas por seus fatores de
retencao (Rf). Com base no fator de reten¢do dos compostos e nas condi¢cdes cromatograficas
empregadas as quais foram anteriormente estudadas no CPQBA (Relatério Fapesp — proc.
N° 2006/06059-3, dados ndo publicados) sabe-se que o composto menos polar (I) representa
a B-ecdisona (Apéndice E, Figura E.4), um esteroide, e os demais apontam saponinas de
diferentes polaridades. Os compostos na regido tracejada em destaque na Figura 5.10 ndo sdo

de interesse deste trabalho.
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Figura 5.10 Cromatograma (CCD) dos extratos de Pfaffia glomerata. Aplicagdo: 1: SCE — extrato supercritico;
2: SCEE - extrato supercritico com etanol como cossolvente; 3: EE — extrato etandlico; 4: HE — extrato
hidroalcodlico; 5: residuo final; 6: SCEE obtido durante despressurizagdo da etapa 2; 7: EE obtido durante
despressurizagdo da etapa 3; 8: HE obtido durante despressurizacdo da etapa 4; 9: extrato metandlico bruto
(referéncia). Eluente: cloroférmio:metanol:4cido trifluoracético 0,5% (60:40:5). Detecg@o: solugcdo de p-

anisaldeido.

A localizagdo das saponinas também puderam ser confirmadas neste trabalho a partir
de analises de tensdo superficial (item 5.5). Os extratos SCEE e EE apresentaram menor valor
de tensdo superficial indicando a presenga de saponinas e como pode-se ver na Figura 5.10
ha apenas 2 compostos (I e III) que estdo presentes nestes dois extratos, além da B-ecdisona.
Com isso, pode-se dizer que os compostos com maior capacidade de reducdo da tensdo
superficial sdo os compostos II e III, que representam as saponinas menos polares presentes

nesta espécie.

A fase mével empregada na separacdo cromatografica dos diferentes extratos foi
eficiente para o estudo com Pfaffia glomerata conforme visto na Figura 5.10, onde a

aplicacdo 1 (amostra SCE) apresentou compostos apolares que ndo possuem interesse neste
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estudo. O extrato SCEE (Figura 5.10, aplicacdo 2) apresentou, predominantemente, a 3-

ecdisona e as saponinas menos polares representadas por 1l e I11.

O extrato obtido com etanol (EE, Figura 5.10, aplica¢do 3) possui uma mistura de 3-
ecdisona (I) com saponinas de diferentes polaridades, ndo podendo-se afirmar sobre a
presenca de algum composto majoritdrio neste tipo de extrato. Por fim, o extrato
hidroalcodlico (HE, Figura 5.10, aplicacdo 4) difere-se do extrato EE por apresentar

majoritariamente o composto V.

No residuo final da extracdo (Figura 5.10, aplicacdo 5) observa-se a presenca de
saponinas, indicando que o processo de extracdo ndo conseguiu extrair todas as saponinas
presentes na amostra inicial. Neste residuo verificou-se predominancia de compostos de alta
polaridade, diferentemente do que foi observado no residuo proveniente do fracionamento
com extrato convencional de Pfaffia glomerata (Apéndice B, Figura B.2, fracdo 48),

evidenciando um melhor fracionamento das saponinas nestas condi¢des de trabalho.

Na Figura 5.11, € apresentado o cromatograma de extratos de raizes de Hebanthe
eriantha, no qual o extrato padrdo (aplicacdo 9) € um extrato enriquecido em saponinas
obtido por extracdo em sistema Soxhlet com metanol. Algumas manchas provenientes dos
extratos de Hebanthe eriantha foram visiveis somente sob luz ultravioleta a A 254 nm. Estes
compostos, juntamente como 0os compostos apolares nas condi¢des empregadas nao sao de
interesse deste trabalho e encontram-se na regido tracejada da Figura 5.11. Portanto, para esta

espécie, foram identificadas 5 manchas de interesse, com fatores de retengdo de VI a X.
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Vi
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Figura 5.11 Cromatograma (CCD) dos extratos de Hebanthe eriantha. Aplicagdo: 1: SCE - extrato
supercritico; 2: SCEE — extrato supercritico com etanol como cossolvente; 3: EE — extrato etanélico; 4: HE —
extrato hidroalcodlico; 5: residuo final; 6: SCEE obtido durante despressurizacdo da etapa 2; 7: EE obtido
durante despressurizacdo da etapa 3; 8: HE obtido durante despressurizacdo da etapa 4; e 9: extrato metandlico
bruto (referéncia). Eluente: cloroférmio:metanol:acido trifluoracético 0,5% (60:40:5). Detec¢do: solugdo de p-

anisaldeido.

O perfil dos extratos enriquecidos em saponinas de raizes de Pfaffia glomerata e
Hebanthe eriantha apresentou importantes similaridades. Os dados de tensdo superficial
(item 5.5), para amostras de Hebanthe eriantha, indicaram que as saponinas com maior
potencial de reduc¢do da tensdo superficial encontram-se nos extratos SCE e EE (Figura 5.11,
aplicagoes 2 e 3, respectivamente) portanto, para esta espécie as saponinas de interesse foram

codificadas como VII e VIII. Estas saponinas estdao em estudo por Espectrometria de massas

(EM-ESI).

No extrato supercritico (SCE, Figura 5.11, aplicacdo 1) observou-se a presenca de
compostos menos polares que as saponinas, provavelmente graxas, representados por uma
mancha roxa na parte superior da cromatoplaca (Figura 5.11, composto na regido tracejada).

O extrato proveniente da etapa 2 (SCEE, Figura 5.11, aplicacdo 2) também apresentou
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compostos que ndo sao de interesse porém, nesta etapa, iniciou-se a obtengdo das saponinas

menos polares codificadas por VII e VIIL

O extrato etandlico (EE, Figura 5.11, aplicagcdo 3) de raizes de Hebanthe eriantha
apresentou, em relacdo as saponinas, um perfil cromatogréfico similar aos extratos de Pfaffia
glomerata (Figura 5.10, aplicacdo 3). Este extrato (EE), apesar de polar, ainda continham

graxas e compostos apolares, demostrando pouca seletividade.

O residuo da extracdo, como se esperava, apresentou somente compostos mais
polares, identificadas por VIII, IX e X. E importante salientar que o composto VI, de
coloracdo vermelha (Figura 5.11) ndo pertence a classe das saponinas em estudo. Este fato é
confirmado pela sua auséncia no extrato metandlico de Hebanthe eriantha enriquecido em

saponinas obtido por sistema Soxhlet (Figura 5.11, aplicagdo 9)

Segundo Wagner (1929) o blood solvent (solvente de sangue), ¢ um revelador
especifico para saponinas cuja composicdo inclui solugdo citrato de sédio, sangue bovino
fresco e tampao fosfato de pH 7,4. Utilizando este detector, zonas brancas sao formadas na
placa, devido a hemdlise (quebra das hemdcias), que pode ocorrer imediatamente ou apds
aquecimento. No entanto, este detector ndo foi usado neste trabalho devido a falta de estrutura

laboratorial e das autorizagdes pertinentes necessarias para manuseio de material bioldgico.

Resumidamente, a partir da anélise por CCD dos extratos provenientes de raizes de
Hebanthe eriantha com foco nas saponinas, pode-se afirmar que houve um fracionamento
parcial destes compostos, pois os extratos SCEE e EE carrearam as saponinas com maior

potencial de reduc¢do da tensdo superficial (VII e VIII).

Para extratos de Melia azedarach (Figura 5.12) as amostras-referéncia utilizadas
como padrdo foram o extrato metandlico de Pfaffia glomerata (Figura 5.10, aplicagdo 11)
cujas saponinas foram anteriormente apresentadas e possuem valor de fator de retencdo
conhecido para este eluente, e amostras de extratos de Melia azedarach obtidas por sistema
Soxhlet (a extracdo foi realizada com n-hexano, acetato de etila e metanol, sucessivamente).
Vale ressaltar que foram utilizadas como referéncia os extratos obtidos na etapa com acetato
de etila (Figura 5.12, aplicacdo 1) e metanol (Figura 5.12, aplicagao 2).
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Figura 5.12 Cromatogramas (CCD) dos extratos de Melia azedarach. Aplicagdo: 1: extrato acetato de etila por
Soxhlet (referéncia); 2: extrato metandlico por Soxhlet (referéncia) 3: SCE — extrato supercritico; 4: SCEE —
extrato supercritico com etanol como cossolvente; 5: EE — extrato etandlico; 6: HE: extrato hidroalcodlico; 7:
residuo final; 8: SCEE obtido durante despressurizagdo da etapa 2; 9: EE obtido durante despressurizagdo da
etapa 3; 10: HE obtido durante despressurizacao da etapa 4; e 11: extrato metandlico bruto de Pfaffia glomerata
(referéncia). Eluente: cloroférmio:metanol:acido trifluoracético 0,5% (60:40:5). Detecg@o: solugdo de p-

anisaldeido.

As aplicagdes das referéncias indicam presenca de quatro manchas presentes em
frutos de Melia azedarach, sendo elas XI, XII, XIII e XIV. Observa-se que as amostras-
referéncia de Melia azedarach apresentaram manchas com fator de retencao similar (XIII e
XIV) as saponinas presentes em Pfaffia glomerata (Figura 5.12, aplicagdo 11 ou Figura 5.10,
aplicacdo 1), porém, ndo se pode afirmar que estes compostos sao saponinas, apenas que sao
compostos que apresentaram comportamento semelhante as saponinas ao ser submetido as

mesmas condi¢cdes cromatograficas. Para essa confirmag¢do outros testes devem ser
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realizados como anélises de tensdo superficial e indice de espuma, pardmetros que auxiliam

na confirmagao da presenca de saponinas em amostras.

Conforme dados de tensdo superficial (Tabela 5.5) pode-se observar que os menores
valores de tensdo superficial foram dos extratos SCEE e EE (26,9 e 30,7 mN.m,
respectivamente), indicando os compostos XIII e XIV como as saponinas de interesse, para

esta espécie.

O fracionamento sequencial em leito fixo proposto neste trabalho, para os compostos
presentes na Melia azedarach, foi significativo e pode ser visto na Figura 5.12. Este resultado
também foi obtido a partir das outras espécies estudadas indicando que o processo de
extracdo proposto neste trabalho representa uma boa op¢do para fracionamento destes
compostos, sendo eficiente a partir de diferentes fontes vegetais, sejam elas com
similaridades em sua composi¢do quimica como as raizes de Pfaffia glomerata e Hebanthe
eriantha, quanto com espécies com perfis quimicos bastante diferenciados como os frutos de

Melia azedarach.

No extrato supercritico (SCE) foi observada presenca de compostos apolares e
auséncia de compostos com fator de reten¢do préximo as conhecidas saponinas de Pfaffia
glomerata (Figura 5.12, aplicacdo 11). Os extratos SCEE, EE e HE (Figura 5.12, aplicacdes
4, 5 e 6) apresentaram manchas codificadas por XIII e XIV sendo que o extrato SCEE ainda
continha compostos graxos (XI). Os extratos EE e HE apresentaram composi¢ao quimica

similar, porém no extrato EE verificou-se predominancia da mancha codificada XIII.

E importante salientar que ainda ndo hd na literatura uma metodologia para
quantificar saponinas destas espécies por HPLC. O desenvolvimento de uma ferramenta
analitica € um trabalho laborioso e, por isso, além das andlises por CCD estes extratos
também foram avaliados através de medidas de tensdo superficial, visto que saponinas sao

tensoativos naturais.
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5.5 Tensao Superficial

Para a andlise de extratos contendo saponinas previu-se a andlise através de medidas
de tensao superficial. Para melhor compreensao dos valores numéricos das medidas de tensao
superficial obtidos, optou-se por usar como referéncia um tensoativo sintético, dodecil

sulfato de sédio, de amplo uso comercial.

As andlises de tensdo superficial foram realizadas em amostras de extratos soliveis
em agua deionizada. Por isso, os extratos analisados, para todas as matrizes vegetais, foram

SCEE, EE e HE. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 5.4.

Tabela 5.4 Andlises de tensdo superficial de solu¢des aquosas de extratos de Pfaffia glomerata, Hebanthe

eriantha e Melia azedarach.

Tenséao Superficial (mN.m™!)

Concentracao
Amostra (@ LY Pfaffia Hebanthe Melia
& glomerata eriantha azedarach
20 25,0+0,2 25,1+0,5 42,1 £0,6
SCEE
40 - - 26,9+ 0,4
20 29,5+0,9 27,1 £0,7 43,5+0,2
EE
40 - - 30,7 £ 0,6
20 41,8+ 1,2 49,6 + 0,6 43,1 +0,4
HE
40 41,6 £0,9 48,4 +0,6 37,7+£0,5
SDS > CMC 36,3 + 1,3*
- 72,4+ 0,4

Agua Deionizada

SCEE: Extrato supercritico com etanol, EE: Extrato etandlico, HE: Extrato hidroalcodlico, SDS: dodecil sulfato
de sddio (surfactante sintético);

*Média dos valores de tensdo superficial para solu¢des aquosas de SDS, acima do seu CMC;
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De acordo com a Tabela 5.4, nota-se que os extratos foram analisados em solucdo de
20 e 40 gL', Estes valores foram determinados com base na quantidade de amostra

disponivel e de forma que todos os extratos fossem analisados nas mesmas condigdes.

Sabe-se que os tensoativos, quando em solugdo, devido a presenca do grupo lipofilico
ocupam preferencialmente a superficie do liquido, diminuindo a for¢a de coesdo entre as
moléculas do solvente e, consequentemente, diminuindo a tensdo superficial (Behring et al.,
2004). Além da capacidade de alterar as propriedades superficiais e interfaciais de um
liquido, os surfactantes apresentam outra propriedade fundamental relacionada a tendéncia
de formar agregados chamados micelas que, geralmente, se formam em baixas concentracoes
em agua. A concentracido minima na qual se inicia a formacdo de micelas chama-se
concentracdo micelar critica (CMC), sendo uma importante caracteristica de um surfactante

(Barros et al., 2007).

A curva padrdo obtida para o dodecil sulfato de sédio estd representada na Figura
5.13. Observa-se que para determinado valor de concentracdo ndo € possivel aumentar a
capacidade de reduzir a tensdo superficial, ou seja, neste ponto a superficie se encontra
saturada e as micelas ficam dispersas em toda a solu¢do, ndo apresentando mais efeito sobre
a tensdo superficial (Behring et al., 2004). A menor tensdo superficial verificada para
solugdes de dodecil sulfato de sédio foi em torno de 32 mN.m'. Os dados podem ser

visualizados no Apéndice F.

Miles e Shedlovsky (1944) também observaram uma clara queda no valor da tensao
superficial para a curva analitica de SDS. Acredita-se que esta irregularidade nos pontos da
curva de tensdo superficial vs. concentracio seja devido as impurezas presentes na solugao

de SDS.
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Figura 5.13 Gréfico de tensdo superficial vs. concentragdo para solu¢des aquosas de dodecil sulfato de sédio

(SDS).

Extratos de Pfaffia glomerata (Figura 5.14) na concentragio de 20 g.L"! apresentaram
diferengas significativas (p < 0,05) em relagdo a capacidade de reducdo da tensao superficial.
O extrato supercritico com etanol (SCEE) foi o extrato que apresentou menor tensiao
superficial (25,0 mN.m™), seguido do extrato etandlico (29,5 mN.m!) e extrato

hidroalcoélico (41,8 mN.m™).

Como discutido no item 5.4, sugere-se que os compostos com maior capacidade de
reducgdo da tensdo superficial sdo as saponinas de menor polaridade. Este resultado é coerente

com informagdes encontradas na literatura. De acordo com Decroos et al. (2006), a

BN

quantidade de cadeias de acucares ligadas a aglicona afeta a CMC de saponinas, pois
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saponinas monodesmosidicas (com uma cadeia de acicares ligada a aglicona) isoladas de
graos de soja apresentaram melhor capacidade de reducdo da tensdo superficial quando

comparadas as saponinas bidesmosidicas (com duas cadeias de actcares).
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Figura 5.14 Andlise estatistica dos valores de tensdo superficial de extratos de raizes de Pfaffia glomerata.
Letras iguais equivalem a médias estatisticamente iguais (p < 0,05). SCEE: Extrato supercritico com etanol,
EE: Extrato etandlico, HE: Extrato hidroalcodlico, SDS: dodecil sulfato de sédio 1,0 g.L'! (surfactante

sintético).

Vale ressaltar que 70 a 75% dos surfactantes consumidos em paises industrializados
sdo de origem petroquimica, porém, hd uma tendéncia para substitui-los por produtos
naturais, biodegradaveis. Na Tabela 5.5 sdo apresentadas as principais classes de
surfactantes. Dentre os surfactantes naturais listados somente as saponinas estdo presentes
nas espécies estudadas neste trabalho, indicando que o potencial de reducdo da tensdo

superficial encontrada nestes extratos € devido a presenca de saponinas.

Os valores de tensdo superficial das solugdes 20 e 40 g.L"! do extrato hidroalcodlico
(HE) apresentaram-se estatisticamente iguais, sugerindo que 20 g.L! representa uma

concentracdo igual ou superior a CMC destas saponinas. De acordo com Behring et al.
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(2004), em valores acima da CMC, a superficie ja se encontra saturada e as micelas ficam

dispersas em toda a solucdo, ndo apresentando mais efeito sobre a tensdo superficial.

Tabela 5.5 Principais grupos de surfactantes de origem natural e sintética (Nitschke e Pastore, 2002).

Naturais Sintéticos
Alquil poliglicosideos Alcanolaminas
Biosurfactantes Alquil aril éter carboxilatos
Amidas de 4cidos graxos Alquil aril sulfatos
Aminas de 4cidos graxos Alquil aril éter sulfatos
Glucamidas Alquil etoxilados
Lecitinas Alquil sulfonatos
Derivados de proteinas Alquil fenol etoxilados
Saponinas Aminodxidos
Sorbitol e ésteres de sorbitan Betainas
Esteres de sacarose Co-polimeros de 6xido de etil/propileno
Sulfatos de dlcoois graxos naturais Acidos graxos etoxilados

Dentre os extratos de Hebanthe eriantha (Figura 5.15) verificou-se comportamento
similar ao de extratos de Pfaffia glomerata, ou seja, quanto maior a polaridade do solvente
utilizado para a extragdo menor a capacidade de redugdo da tensdo superficial do extrato
obtido. Porém, nao foi verificada diferenca significativa (p<0.05) entre os extratos SCEE e

EE. Logo, para esta espécie, a tensdo superficial de HE > EE = SCEE.

Nota-se, ainda, que os extratos SCEE e EE de ambas as espécies reduzem a tensao
superficial a valores menores que o minimo atingido pelo dodecil sulfato de sédio,
surfactante sintético utilizado como padrdo, portanto, apresentam um maior poder surfactante

que este surfactante sintético.
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Além disso, as médias dos valores de tensdo superficial nas duas concentracdes
testadas ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5 % de significincia, ou seja, a
tensdo superficial ndo foi reduzida com o aumento da concentragdo de extrato hidroalcodlico,
sugerindo que as saponinas de Hebanthe eriantha também possuem CMC <20 g.L"!. Apesar
do alto valor de tensao superficial dos extratos hidroalcodlicos (HE), foi observada formacao
de espuma intensa nestes extratos. Com isso, verificou-se que neste caso ndo hd,
necessariamente, relacdo entre capacidade de formacao de espuma e a capacidade de reducao

da tensao superficial.
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Figura 5.15 Anilise estatistica dos valores de tensdo superficial de extratos de raizes de Hebanthe eriantha.
Letras iguais equivalem a médias estatisticamente iguais (p < 0,05). SCEE: Extrato supercritico com etanol,
EE: Extrato etandlico, HE: Extrato hidroalcodlico, SDS: dodecil sulfato de sédio 1,0 gL' (surfactante

sintético).

A influéncia da concentracdo na tensdo superficial ndo pdde ser analisada para os
demais extratos (SCEE e EE) de Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha devido as
quantidades de amostras disponiveis (baixo rendimento de extragdo). Porém, acredita-se que
0 mesmo comportamento seria obtido, ou seja, que a concentracao micelar critica ja tenha

sido atingida a 20 g.L"!, ndo sendo possivel obter valores menores de tensdo superficial.
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As andlises de tensdo superficial dos extratos de Melia azedarach foram realizadas
em duas concentracdes (20 e 40 g.L'!") para todos os extratos estudados e os resultados estdo
representados na Figura 5.16. Observa-se a influéncia da concentracdo de todos os extratos
na tensdo superficial da solucdo, sugerindo que a superficie das solucdes a 20 g.L"! ainda nio
se encontravam saturadas em micelas das saponinas (surfactantes naturais). Esta influéncia
foi mais significativa no extrato SCE de Melia azedarach, pois verificou-se variagdo da
tensdo superficial de 42 mN.m™! para 27 mN.m™ ao aumentar-se a concentracio do extrato

de 20 g.L°! para 40 g.L'\.

Esta diferenca nos valores de tensdo superficial ndo permite prever o valor de CMC
das saponinas presentes em frutos de Melia azedarach. Para tal, serd necessario testar
amostras de concentragdes mais elevadas ou construir uma curva (tensao superficial vs.

concentragdo) para obten¢do da CMC das saponinas presentes nesta espécie.
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Figura 5.16 Anilise estatistica dos valores de tensdo superficial de extratos de frutos de Melia azedarach.
Letras iguais equivalem a médias estatisticamente iguais (p < 0,05). SCEE: Extrato supercritico com etanol,

EE: Extrato etandlico, HE: Extrato hidroalcodlico, SDS: dodecil sulfato de sédio (surfactante sintético).

Conforme apresentado na Figura 5.16, nas concentracOes testadas o extrato

supercritico com etanol (SCEE) de Melia azedarach mostrou melhor capacidade de reducao
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da tensao superficial, sugerindo este extrato contém as saponinas com maior potencial para

reduzir tensdo superficial. Além disso, observou-se que somente na concentragdo de 40 g.LL
! os extratos (SCEE e EE) desta espécie apresentaram melhor capacidade de reducdo da

tensao superficial, quando comparados ao dodecil sulfato de sédio.

Na concentragdo de 20 g.L'! ndo foi verificada diferenca nos valores de tensdo
superficial entre os extratos etandlicos e hidroalcodlicos (EE e HE), sendo estes capazes de

reduzir a tensdo superficial da 4gua de aproximadamente 72 mN.m™! para 43 mN.m™.

Um diagrama de blocos (Figura 5.17) foi construido para comparagdo entre os
resultados de tensdo superficial obtidos para as diferentes matrizes vegetais. Nota-se que
extratos etandlicos (EE) de Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha apresentaram capacidade
de reducdo superficial semelhantes entre si (29 e 27 mN.m™!, respectivamente) e menores que
o extrato EE de Melia azedarach (43 mN.m™"). Por outro lado, o extrato hidroalcoélico (HE)
de Hebanthe eriantha apresentou o maior valor de tensido superficial comparando-o aos

extratos HE provenientes de Pfaffia glomerata e Melia azedarach.
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Figura 5.17 Comparagao entre tensdes superficiais de extratos de Pfaffia glomerata, Hebanthe eriantha e Melia
azedarach a20 g.L'!. SCEE: Extrato supercritico com etanol, EE: Extrato etandlico, HE: Extrato hidroalcodlico,

SDS: dodecil sulfato de sédio 1,0 g.L'! (surfactante sintético).
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Em relacdo aos extratos SCEE, verifica-se uma capacidade inferior do extrato de
Melia azedarach para redugio da tensdo superficial (= 42 mN.m™'), porém vale ressaltar que
os extratos obtidos pela mistura supercritico e etanol (SCEE) de Pfaffia glomerata e
Hebanthe eriantha forneceram valores de tensdo superficial (= 25 mN.m™') compariveis a
surfactina, um biosurfactante produzido por Bacillus subtilis, conhecido por ter 6tima
atividade superficial, capaz de reduzir a tensdo superficial da dgua (20 °C) de 72 para 27

mN.m"! (Horowitz et al., 1990).

Saponinas comerciais isoladas de Quillaia de diversas marcas utilizadas foram
analisadas por Mitra e Dungan (1997) e verificou-se, por analises de tensdo superficial, que
a CMC, a 298 K (25 °C), dessas saponinas variaram de 0,51 a 0,72 g.L'l, porém a menor
tensdo superficial relatada foi maior que 35 mN.m!, resultado superior aos obtidos neste
trabalho. Stanimirova et al. (2011) também analisou extratos de Quillaja saponaria,
origindrias do Chile e obtidos por diferentes métodos de purificagio e foi verificado que a
CMC destes extratos a 25 °C apresentou-se na concentracio de 0,25 g.L! e os menores

valores de tensdo superficial foram em torno de 40 mN.m..

Saponinas de soja, estudadas por Decroos et al. (2006), apresentam valores de CMC
<1 gL, porém todas as tensdes superficiais relatadas sdo maiores que 40 mN.m'. Estudos
com extratos vegetais ricos em saponinas foram realizados por Ribeiro et al. (2013), no qual
se verificou que extratos de Jud e Sisal apresentaram reducdo da tensao superficial a valores
entre 35 e 40 mN.m™!'. Extratos de ginseng asidtico, contendo ginsenosideos, apresentam
CMC de 0.339 g.L'! e os menores valores de tensdo superficial relatados foram préximos a

40 mN.m! (Xiong et al., 2008).

Os bons resultados de tens@o superficial para os extratos SCEE das trés matrizes
vegetais obtidos neste trabalho indicaram a seletividade do diéxido de carbono supercritico
para extrair saponinas com maior capacidade para reduzir tensdo superficial de solucdes

aquosas quando este € aplicado utilizando etanol como cossolvente.
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5.6 Fenois e Flavonoides Totais

O teor de fendis e flavonoides nos extratos de Melia azedarach € apresentado na
Tabela 5.6 e as curvas analitica de 4cido gdlico e catequina para estas andlises,

respectivamente, estdo representadas no Apéndice F.

Tabela 5.6 Concentracio e rendimento de fendis e flavonoides totais para extratos de Melia azedarach.

Fenois Totais Flavonoides Totais
Extrato
C R C* R*
SCE - - - -
SCEE 20,59 + 1,17 1,32 £ 0,30 35,35+ 1,39 227 £0,48
EE 5,69 +£0,32 1,08 +£0,17 1,99 + 0,38 0,38 +0,11
HE 21,60 1,57 2,67 £0,28 5,74 £ 1,17 0,71 £0,17

C = concentragdo de fenéis expressa em mg EAG/g extrato;

R = rendimento de fendis expressa em mg EAG/g matéria prima;

C* = concentragdo de flavonoides expressa em mg EC/g extrato;

R* =rendimento de flavonoides expressa em mg EC/g matéria prima.

Andlises com o extrato supercritico (SCE) nao puderam ser realizadas devido a baixa
solubilidade dos extratos em dgua. As solucdes apresentavam-se turvas com o decorrer da
metodologia experimental fornecendo, por isso, valores altos de absorbancia, diferentemente
dos valores obtidos pela curva padrio no qual observava-se coloragcdo caracteristica,

resultado da reacao entre os compostos de interesse e os reagentes utilizados.

Orhan et al. (2012a) verificaram a concentracdo de flavonoides totais em extratos
convencionais de frutos de Melia azedarach, expressos em equivalente de quercetina, os
quais variaram de 20 a 75 mg EQ/g de extrato. O maior teor de flavonoides totais foi obtido
utilizando acetato de etila como solvente. Estes resultados sdo superiores aos encontrados

nos extratos SCEE, EE e HE, obtidos neste trabalho.
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A Figura 5.18 apresenta os resultados na forma de diagramas acompanhados dos
resultados da andlise estatistica de comparacdo das médias entre os diferentes extratos
obtidos (teste Tukey a 5 % de significincia). Nota-se que o comportamento dos extratos nao

se mostrou similar para as duas andlises realizadas (fendis e flavonoides totais).
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Figura 5.18 Comparacido das concentragdes e rendimentos de fendis e flavonoides totais em extratos de Melia

azedarach. Letras iguais equivalem a médias estatisticamente iguais (p < 0,05).

Para a andlise do teor de fendis totais, os resultados indicam que a fracdo que
apresentou maior teor de fendis totais expressos em mg EAG/g extrato foi o extrato
hidroalcodlico (HE), sendo este considerado com o teor de fendis totais estatisticamente igual
ao extrato obtido com scCO; + etanol (SCEE). A menor concentracdo de fendis totais,

portanto, foi obtida no extrato etandlico (EE).

A obtencdo de compostos fendlicos em todos os tipos de extratos sugere a presencga
de diferentes tipos de compostos nesta planta, sendo constituida tanto de compostos fendlicos
mais polares, extraidos no extrato hidroalcodlico, quanto menos polares, extraidos no extrato

supercritico + etanol.

Para a andlise de teor de flavonoides totais, verifica-se que todos os extratos
apresentaram médias diferentes (p < 0,05), sendo SCEE > HE > EE. Observa-se que o teor

de flavonoides totais € maior que o teor de fenois totais em amostras de SCEE. Este resultado
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ndo era esperado, pois uma vez que os flavonoides sdo compostos pertencentes ao grupo dos
fendis totais, seu valor deveria ser igual ou inferior ao teor de fendis totais. Porém, este
comportamento também foi observado nos extratos supercriticos de Arrabidaea chica (Paula

et al., 2013) e Eugenia uniflora (Martinez-Correa et al., 2011).

O rendimento de extracdo de compostos fendlicos em extratos hidroalcodlicos,
expresso em mg de EAG/g de matéria-prima, foi o maior entre os trés extratos testados. Nao

foi verificada diferencga (p < 0,05) entre o rendimento de extracdo de fen6is em SCEE e EE.

Os resultados das anélises de flavonoides totais foram similares e independentes da
forma com que os dados foram apresentados, ou seja, tanto em concentracio quanto em
rendimento, observou-se que todos os extratos apresentaram médias diferentes (p < 0,05),

sendo SCEE > HE > EE.

De forma geral, a solucao etanol/dgua (70:30 v/v) destacou-se em extrair compostos
fendlicos de frutos de Melia azedarach (maior rendimento) e obtendo extratos com elevada
concentracio de fendis totais expressos em equivalente de 4cido galico. E importante
ressaltar que, apesar da concentragdo destes compostos no extrato hidroalcodlico (HE) ser
baixa comparado a extratos de outras fontes vegetais, estes extratos podem ser obtidos como
coproduto no processo de extragdo de saponinas que apresentam acdo surfactante, que se
encontram mais concentradas no extrato supercritico com etanol (SCEE), como visto na

secdo 5.5.
5.7 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Inicialmente a amostra retida na armadilha Porapak-Q (extrato SCE-V) provenientes
de frutos de Melia azedarach foi analisada em condi¢des cromatograficas especificas para
compostos volateis (método 1 - descrito em 4.5.5), porém, o método nio detectou presenca
destes compostos em SCE-V. O cromatograma do extrato SCE-V nestas condicdes pode ser

visualizado no Apéndice G (Figura G.1)

As amostras SCE-V e SCE de frutos de Melia azedarach foram, entdo, analisadas de

acordo com o método 2 (descrito em 4.5.5). O cromatograma obtido para a amostra SCE-V
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¢ apresentado na Figura 5.19 e a Tabela 5.7 lista os compostos identificados neste extrato

(SCE-V).
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Figura 5.19 Cromatograma (CG-EM) do extrato retido no Porapak-Q (SCE-V) de frutos de Melia azedarach.

Foram identificadas os ésteres etilicos dos acidos decandico, dodecandico e linoleico,

além do hidroxitolueno butilado e y-sitosterol.

Os dois compostos derivados do 4cido linoleico (4 e 5 — Tabela 5.7) correspondem a
aproximadamente 47 %, em area relativa, do extrato SCE-V de frutos de Melia azedarach.
Este resultado € coerente com dados encontrados na literatura, pois, em estudos anteriores,
Orhan et al. (2012b) determinaram que o 6leo proveniente de frutos de Melia azedarach é
constituido majoritariamente por dcido linoleico, representando 62,8 % da composi¢ao deste

dleo.
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Tabela 5.7 Compostos identificados no extrato retido na armadilha Porapak-Q (SCE-V) de frutos de Melia
azedarach por CG-EM.

Composto Tempo de Composto Massa Probabilidade  Area
Retencao Identificado Molecular (NIST) (%) Relativa
. (%)
(min)

1 7,94 Ester etilico do 200 97 12,43
acido decandico

2 10,45 Hidroxitolueno 220 94 2,78

butilado
3 12,02 Ester etilico do 228 93 4,94
acido
dodecanodico

4 23,15 Ester etilico do 308 99 5,19
acido linoleico

5 28,29 Ester derivado do 336 - 41,83
acido linoleico

6 43,18 y-sitosterol 414 99 29,79

O resultado da andlise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) para o extrato supercritico (SCE) de frutos de Melia azedarach é apresentado na
Figura 5.20. A lista dos compostos identificados, de acordo com a biblioteca NIST, ¢é

apresentada na Tabela 5.8.
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Figura 5.20 Cromatograma (CG-EM) dos constituintes quimicos do extrato supercritico (SCE) de frutos de

Melia azedarach.

Tabela 5.8 Compostos identificados no extrato supercritico (SCE) de frutos de Melia azedarach por CG-EM.

Composto Tempo de Composto Massa  Probabilidade Area
Retencao Identificado Molecular (NIST) (%) Relativa
(min) (%)
1 12,02 Ester etilico do 228 96 2,38
acido
dodecandico
2 20,08 Ester etilico do 284 98 3,83
acido
hexadecanodico
3 28,29 Ester derivado do 336 - 14,69
acido linoleico
4 28,34 9,12 — acido 280 89 15,65
octadecadiendico

(acido linoleico)

5 43,18 y-sitosterol 414 99 6,06
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Os compostos identificados em extratos SCE foram o gama-sistosterol e os ésteres

etilicos dos acidos dodecandico, octadecadiendico e hexadecandico.

O éster etilico do acido hexadecandico também foi identificado por Yang et al. (2011)
em extratos de cascas de Melia azedarach obtidos por ultrassom, porém este composto ndao
foi encontrado em extratos obtidos por Soxhlet e por headspace e microextracio em fase
solida (HS-SPME) da mesma parte desta planta devido a seletividade dos destes métodos
serem diferentes. Ainda nesse trabalho observou-se que os 4cidos, em geral, representam a

classe quimica mais abundante em extratos obtidos por Soxhlet.

Comparando os perfis cromatograficos dos extratos SCE e SCE-V verifica-se grandes
similaridades entre estas amostras, indicando provdvel perda de massa do extrato

supercritico, sendo esta recolhida na armadilha Porapak-Q.

O composto com tempo de retenc¢do de 28,29 minutos € 0 composto majoritirio em
ambos os extratos analisados (SCE e SCE-V). Este composto nao foi identificado (com alta
probabilidade) pela biblioteca NIST, porém acredita-se que seja um éster derivado do 4dcido
linoleico pelo padrao de fragmentacdo observado no espectro de massas desse composto

(Faria et al., 2007).

5.8 Espectrometria de Massas por ESI

Os extratos de Melia azedarach foram submetidos as andlises por espectrometria de
massas no espectrometro Citius - HRT operando no modo positivo e negativo. A partir de
dados encontrados na literatura alguns picos foram associados a compostos anteriormente
descritos na literatura, porém, como nao ha estudos sobre as saponinas desta espécie a

identificacdo destas se torna um procedimento um pouco mais trabalhoso.

A Figura 5.21 apresenta os espectros de massas do extrato supercritico (SCE) no
modo negativo e positivo. No modo negativo (Figura 5.21a) verifica-se que os trés maiores
sinais, em ordem decrescente, foram os ions moleculares [M-H] m/z 279, m/z 227 e m/z 255.

Estes sinais correspondem ao dcido linoleico (3), dcido palmitico (1) e 4dcido miristico (2),
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respectivamente, pois had relatos da presenca destes dcidos graxos em frutos de Melia

azedarach (Orhan et al., 2012b).
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Figura 5.21 Espectros de massas ESI-MS do extrato supercritico (SCE) de Melia azedarach: (a) ESI(-)-MS e
(b) ESI(+)-MS.

Na tentativa de identificacdo dos fons presentes na andlise por ESI(+)-MS do extrato
SCE (Figura 5.21b) os fons obtidos foram comparados com dados de constituintes de Melia

azedarach anteriormente descritos na literatura.

Desta forma, sugere-se que o fon molecular com massa/carga (m/z) em 453 (4)

represente um aduto de potassio [M+K]*. Neste caso, a massa molecular do composto seria
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414, similar ao composto identificado por andlise de cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas, na qual este foi identificado como sendo o y-sitosterol (esteroide).

O fon m/z 471 (Figura 5.21b, 5) foi identificado por Wu et al. (2009) como um
esteroide ((20S)-5-ergostene-3p,7a,16p,20-tretol) em folhas de Melia azedarach na forma de
um aduto de sodio representado por [M+Na]* 471 m/z.

Por outro lado, o fon 6, em m/z 535, foi identificado, em cascas desta espécie, por Wu
et al. (2011) como um triterpenoide (3f5-acetoxy-12[-hidroxy-eupha-7,24-dien-21,16p-
olide).

Por fim, sugere-se que o fon molecular em m/z 584 [M+H]* (Figura 5.21b) represente
a azedaraquina C (7), um limonoide presente em partes de Melia azedarach e que apresenta
atividade inseticida. Ele foi identificado pela primeira vez por Huang et al. (1995) em cascas

da raiz desta espécie.

A Figura 5.22 representa o espectro de massas no modo negativo (ESI(-)-MS) do
extrato supercritico com etanol (SCEE). Observa-se presenca de compostos fendlicos neste
extrato, sendo estes o dcido cafeico (m/z 179 [M-H]", composto 9) e o 4cido mdlico (m/z 133

[M-H]", composto 8), anteriormente descritos em frutos desta espécie (Aoudia et al., 2012).
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Figura 5.22 Espectro de massas ESI(-)-MS do extrato supercritico com etanol (SCEE) de Melia azedarach.

O espectro ESI(-)-MS do extrato etandlico (EE) é apresentado na Figura 5.23. Neste
também foram identificados o dcido cafeico (m/z 179 [M-H]", composto 9) e o dcido malico
(m/z 133 [M-H]J", composto 8), presentes no extrato SCEE (Figura 5.22). Observa-se também
que, enquanto no extrato SCEE os 4cidos fendlicos (m/z 133 e m/z 179) encontrem-se em
maior intensidade em rela¢do ao fon de m/z 341 (10), observa-se o inverso no extrato EE.
Este resultado pode confirmar a maior concentracdo de fendis totais no extrato SCEE em

relac@o ao extrato EE, conforme verificado na secdo 5.6.
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Figura 5.23 Espectro de massas ESI(-)-MS do extrato etandlico (EE) de Melia azedarach.

Visto que o foco deste trabalho sdo as saponinas, compostos de massa molecular
elevada, andlises por fragmentagdo MS/MS foram realizadas com os fons m/z 521 e m/z 683
(Figura 5.23, sinais 11 e 12, respectivamente). Os resultados encontram-se nas Figuras 5.24
e 5.25. Na Figura 5.24 observou-se que a fragmentacdo do fon m/z 521 resultou nos ion
fragmentados m/z 179 ¢ m/z 341. O ion m/z 341 ¢é consistente com a sacarose

(dissacarideo), ja o ion m/z 521 pode ser uma sacarose ligado a outro agucar.

A fragmentacdo do fon m/z 683 (Figura 5.25) indicou que este ion ¢ um cluster do
ion m/z 341 (10). Estes resultados ndo permitiram sugerir uma estrutura para as saponinas,
visto que nao pdde ser visualizada uma aglicona, com nucleo triterpé€nico ou esteroide, nas
andlises de fragmentacdo ESI(-)-MS/MS. A presenca destes actcares pode ter suprimido a

identificacdo das saponinas.
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Figura 5.24 Espectro ESI(-)-MS/MS do ion m/z 521 do extrato etandlico (EE) de Melia azedarach.
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Figura 5.25 Espectro ESI(-)-MS/MS do ion m/z 683 do extrato etandlico (EE) de Melia azedarach.

miz

Por fim, no extrato hidroalcodlico (HE) sé foi possivel a identificagdo do dcido mélico

(m/z 133 [M-H]J’), porém este se apresenta como um composto minoritdrio neste extrato. Os

espectros de massas para o extrato hidroalcodlico, assim como os espectros de todos os

extratos de Melia azedarach, podem ser visualizados no Apéndice H.
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6. Conclusoes

Extratos hidroalcodlicos (HE) de Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha
apresentaram maior rendimento de extragdo comparado aos extratos obtidos com outros
solventes (SCE, SCEE, EE). Quanto maior a polaridade do solvente utilizado na extracao
maior o rendimento de extracio obtido, ou seja, HE > EE > SCEE > SCE, indicando presenga

majoritaria de compostos de alta polaridade em raizes de ginseng brasileiro.

O rendimento global de extragdo para Hebanthe eriantha foi maior que o obtido por

métodos convencionais de extracao que utilizam metanol como solvente.

Na extrac¢do com frutos de Melia azedarach, ndo foi verificada uma tendéncia quanto
a polaridade do solvente utilizado e o rendimento da extracdo. O extrato etandlico (EE)
apresentou o maior rendimento de extracdo para esta espécie. Os demais extratos

apresentaram-se na seguinte ordem: HE > SCE > SCEE.

As andlises por CCD mostraram que o processo de extracdo foi seletivo de acordo
com a polaridade do solvente para todas as matrizes vegetais estudadas. O extrato
supercritico nao apresentou saponinas e os demais extratos forneceram fracdes enriquecidas

em diferentes grupos de compostos (saponinas).

Os extratos obtidos pela mistura de di6xido de carbono e etanol (70:30 m/m) (SCEE)
apresentaram maior capacidade de redug¢do da tensdo superficial para as trés matrizes
vegetais estudadas, sugerindo que esta capacidade estd associada a presenca de saponinas de

menor polaridade no extrato.

A capacidade de reducdo da tensdo superficial dos extratos SCEE de Pfaffia
glomerata e Hebanthe eriantha foi similar a da surfactina, um excelente biossurfactante
capaz de reduzir a tensdo superficial da 4gua para 27 mN.m™'. E ainda, verificou-se que as
saponinas de ginseng brasileiro apresentam CMC < 20 mg.mL, diferentemente das

saponinas presentes em Melia azedarach.
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Os extratos hidroalcodlico (HE) e supercritico com etanol (SCEE) de Melia
azedarach se destacaram em relacdo a concentracdo e rendimento de extracdo em compostos
fendlicos. Porém, é importante ressaltar que, apesar da concentracdo destes compostos no
extrato hidroalcodlico (HE) serem baixas comparadas a extratos de outras fontes vegetais,
este extrato pode ser obtido como coproduto no processo de extracdo de saponinas que

apresentam ac¢do surfactante (mais concentradas no extrato SCEE).

Nao foi detectada presenca significativa de compostos voléteis em frutos de Melia
azedarach por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, sendo verificada

presenca de dcidos graxos no extrato SCE-V, assim como no extrato SCE.

Em relacdo a andlise por espectrometria de massas (ESI-MS) de extratos de Melia
azedarach, foram identificados &acidos graxos (4dcido linoleico, dcido palmitico e 4cido
miristico), dois esteroides, um triterpeno e azedaraquina C (limonoide) em extratos SCE; e

compostos fenodlicos (4cido cafeico e dcido mélico) nos demais extratos.

Resumidamente, o processo de extracao sequencial em leito fixo utilizando solventes
“verdes” mostrou ser uma boa alternativa ao uso de solventes organicos para extrair e
fracionar as saponinas presentes em diferentes fontes vegetais, incluindo espécies ricas em
saponinas como Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha, e matrizes vegetais com composicao

bastante diversificada como frutos de Melia azedarach.

Além disso, os bons resultados obtidos de tensdo superficial para extratos SCEE das
trés matrizes vegetais indicam a seletividade do diéxido de carbono supercritico para extrair
saponinas com maior capacidade para reduzir tensdo superficial de solu¢des aquosas quando

este € utilizado com etanol como cossolvente.

Futuramente, deseja-se extrair e fracionar saponinas presentes nestas matrizes
vegetais utilizando o scCO> como antissolvente para precipitar os compostos de interesse.
No entanto, vale ressaltar que o desenvolvimento de uma metodologia para quantificacdo das

saponinas presentes nestes extratos seria um importante complemento para este trabalho.
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Apéndices

Apéndice A - Estrutura de Compostos Quimicos

(1) Ecdisterona: R= OH
(2) Taxisterona: R=H

(5) Pfaffiaglicosideo B

(8) Pfaffiaglicosideo E

Figura A.1 Estrutura de alguns compostos presentes em raizes de Pfaffia glomerata (Nakamura et al., 2010) .
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COOR,

R,O
CO,H CO,CiH, CO,CH,
The O H
(8) Estigmasterol
HO 5 H HO H HO H CO,H CH,0H
@ @ & € €
HO HOH H HOH HO HOH HO HOH HO HOH
Glil Gli2 Gli3 Gli4 Glis I/CHz
R1 R2
(1) Acido Pfaffico H H

(2) Pfaffosideo A Glil H
(3) Pfaffosideo B Glil G5
(4) Pfaffosideo C Gli4 Gli 5
(5) Pfaffosideo D Gli2 Gli5
(6) Pfaffosideo E Gli3 Gli 5 (9) Sitosterol
(7) Pfaffosideo F Gli 4 H

Figura A.2 Estrutura de alguns compostos presentes em raizes de Hebanthe eriantha (Takemoto et al., 1983;

Nakai et al., 1984; Nishimoto et al., 1984).
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0
HO e .
o
(4] oH - -\\\-‘/
1. Acido Mailico 2. Acido Caféico
NS -

P
"

Cn

3. Acido Gailico

5. Catequina

o)

CH3(CH2)3CH2/=\/=\/\/\/\/U\OH

3. Acido Linoléico

@) @)
CH3(CH2)13CH2)I\OH CH3(CHa)44 CHg)J\OH
4. Acido Palmitico 5. Acido Miristico

Figura A.3 Estrutura de alguns compostos presentes em frutos de Melia azedarach (Aoudia et al., 2012; Orhan

et al., 2012b).
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Apéndice B - Resultados Preliminares
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Figura B.1 Cinética de extracdo em leito fixo em etapas sequenciais (SCE, SCEE, EE, HE) a partir do extrato

metandlico convencional de Pfaffia glomerata.
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1»1 G- B OB B B B GBS ]
EB 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
"

EB 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

&'tmq

R I R -

A

Figura B.2 Cromatograma (CCD) das fra¢des obtidas pela extracdo sequencial a partir do extrato metanélico

39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 S0

convencional de Pfaffia glomerata. Aplicagdo: EB: extrato metandlico bruto; 1 a 8: extrato supercritico (SCE);
9 a 21: extrato supercritico com etanol como cossolvente (SCEE); 22 a 35, 49 e 50: extrato etandlico (EE); 36
a 470: extrato hidroalcodlico (HE); 48: residuo final. Eluente: cloroférmio:metanol:acido trifluoracético 0,5%

(60:40:5). Detecgao: solugdo de p-anisaldeido.
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Apéndice C - Analises Granulométricas

Tabela C.1 Analise granulométrica de raizes moidas de Pfaffia glomerata.

Peneira (Tyler) Diametro Abertura (mm) Massa Retida (%) d, (mm)
24 0,710 4,95 0,843
32 0,500 17,76 0,596
60 0,250 31,87 0,354
100 0,150 12,43 0,194
170 0,090 12,33 0,116
270 0,053 14,79 0,069

fundo - 5,86 0,045
35
30 |
25
g
S 20
ol _
14
® 154 o
® L
=
10 4
5 -
0 T T T T
0,0 0.2 0.4 06 0.8 1,0

Diametro (mm)

Figura C.1 Distribuicdo das particulas de raizes moidas de Pfaffia glomerata.
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Tabela C.2 Andlise granulométrica de raizes moidas de Hebanthe eriantha.

Peneira (Tyler) Diametro Abertura (mm) Massa Retida (%) d, (mm)
16 1,00 5,23 1,183
24 0,71 15,91 0,843
32 0,50 21,45 0,596
48 0,30 28,76 0,387
60 0,25 7,96 0,274
100 0,15 10,04 0,194
fundo - 10,64 0,116
35
30 - _
25 -
S
S T
3 20
©
m T
& 15
@
=
10
5 - ﬂ
0 T T T T T T T
0,2 0,4 0,6 08 1,0 1,2 1,4
Diametro (mm)

Figura C.2 Distribuicdo das particulas de raizes moidas de Hebanthe eriantha.
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Tabela C.3 Analise granulométrica de frutos moidos de Melia azedarach.

Peneira (Tyler) Diametro Abertura (mm) Massa Retida (%) d, (mm)
12 1,40 6,11 1,673
16 1,00 6,39 1,183
24 0,71 35,26 0,843
32 0,50 44,88 0,596
48 0,30 6,92 0,387
60 0,25 0,27 0,274
fundo - 0,18 0,194
60

]
4 11

30 A

Massa Retida (%)

20 1

L i

0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0

Diametro (mm)

Figura C.3 Distribuico das particulas de frutos moidos de Melia azedarach.
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Apéndice D - Dados de Extracao

Tabela D.1 Dados da extracdo sequencial em leito fixo de raizes de Pfaffia glomerata — Corrida 1 (massa

amostra inicial: 7,0926 g).

Rendimento global

Ponto Tempo (min) Massa Acumulafla () Acumulado (%)
CO, FEtanol Etanol/Agua Solvente Extrato
- 0 - - - 0,00 0,000 0,00
1 20 33,00 - - 33,00 0,002 0,03
~ 12 40 66,00 - - 66,00 0,003 0,05
8 3 60 99,00 - - 99.00 0,005 0,07
2 | 4 90 14850 - - 148,50 0,007 0,10
5 120 198,00 - - 198,00 0,011 0,15
6 150 247,50 - - 24750 0,011 0,16
7 180 297,00 - - 29700 0,012 0,17
8 15 24,75 11,13 - 35,88 0,002 0,19
9 30 49,50 20,49 - 69,99 0,006 0,25
= 10 45 7425 31,09 - 105,34 0,008 0,28
g 11 60 99,00 41,70 - 140,70 0,011 0,32
S| 12 80 132,00 56,54 - 188,54 0,014 0,37
+ 13 100 165,00 70,91 - 23591 0,016 0,39
S| 14 120 198,00 84,80 - 282,80 0,019 0,43
Q| B 150 247,50 106,00 - 353,50 0,021 0,47
- 16 180 207,00 127,91 - 42491 0,024 0,50
17 240 396,00 169,13 - 565,13 0,028 0,56
18 300 495,00 212,24 - 707,24 0,032 0,61
19 15 - 10,60 - 10,60 0,010 0,76
21 30 - 21,20 - 21,20 0,016 0,83
22 45 - 32,86 - 32,86 0,020 0,90
23 60 - 42,40 - 42,40 0,024 0,95
_ 24 80 - 56,54 - 56,54 0,028 1,01
= 25 100 - 70,67 - 70,67 0,032 1,06
5 26 120 - 84,80 - 84,80 0,037 1,13
27 150 - 106,00 - 106,00 0,043 1,22
28 180 - 127,21 - 12721 0,049 1,30
29 240 - 169,61 - 169,61 0,058 1,43
30 300 - 212,01 - 212,01 0,067 1,56
31 360 - 254.41 - 25441 0,076 1,69
32 15 - - 15,68 15,68 0,005 1,77
33 30 - - 22,94 22.94 0,021 1,98
34 45 - - 34,41 34,41 0,092 2,98
5 35 60 - - 45,88 45,88 0,138 3,64
S| 36 80 - - 61,18 61,18 0,181 4,24
£ | 37 100 - - 76,47 7647 0214 4,70
s 38 120 - - 91,76 91,76 0,251 5,23
5] 39 150 - - 114,70 114,70 0,287 5,74
= 40 180 - - 137,64 137,64 0,323 6,25
41 240 - - 183,53 183,53 0,387 7,15
44 300 - - 22941 22041 0,442 7,92
45 360 - - 275,29 27529 0,490 8,60
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Tabela D.2 Dados da extracdo sequencial em leito fixo de raizes de Pfaffia glomerata — Corrida 2 (massa

amostra inicial: 7,0708 g).

. Massa Acumulada (g) Rendimento global
Ponto Tempo (min) CO, Etanol Etanol/Agua Solvente Extrato Acumuladog(%)
- 0 - - - 0,00 0,000 0,00
1 20 33,00 - - 33,00 0,002 0,03
o2 40 66,00 - - 66,00 0,005 0,07
) 3 60 99,00 - - 99,00 0,007 0,10
% 4 90 148,50 - - 148,50 0,009 0,13
5 120 198,00 - - 198,00 0,011 0,16
6 150 247,50 - - 247,50 0,014 0,19
7 180 297.00 - - 297,00 0,016 0,22
8 13 2475 11,72 - 36,47 0,002 0,25
9 30 49,50 22,85 - 72,35 0,006 0,31
= 10 45 7425 33,98 - 108,23 0,009 0,35
£l 0 60 99,00 44,76 - 143,76 0,012 0,39
S| 80 132,00 59,42 - 191,42 0,016 0,45
+ | 13 100 165,00 74,08 - 239,08 0,019 0,50
S| 14 120 198,00 89,28 - 287,28 0,023 0,55
S| 15 150 247,50 110,95 - 358,45 0,026 0,60
2| 16 180 297,00 131,54 - 428,54 0,031 0,66
17 240 396,00 175,14 - 571,14 0,037 0,74
18 300 495,00 215,95 - 71095 0,040 0,83
19 15 - 10,60 - 10,60 0,018 1,09
21 30 - 21,20 - 2120 0,025 1,18
22 45 - 31,80 - 31,80 0,028 1,23
23 60 - 42,40 - 4240 0,031 1,27
_ | o4 80 - 56,54 - 56,54 0,035 1,32
S| 25 100 - 70,67 - 70,67 0,038 1,37
5 26 120 - 84,80 - 84,80 0,042 1,42
27 150 - 106,00 - 106,00 0,047 1,49
28 180 - 127,21 - 12721 0,052 1,57
29 240 - 169,61 - 169,61 0,059 1,66
30 300 - 212,01 - 212,01 0,066 1,76
31 360 - 254,41 - 25441 0,071 1,84
32 13 - - 11,47 11,47 0,009 1,96
33 30 - - 22,94 22,94 0,036 2,35
34 45 - - 34,41 34,41 0,165 4,17
< | 35 60 - - 45,88 4588 0,248 5,35
\?D 36 80 - - 61,18 61,18 0,328 6,48
Y 100 - - 76,47 76,47 0,393 7.40
= | 38 120 - - 91,76 91,76 0,452 8,23
g 39 150 - - 114,70 114,70 0,518 9,16
2| 40 180 - - 137,64 137,64 0,566 9,84
41 240 - - 183,53 183,53 0,639 10,87
44 300 - - 229,41 22941 0,688 11,57
45 360 - - 275,29 27529 0,724 12,08
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Tabela D.3 Dados da extragdo sequencial em leito fixo de raizes de Pfaffia glomerata — Corrida 3 (massa

amostra inicial: 7,0405 g).

Massa (g) Rendimento global
Etapa Ponto Tempo (min) ]
CO: Etanol Etanol/Agua Extrato  Acumulado (%)

scCO: 1 180,00 297,0 - - 0,01 0,08

scCOz + 2 300,00 495,0 219,08 - 0,04 0,68
Etanol

Etanol 3 360,00 - 254,41 - 0,06 1,58
Etanol + 4 360,00 - - 275,29 0,25 5,14

Agua
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Tabela D.4 Dados da extragdo sequencial em leito fixo de raizes de Hebanthe eriantha — Corrida 1 (massa

amostra inicial: 7,3319 g).

. Massa Acumulada (g) Rendimento global
Ponto Tempo (min) CO, Etanol Etanol/Agua Solvente Extrato Acumuladog( %)
- 0 - - - 0,00 0,000 0,00
1 20 33,00 - - 33,00 0,001 0,02
o2 40 66,00 - - 66,00 0,003 0,04
o) 3 60 99,00 - - 99,00 0,005 0,07
% 4 90 148,50 - - 148,50 0,008 0,11
5 120 198,00 - - 198,00 0,010 0,13
6 150 247,50 - - 249,15 0,012 0,16
7 180 297,00 - - 297,00 0,013 0,18
8 15 2475 11,43 - 36,18 0,001 0,20
9 30 49,50 22,97 - 72,47 0,009 0,31
= 10 45 7425 33,86 - 108,11 0,013 0,35
g 11 60 99,00 44,88 - 143,88 0,016 0,39
S| 12 80 132,00 59,24 - 19124 0,019 0,45
s | 13 100 165,00 73,61 - 238,61 0,022 0,49
S| 14 120 198,00 87,81 - 28581 0,026 0,53
Q| 15 150 247,50 109,07 - 356,57 0,030 0,59
21 16 180 297,00 130,21 - 42721 0,032 0,62
17 240 396,00 172,31 - 568,31 0,038 0,70
18 300 495,00 215,54 - 710,54 0,042 0,76
19 15 - 10,60 - 10,60 0,008 0,86
21 30 - 21,20 - 2120 0,012 0,92
22 45 - 31,80 - 31,80 0,016 0,98
23 60 - 42,40 - 4240 0,020 1,04
| 24 80 - 56,54 - 56,54 0,025 1,10
g| 25 100 - 70,67 - 70,67 0,029 1,16
5 26 120 - 84,80 - 84,80 0,033 1,22
27 150 - 106,00 - 106,00 0,039 1,28
28 180 - 127,21 - 12721 0,044 1,35
29 240 - 169,61 - 169,61 0,052 1,46
30 300 - 212,01 - 212,01 0,059 1,56
31 360 - 254,41 - 25441 0,067 1,67
32 15 - - 11,47 11,47 0,008 1,77
33 30 - - 22,94 22,94 0,019 1,93
34 45 - - 34,41 34,41 0,171 4,00
< | 35 60 - - 45,88 45,88 0,478 8,19
\?D 36 80 - - 61,18 61,18 0,836 13,07
Y 100 - - 76,47 76,47 1,113 16,85
= | 38 120 - - 91,76 91,76 1,330 19,81
g 39 150 - - 114,70 114,70 1,599 23,48
R | 40 180 - - 137,64 137,64 1,809 26,33
41 240 - - 183,53 183,53 2,044 29,55
44 300 - - 229,41 22941 2,237 32,17
45 360 - - 275,29 27529 2,391 34,27
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Tabela D.5 Dados da extracdo sequencial em leito fixo de raizes de Hebanthe eriantha — Corrida 2 (massa

amostra inicial: 7,0556 g).

. Massa Acumulada (g) Rendimento global
Ponto Tempo (min) CO, Etanol Etanol/Agua Solvente Extrato Acumuladog( %)
- 0 - - - 0 0,000 0
1 20 33,00 - - 33,00 0,001 0,02
o2 40 66,00 - - 66,00 0,003 0,04
8 3 60 99,00 - - 99,00 0,005 0,08
2| 4 90 148,50 - - 148,50 0,008 0,11
5 120 198,00 - - 198,00 0,010 0,14
6 150 247,50 - - 247,50 0,013 0,18
7 180 297,00 - - 297,00 0,014 0,20
8 15 2475 10,72 - 3547 0,002 0,23
9 30 49,50 21,14 - 70,64 0,010 0,34
= 10 45 7425 31,98 - 106,23 0,013 0,38
£l 60 9900 42,28 - 141,28 0,016 0,43
S| 12 80 132,00 56,89 - 188,89 0,020 0,48
T | 13 100 165,00 70,79 - 235,79 0,023 0,52
S| 14 120 198,00 84,86 - 282,86 0,025 0,56
Q| 15 150 247,50 106,00 - 353,50 0,028 0,60
2| 16 180 297,00 127,26 - 42426 0,032 0,65
17 240 396,00 169,78 - 565,78 0,037 0,73
18 300 495,00 212,01 - 707,01 0,044 0,82
19 15 - 10,60 - 10,60 0,006 0,91
21 30 - 21,20 - 21,20 0,010 0,97
22 45 - 31,80 - 31,80 0,014 1,02
23 60 - 42,40 - 4240 0,019 1,10
Rz 80 - 56,54 - 56,54 0,023 1,14
S| 25 100 - 70,67 - 70,67 0,028 1,21
5 26 120 - 84,80 - 84,80 0,032 1,28
27 150 - 106,00 - 106,00 0,039 1,38
28 180 - 127,21 - 127,21 0,043 1,44
29 240 - 169,61 - 169,61 0,052 1,56
30 300 - 212,01 - 212,01 0,061 1,68
31 360 - 253,35 - 253,35 0,068 1,79
32 15 - - 11,47 1147 0,081 2,94
33 30 - - 22,94 2294 0,616 10,52
34 45 - - 34,41 34,41 1,069 16,95
< | 35 60 - - 45,88 45,88 1,364 21,13
8| 36 80 - - 61,18 61,18 1,621 24,76
<37 100 - - 76,47 76,47 1,801 27,32
= | 38 120 - - 91,76 91,76 1,934 29,21
g 3 150 - - 114,70 114,70 2,073 31,17
= | 40 180 - - 137,64 137,64 2,161 32,41
41 240 - - 183,53 183,53 2,324 34,73
44 300 - - 229,41 22941 2,441 36,39
45 360 - - 275,29 275,29 2,534 37,70
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Tabela D.6 Dados da extracdo sequencial em leito fixo de raizes de Hebanthe eriantha — Corrida 3 (massa

amostra inicial: 7,0620 g).

Massa (g) Rendimento global
Etapa Ponto Tempo (min) ]
CO: Etanol Etanol/Agua Extrato  Acumulado (%)

scCO: 1 180,00 297,0 - - 0,01 0,14

scCOz + 2 300,00 495,0 216,60 - 0,04 0,67
Etanol

Etanol 3 360,00 - 254,41 - 0,06 1,46
Etanol + 4 360,00 - - 275,29 1,07 16,55

Agua
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Tabela D.7 Dados da extragdo sequencial em leito fixo de frutos de Melia azedarach — Corrida 1 (massa

amostra inicial: 7,0759 g).

. Massa Acumulada (g) Rendimento global
Ponto Tempo (min) CO: Etanol Etanol/Agua Solvente Extrato Acumuladog( %)
- 0 - - - 0,00 0,00 0,00
1 20 33,0 - - 33,00 0,23 3,25
2 40 66,0 - - 66,00 0,35 4,90
S 3 60 99,0 - - 99,00 0,43 6,12
) 4 90 148.5 - - 148,50 0,49 6,93
2 5 120 198,0 - - 198,00 0,53 7,54
6 150 247,5 - - 247,50 0,57 8,01
7 180 297,0 - - 297,00 0,58 8,23
8 240 396,0 - - 396,00 0,60 8,45
9 300 495,0 - - 495,00 0,64 8,97
10 15 24.8 10,9 - 35,70 0,00 9,03
11 30 495 219 - 71,41 0,08 10,12
12 45 742 31,7 - 105,93 0,11 10,60
e 13 60 99,0 419 - 140,93 0,15 11,15
= | 14 80 132,0 56,3 - 188,30 0,19 11,68
2| 15 100 1650 703 - 23532 023 12,16
| 16 120 1980 84,6 - 282,57 0,25 12,52
8 17 150 2475 105,8 - 353,27 0,29 13,11
o | 18 180 297,0 1268 - 423,80 0,33 13,59
19 240 396,0 169,6 - 565,61 0,39 14,50
20 300 4950 212,0 - 707,01 0,45 15,33
21 360 5940 2544 - 848.41 0,48 15,81
22 15 . 10,6 - 10,60 0,21 18,34
23 30 - 21,2 - 21,20 0,34 20,20
24 45 - 31,8 - 31,80 0,44 21,61
25 60 - 424 - 42,40 0,53 22,82
_| 26 80 - 56,5 - 56,54 0,63 24,21
g | 27 100 - 70,7 - 70,67 0,71 25,42
5 28 120 - 84,8 - 84,80 0,79 26,50
29 150 - 106,0 - 106,00 0,89 27,88
30 180 - 127,2 - 127,21 0,97 29,02
31 240 - 169,6 - 169,61 1,10 30,85
32 300 - 212,0 - 212,01 1,20 32,25
33 360 - 2544 - 254,41 1,28 33,41
34 15 - - 11,5 11,47 0,02 33,66
35 30 - - 23,2 23.32 0,07 34,41
36 45 - - 344 34,41 0,22 36,49
5 37 60 - - 45,9 45,88 0,38 38,77
& 38 80 - - 61,2 61,18 0,51 40,57
T 39 100 - - 76,5 76,47 0,59 41,81
s | 40 120 - - 91,9 91,95 0,66 42,74
g 41 150 - - 114,7 114,70 0,73 43,74
R 42 180 - - 137,6 137,64 0,77 44,33
43 240 - - 183,5 183,53 0,82 44,97
44 300 - - 229.4 229.41 0,84 45,34
45 360 - - 275,3 275,29 0,86 45,62
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Tabela D.8 Dados da extragdo sequencial em leito fixo de frutos de Melia azedarach — Corrida 2 (massa

amostra inicial: 7,0824 g).

. Massa Acumulada (g) Rendimento global
Ponto  Tempo (min) —=5 ool Etanol/Agua Solvente Extrato Acumuladog( %)
- 0 - - - 0,00 0,00 0,00
1 20 33,0 - - 33,00 0,18 2,59
2 40 66,0 - - 66,00 0,29 4,03
S 3 60 99,0 - - 99,00 0,35 5,00
) 4 90 148.5 - - 148,50 0,40 5,65
2 5 120 198,0 - - 198,00 0,44 6,18
6 150 2475 - - 247,50 0,47 6,59
7 180 297,0 - - 297,00 0,49 6,89
8 240 396,0 - - 396,00 0,50 7,08
9 300 495,0 - - 495,00 0,52 7,28
10 15 248 113 . 36,06 0,00 7.30
11 30 49,5 222 - 71,76 0,07 8,30
12 45 742 323 - 106,58 0,10 8,68
e 13 60 99,0 423 - 141,23 0,12 9,03
s 14 80 132,0 56,5 - 188,54 0,16 9,60
R | 15 100 1650 70,2 - 235,26 0,19 9,93
t 16 120 198,0 84,5 - 282.45 0,21 10,24
8 17 150 2475 1064 - 353,86 0,25 10,79
o | 18 180 2970 127,0 - 424,03 0,28 11,22
19 240 396,0 169,1 - 565,08 0.33 11,98
20 300 4950 211,7 - 706,66 0,38 11,83
21 360 594,0 2550 - 849,00 0,42 12,61
22 15 - 10,6 - 10,60 0,12 14,31
23 30 - 21,2 - 21,20 0,24 16,00
24 45 - 31,8 - 31,80 0,35 17,48
25 60 - 424 - 42,40 0,44 18,78
| 26 80 - 56,5 - 56,54 0,54 20,30
S| 27 100 - 70,7 - 70,67 0,64 21,61
5 28 120 - 84,8 - 84,80 0,72 22,72
29 150 - 106,0 - 106,00 0,82 24,15
30 180 - 127,2 - 127,21 0,91 25,44
31 240 - 169,6 - 169,61 1,06 27,51
32 300 - 212,0 - 212,01 1,17 29,09
33 360 - 2544 - 254,41 1,26 30,34
34 15 - - 11,5 11,47 0,04 30,89
35 30 - - 22,9 22.94 0,18 32,87
36 45 - - 344 34,41 0,28 34,29
5 37 60 - - 45,9 45,88 0,37 35,52
& 38 80 - - 61,2 61,18 0,47 36,92
N 39 100 - - 76,5 76,47 0,55 38,09
= | 40 120 - - 91,8 91,76 0,62 39,09
g 41 150 - - 114,7 114,70 0,70 40,25
R 42 180 - - 137,6 137,64 0,76 41,11
43 240 - - 183,5 183,53 0,84 42,15
44 300 - - 2294 229.41 0,88 42,73
45 360 - - 275,3 275,29 0,91 43,14
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Tabela D.9 Dados da extragdo sequencial em leito fixo de frutos de Melia azedarach — Corrida 3 (massa

amostra inicial: 7,0869 g).

Massa (g) Rendimento global
Etapa Ponto Tempo (min)

CO: Etanol Etanol/Agua Extrato  Acumulado (%)

s¢CO; 1 300,00 49500 - ; 045 6.39
scCO2+ 2 360,00 594,00 256,53 ; 0,53 13,93
Etanol
Etanol 3 360,00 . 25441 ; 1.49 35.02
Etanol + 4 360,00 ; ; 275.29 0.85 47,03
Agua

121



Apéndices

Apéndice E - Cromatogramas (CCD)

T YT EEEEEL
B
-

S e B S S ‘
1 2 34 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura E.1 Cromatograma (CCD) dos extratos de Pfaffia glomerata (Corrida 1). 1: extrato metandlico bruto
(referéncia); 2-8: SCE — extrato supercritico; 9-20: SCEE — extrato supercritico com etanol como cossolvente;
21-32: EE - extrato etandlico; 33-45: HE - extrato hidroalcodlico; 46: residuo final. Eluente:

cloroférmio:metanol:acido trifluoracético 0,5% (60:40:5). Detecco: solucdo de p-anisaldeido.
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Figura E.2 Cromatograma (CCD) dos extratos de Pfaffia glomerata (Corrida 2). 1: extrato metandlico bruto
(referéncia); 2-8: SCE — extrato supercritico; 9-20: SCEE — extrato supercritico com etanol como cossolvente;
21-32: EE - extrato etandlico; 33-45: HE — extrato hidroalcodlico; 46: residuo final. Eluente:

cloroférmio:metanol:acido trifluoracético 0,5% (60:40:5). Deteccdo: solucdo de p-anisaldeido.
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Figura E.3 Cromatograma (CCD) dos extratos de Pfaffia glomerata (Corrida 3). 1: SCE — extrato supercritico;
2: SCEE - extrato supercritico com etanol como cossolvente; 3: EE — extrato etandlico; 4: HE — extrato
hidroalcodlico; 5: residuo final; 6: SCEE obitdo durante despressurizacdo da etapa 2; 7: EE obtido durante
despressurizacdo da etapa 3; 8: HE obtido durante despressurizagdo da etapa 4; 9: extrato metandlico bruto
(referéncia). Eluente: cloroférmio:metanol:4cido trifluoracético 0,5% (60:40:5). Detecgdo: solucdo de p-

anisaldeido.
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Figura E.4 Cromatograma (CCD) dos padrdes de Pfaffia glomerata. Aplicagdo: 1: extrato metandlico bruto
(referéncia); 2: P-ecdisona 2 mgmL' (1 pL); 3: e pB-ecdisona 2 mgmL' (2 pL). Eluente:

cloroférmio:metanol:acido trifluoracético 0,5% (60:40:5). Deteccio: solugdo de p-anisaldeido.
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Figura E.5 Cromatograma (CCD) dos extratos de Hebanthe eriantha (Corrida 1). 1: extrato metanélico bruto
(referéncia); 2-8: SCE — extrato supercritico; 9-20: SCEE — extrato supercritico com etanol como cossolvente;
21-33: EE - extrato etandlico; 34-46: HE - extrato hidroalcodlico; 47: residuo final. Eluente:

cloroférmio:metanol:acido trifluoracético 0,5% (60:40:5). Detecco: solucdo de p-anisaldeido.
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Figura E.6 Cromatograma (CCD) dos extratos de Hebanthe eriantha (Corrida 2). 1: extrato metanélico bruto
(referéncia); 2-8: SCE — extrato supercritico; 9-20: SCEE — extrato supercritico com etanol como cossolvente;
21-33: EE - extrato etandlico; 34-46: HE - extrato hidroalcodlico; 47: residuo final. Eluente:

cloroférmio:metanol:acido trifluoracético 0,5% (60:40:5). Detecco: solucdo de p-anisaldeido.
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Figura E.7 Cromatograma (CCD) dos extratos de Hebanthe eriantha (Corrida 3). 1: SCE — extrato supercritico;
2: SCEE - extrato supercritico com etanol como cossolvente; 3: EE — extrato etandlico; 4: HE — extrato
hidroalcodlico; 5: residuo final; 6: SCEE obtido durante despressurizagdo da etapa 2; 7: EE obtido durante
despressurizagdo da etapa 3; 8: HE obtido durante despressurizacido da etapa 4; 9: extrato metandlico bruto
(referéncia). Eluente: cloroférmio:metanol:acido trifluoracético 0,5% (60:40:5). Detecgdo: solucdo de p-

anisaldeido.
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Figura E.8 Cromatograma (CCD) dos extratos de Melia azedarach (Corrida 1). 1: extrato acetato de etila
fracionado (referéncia); 2: extrato metandlico fracionado (referéncia) 3: extrato metandlico bruto de Pfaffia
glomerata (referéncia); 4-12: SCE — extrato supercritico; 13-25: SCEE — extrato supercritico com etanol como
cossolvente; 26-38: EE — extrato etandlico; 39-51: HE: extrato hidroalcodlico; 52: residuo final. Eluente:

cloroférmio:metanol:acido trifluoracético 0,5% (60:40:5). Detec¢do: solug¢do de p-anisaldeido.
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Figura E.9 Cromatograma (CCD) dos extratos de Melia azedarach (Corrida 2). 1: extrato acetato de etila
fracionado (referéncia); 2: extrato metandlico fracionado (referéncia) 3: extrato metandlico bruto de Pfaffia
glomerata (referéncia); 4-12: SCE — extrato supercritico; 13-25: SCEE — extrato supercritico com etanol como
cossolvente; 26-38: EE — extrato etandlico; 39-51: HE: extrato hidroalcodlico; 52: residuo final. Eluente:

cloroférmio:metanol:acido trifluoracético 0,5% (60:40:5). Deteccdo: solugio de p-anisaldeido.

130



Apéndices

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura E.10 Cromatograma (CCD) dos extratos de Melia azedarach (Corrida 3). 1: extrato acetato de etila
fracionado (referéncia); 2: extrato metandlico fracionado (referéncia) 3: SCE — extrato supercritico; 4: SCEE —
extrato supercritico com etanol como cossolvente; 5: EE — extrato etandlico; 6: HE: extrato hidroalcodlico; 7:
residuo final; 8: SCEE obtido durante despressurizac@o da etapa 2; 9: EE obtido durante despressurizacdo da
etapa 3; 10: HE obtido durante despressurizacao da etapa 4; e 11: extrato metandlico bruto de Pfaffia glomerata
(referéncia). Eluente: cloroférmio:metanol:acido trifluoracético 0,5% (60:40:5). Deteccdo: solugdo de p-

anisaldeido.
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Apéndice F - Curvas Analiticas

Tabela F.1 Dados da curva analitica de Acido Galico.

Concentracao de Ac. Galico Absorbancia
(mg.mL1) Curva 1 Curva 2 Média
0,03 0,118 0,106 0,112
0,06 0,312 0,271 0,292
0,09 0,433 0,342 0,388
0,12 0,554 0,475 0,510
0,15 0,725 0,606 0,664
0,18 0,882 0,703 0,793
1,0
y =4,421x — 0,0047
0,8 - R2 =0,995
g 0,6
§
2
< 044
)
0.2 -
0,0 T T T T T T T T

0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16 0,18 0,20

Concentragdo de Acido Galico (mg.mL‘1)

Figura F.1 Curva analitica de Acido Galico.
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Tabela F.2 Dados da curva analitica de Catequina.

Concentracao de Catequina Absorbancia

(mg.mL") Curva 1 Curva 2 Média
0,03 0,151 0,127 0,139
0,06 0,202 0,235 0,2195
0,09 0,353 0,302 0,328
0,12 0,408 0,358 0,383
0,15 0,504 0,499 0,502
0,18 0,589 0,581 0,585

0,7

0,6

0,5+

0,4

Absorbancia

0,3

0,2 1

0,1

y =2,986x — 0,0456
R? =0,9948

0,02

0,04

0,06 0,08 0,10

0,12 0,14

0,16

Concentragdo de Catequina (mg.mL’1)

Figura F.2 Curva analitica de Catequina.
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Tabela F.3 Dados da curva analitica de Dodecil Sulfato de Sédio.

Concentracao de DSS Tensao Superficial (mN.m™!)
(mg.mL") 1) 2) 3) (Média)
0 72,5 72,8 71,9 72,4
0,01 67,5 67,8 68,3 67,9
0,05 59 58,5 57,5 58,4
0,1 49,4 49,2 49,6 494
0,2 43,7 41,1 42,8 42,6
0,5 36,5 374 36,0 36,8
1,0 31,9 32,2 32,5 32,5
2,0 37,2 37,0 * 37,1
5,0 38,1 37,8 38,1 38,0
10,0 33,7 34,7 34,9 344
25,0 36,1 36,5 36,8 36,5
50,0 35,6 35,7 35,8 35,7
80
70 1
E
£ 60 Pt
©
o
~§ 50 4
03)
5 40 {
2 08
5 . PR @ °
30 4
20 T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Concentracao de Dodecil Sulfato de Sodio (g.L'1)

Figura F.3 Curva Analitica de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS).
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Apéndice G - Cromatogramas obtidos por CG-EM

e R R Y e s e .ﬂl M&
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Figura G.1 Cromatograma da amostra retida no Porapak-Q (SCE-V) de frutos de Melia azedarach utilizando
método 1. O pico 1 (t = 59,14 min, MM =336) corresponde ao pico 5 (t,= 28,28 min, MM = 336) da Figura

5.19, identificado como um éster derivado do acido linoleico.

: WWWMW

m

T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 1t5.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Figura G.2 Cromatograma da amostra retida no Porapak-Q (SCE-V) de frutos de Melia azedarach utilizando

método 2.

135



Apéndices

=

Figura G.3 Cromatograma do extrato supercritico (SCE) de frutos de Melia azedarach utilizando método 2.
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Apéndice H - Espectros de Massas
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Figura H.1 Espectros de massas (ESI-MS) de extratos de Melia azedarach. Extrato supercritico (SCE): ESI(+)-MS (a) e ESI(-)-MS (a’). Extrato supercritico

com etanol (SCEE): ESI(+)-MS (b) e ESI(-)-MS (b*).
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Figura H.2 Espectros de massas (ESI-MS) de extratos de Melia azedarach. Extrato etandlico (EE): ESI(+)-MS (c) e ESI(-)-MS (¢’). Extrato hidroalcodlico

(HE): ESI(+)-MS (d) e ESI(-)-MS (d").
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