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Resumo

Extratos de folhas de Baccharis dracunculifolia foram obtidos usando como
solventes, o diéxido de carbono supercritico (SC-CO,), o etanol e o metano.
Coletou-se também em alguns ensaios de SC-CO,, a fracdo + volateis do 6leo
essencial pela captura em armadilha com adsorvente Porapak-Q. Os ensaios com
SC-CO; foram realizados em triplicata nas pressées de 200, 300 e 400 bar e nas
temperaturas de 40, 50 e 60C. Mediram-se o rendime nto global de extragao (X,),
a atividade antioxidante por sequestro do radical DPPH e a atividade
antimicrobiana pelo método de difusdo em disco. Cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR) foi utilizada para determinacdo de quatro
compostos fendlicos: &acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (DHCA, também
conhecido como Artepillin C), acido 3-prenil-4-hidroxicinamico (PHCA), acido 4-
hidroxicindmico (acido p-cumarico); 4’-metoxi-3,5,7-triidroxiflavona (canferide). A
composicao dos 6leos essenciais foi obtida por analise de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). Os rendimentos globais de
extracdo (X,) obtidos pelos métodos convencionais com etanol e metanol foram
respectivamente 6,11 e 10,94%, sendo maiores que os valores entre 2,40 e 4,71%
obtidos por SC-CO,. Observou-se que a concentracdo dos componentes fendlicos
analisados nos extratos supercriticos obtidos a 60°C e 400 bar foi maior que nos
extratos alcodlicos, exceto para o acido p-cumarico e os rendimentos de extracao
de canferide, Artepillin C e PHCA foram 156%, 98% e 64%, respectivamente,
maiores nos ensaios com SC-CO, que nos extratos alcodlicos. O rendimento
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médio dos volateis foi de 0,17% e esses volateis apresentaram teores de
monoterpenos entre 16,5 e 26,5%, teores de hidrocarbonetos sesquiterpénicos de
60,8 a 74,3% e teores de alcoois sesquiterpénicos de 5,1 a 10,7%. Os melhores
resultados de atividade antioxidante foram encontrados no extrato etandlico (EDsg
= 26,68 ug/mL) e no extrato supercritico obtido a 50°C e 300 bar com 5% de
etanol na matriz (EDsp = 23,88 pg/mL). Todos os extratos, exceto o metandlico,

apresentaram atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus.

Palavras-chave: Baccharis dracunculifolia; Artepillin C; extragdo supercritica;

atividade antioxidante, atividade antimicrobiana.
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Abstract

Extracts from Baccharis dracunculifolia leaves were obtained using the following
solvents: supercritical carbon dioxide (SC-CO.), ethanol and methanol. The most
fraction + volatiles of essential oil of some SC-CO; trials was obtained by trapping
it on adsorbent Porapak-Q. Supercritical extraction was carried out in triplicate at
temperatures of 40, 50 and 60°C and pressures of 200, 300 and 400 bar. The
global extraction yields (Xo), the antioxidant activity using DPPH radical scavenging
and the antimicrobial activity using the disk diffusion method were determined.
Four phenolic compounds were analyzed in the extracts by reversed phase high-
performance liquid chromatography (RP-HPLC): 3,5-diprenyl-4-hydroxycinnamic
acid (DHCA or Artepillin C); 3-prenyl-4-hydroxycinnamic acid (PHCA); 4-
hydroxycinnamic acid (p-coumaric acid) and 4’-methoxy-3,5,7-trinydroxyflavone
(kaempferide). The essential oils” composition was evaluated by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The global extraction
yields (Xp) obtained by the conventional methods with ethanol and methanol were
6.11 and 10.94%, respectively. These results were higher than the ones obtained
by SC-CO, (between 2.40 and 4.71%). In the supercritical extracts obtained at
60°C and 400 bar, the concentration of analysed phenolic compounds were higher
than in the alcoholic extracts (except to p-coumaric acid), and the extraction yields
of kaempferide, artepillin C and PHCA, were 156%, 98% and 64% higher,
respectively, than in the alcoholic extracts. The average yield of volatiles obtained
from supercritical extration was 0.17%. These volatiles presented monoterpenes
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contents between 16.5% and 26.5%, sesquiterpene hydrocarbons contents 60.8%
and 74.3%, and sesquiterpene alcohols between 5.1% and 10.7%. The ethanolic
extract (EDsp = 26.68 pg/mL) and the supercritical extract obtained at 50°C and
300 bar with 5% of ethanol in the matrix (EDsp = 23.88 pug/mL) were shown to have
the higher antioxidant activities among all the studied extracts. All extracts, except
the methanolic one, presented antimicrobial activity against Staphylococcus

aureus.

Keywords: Baccharis dracunculifolia; Artepillin  C; supercritical extraction;

antioxidant activity, antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

O consumo de frutas e vegetais tem sido associado a uma dieta
saudavel porque além do seu potencial nutritivo, estes alimentos apresentam
moléculas como as vitaminas C e E, a-tocoferol, 3-caroteno e compostos fendlicos
que desempenham fungdes bioldgicas (Gaulejac et al., 1999).

Os compostos fendlicos (naturais ou sintéticos) sdo metabdlitos
secundarios que apresentam hidroxilas e anéis aromaticos, nas formas simples ou
de polimeros. A presenca desses compostos em plantas tem sido muito estudada
por apresentarem atividades farmacolbégicas e também por inibirem a oxidacéo
lipidica e a proliferacdo de fungos (Aziz et al., 1998; Hollman & Katan, 1998), além
de participarem de processos responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e
estabilidade oxidativa em varios alimentos (Peleg et al., 1998).

O alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia), arbusto que cresce
naturalmente no sul e sudeste do Brasil, é conhecido por sua interagdo com
insetos, especialmente as abelhas Apis mellifera L. e por possuir diversidade de
compostos fendlicos (Alencar et al.,, 2005). Suas folhas sao pontuadas por
tricomas secretores ricos em metabdlitos secundarios e também apresentam
dutos secretores, estruturas que produzem e armazenam os 6leos essenciais. A

importancia comercial deste 6leo, direcionado para industria de cosmeéticos, esta
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diretamente relacionada com a concentracdo dos compostos nerolidol e
espatulenol (Ferronatto, et al., 2007).

Os metabdlitos secundérios de B. dracunculifolia sao usados pelas
abelhas A. mellifera para a producao de prépolis verde (Park et al., 2004; Alencar
et al., 2005) que é extremamente valorizada pelas industrias farmacéuticas e
alimenticias na forma de alimentos funcionais (Ackermann, 1991). A importancia
da prépolis vem se destacando pelas suas varias atividades farmacolégicas, como
a atividade antimicrobiana, antiinflamatéria, cicatrizante, anestésica, anti-
Trypanosoma cruzi, anticariogénica, antiviral, anticarcinogénica e antioxidante
(Marcucci et al.,, 2001, Montpied et al., 2003, Ghisalberti, 1989, Burdock, 1998,
Cunha et al, 2004, Duarte et al. 2003, Ishikawa et al, 2004). As diversas
atividades biol6gicas da prépolis tém sido atribuidas ao sinergismo entre seus
diversos compostos quimicos (Krol et al., 1993) e principalmente a presenca de
compostos fendlicos, destacando os flavondides e os acidos fendlicos (Funari &
Ferro, 2006) que também sao encontrados na B. dracunculifolia.

Um importante acido fendlico presente na propolis brasileira e nesta
espécie vegetal é o 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico, conhecido como Artepillin C.
Estudos mostraram que esse &acido inibiu a peroxidagdo lipidica e o
desenvolvimento de cancer pulmonar em ratos (Kimoto et al., 2001b), preveniu
cancer do colon através da inducdo da interrupcao do ciclo celular, foi um
importante quimiopreventivo na carcinogénese do célon (Shimizu et al., 2005) e
teve efeitos anti-leucémicos com efeitos inibidores limitados sobre linfocitos

normais.
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O uso de fluidos supercriticos para a extragdo de compostos ativos das
matrizes vegetativas tem-se mostrado uma tecnologia potencial, apresentando
vantagens em relagdo a extracdo com solventes comuns, tais como a
possibilidade de se poder manipular a seletividade do solvente no processo, pela
escolha apropriada deste e da combinagao solvente/co-solvente e a eliminacéo de
solventes organicos poluentes e dos altos custos com pds-processamento do
extrato para sua retirada (Reverchon & Marco, 2006). O diéxido de carbono é o
solvente mais utilizado na extracdo com fluido supercritico. Além de ser inerte,
nao-téxico, apresentar baixa temperatura e pressao critica, é de facil separacao do
extrato e pode ser utilizado na extragdo de matéria-prima natural, principalmente
na industria de alimentos e farmacéutica.

Considerando o alto valor comercial da prépolis brasileira e a presenca
de pelo menos 18 substancias quimicas idénticas entre a propolis e a B.
dracunculifolia (Alencar et al., 2005 e Park et al.,, 2004), essa espécie vegetal
podera vir a ser uma importante e viavel fonte para se extrair componentes

biologicamente ativos de interesse.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Obter extratos de folhas de alecrim-do-campo empregando o diéxido de
carbono supercritico. Medir o rendimento global de extracdo e o rendimento de
alguns compostos fendlicos e comparar com extratos obtidos por métodos

convencionais usando o etanol e o metanol como solventes.

2.2 Objetivos especificos

» Estudar a influéncia da temperatura e pressdo no rendimento de
extracdo e na concentracdo de quatro compostos fendlicos, dentre os quais trés
sdo acidos: acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (Artepillin C), acido 3-prenil-4-
hidroxicinamico e acido 4-hidroxicindmico (p-cumarico) e um flavondide: 4’-metoxi-
3,5,7-triidroxiflavona (canferide).

» Caracterizar alguns extratos usando espectros por ionizacdo de
spray de elétrons acoplado a espectrometria de massa em modo negativo [ESI(-)-
MS/MS].

» Identificar e quantificar os compostos mais volateis (do o6leo
essencial) que sao arrastados pelo CO2, gasoso no coletor e que foram capturados

em armadilha de Porapak-Q.
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» Medir a atividade antioxidante dos extratos supercriticos e alcodlicos
por sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH).

« Medir a atividade antimicrobiana in vitro contra alguns
microorganismos patogénicos: Staphylococcus aureus, Candida albicans e

Escherichia coli.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao originados do metabolismo secundario das
plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e reproducao, além disso, se
formam em condicées de estresse como, infecgdes, ferimentos, radiacdes UV,
dentre outros (Naczk & Shahidi, 2004). A estrutura quimica dos fendlicos é
formada pelo anel benzénico com grupos hidroxilas associados diretamente a
estrutura ciclica. Estdo presentes em vegetais na forma livre ou complexada a

acucares e proteinas (Croft, 1998).

A diversidade estrutural desses compostos deve-se a grande variedade
de combinagdes que acontece na natureza e 0s compostos resultantes sao
chamados de polifendis. Estas combinagdes fendlicas podem ser categorizadas
em trés grupos: acidos fendlicos (acidos benzéicos, cindmico e seus derivados),
flavondides (antocianinas, flavonois e seus derivados) e taninos. O grupo e a
estrutura dos compostos fendlicos mais comuns sao apresentados na Tabela 3.1.

(Cimpoiu, 2006).
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Tabela 3.1 Estruturas quimicas de alguns compostos fendélicos (Cimpoiu, 2006).

Grupos Compostos R, R, Rs

Acido hidrobenzéico

0 Acido protocatecuico OH  OH H
Ry _<' ]
. on Acido gélico OH OH OH
3

Acido
hidroxicinamico ,
R, Acido cumarico OH H
RZ@VD Acido caféico OH OH
OR3 Acido ferulico OCH; OH
Flavonéis
Canferol H OH
Quercitina OH OH
Miricetina OH OH OH
Galangina H H
Canferide H OCH;
Apigenina H OH H
Luteolina OH OH H
Crisina H H H
Acacetina H OCHs H
Daidzeina H - -
Genisteina OH - -

R: radical
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Tabela 3.1 Continuacao

Grupos Compostos R, R, Rs
Flavanonas
Naringenina H OH
Hesperitina OH OCH; H
Pinocembrina H H H
oH O
Catequina OH OH H
Galocatequina OH OH OH
Procianidina H OH OH
oH O
Antocianidinas
Ry Pelargonidina H OH
+ ‘ - Cianidina OH OH
N ‘ D““ E Delfinidina OH OH OH
o g oH Petunidina OCH; OH OH
Malvidina OCH; OH OCH3;

R: radical

3.1.2 Atividade antioxidante

Os antioxidantes sao capazes de inibir a oxidagdo de diversos
substratos, de moléculas simples a polimeros e biossistemas complexos, por meio

de dois mecanismos: o primeiro envolve a inibicdo da formagao de radicais livres
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que possibilitam a etapa de iniciagdo; o segundo abrange a eliminacao de radicais
importantes na etapa de propagacao, através da doagcao de atomos de hidrogénio
a estas moléculas, interrompendo a reacdo em cadeia (Namiki, 1990; Simic &

Javanovic, 1994).

As propriedades biolégicas dos compostos fendlicos estao relacionadas
com a atividade antioxidante que cada fenol exerce sobre determinado meio. A
atividade dos antioxidantes, por sua vez, depende de sua estrutura quimica,
podendo ser determinada pela agdo da molécula como agente redutor (velocidade
de inativacdo do radical livre, reatividade com outros antioxidantes e potencial de

quelacao de metais) (RICE-EVANS et al., 1995).

Antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de radicais e
algumas vezes como quelantes de metais (Shahidi et al., 1992), agindo tanto na
etapa de iniciagdo como na propagacado do processo oxidativo. Os produtos
intermediarios, formados pela acdo destes antioxidantes, sdo relativamente
estaveis devido a ressonancia do anel aromatico apresentada por estas

substancias.

A acdo dos antioxidantes, presentes em extratos de plantas possuem
um papel importante na redugcédo da oxidacgéao lipidica em tecidos, vegetal e animal.
Quando incorporado na alimentacdo humana nao conserva apenas a qualidade do
alimento, mas também reduz o risco de desenvolvimento de patologias, como

arteriosclerose e cancer (Namiki, 1990 & Ramarathnam et al., 1995).
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Segundo Pimentel et al. (2005), a atividade anti-carcinogénica dos
fendlicos tem sido relacionada a inibicdo dos canceres de colon, eséfago, pulmao,
figado, mama e pele. Os compostos fenélicos que possuem este potencial sao
4,3' 5'-trihidroxiestiloeno (resveratrol), 3,7,3'-trimetil éter (quercetina) e acido 3,4-

dihidroxicinamico (acido caféico).

3.2 Baccharis dracunculifolia

O ogénero Baccharis, pertencente a familia Asteraceae, esta
representado por mais de 500 espécies distribuidas principalmente no Brasil,
Argentina, Colémbia, Chile e México, ocupando as regides mais elevadas. No
Brasil, muitas destas espécies sao utilizadas na medicina popular para controle ou
tratamento de varias doencas. Sado consumidas principalmente na forma de chas
com indicagdes para feridas e inflamacbdes (B. crispa e B. notosergila). As
espécies B. trimera, B. articulata e B. genistelloides sao utilizadas contra uma
variedade de doencas, tais como desordens digestivas e do figado, anemias,
diabetes, inflamacdes urinarias, amigdalites, Ulceras, entre outras (Melo et al.,
2001). Outra forma de uso é o bleo essencial obtido a partir das folhas da B.
dracunculifolia e B. genistelloides do suvodeste do Brasil, extraidos por arraste a
vapor. Estes 6leos essenciais apresentam alto valor para a industria de fragrancia

(Franco, 1995).

10
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A espécie Baccharis dracunculifolia (B. dracunculifolia), conhecida no
Brasil como alecrim-do-campo, € um arbusto dibico, perene, lenhoso e com altura
de 2 a 3 metros (Figura 3.1). Apresenta caracteristicas préprias de plantas
invasoras e colonizadoras por produzir um grande nimero de aquénios e uma alta
capacidade de crescimento natural, ocorrendo freglientemente em areas
perturbadas e de pastagens. A sua floracdo ocorre apdés o periodo de chuvas,
apresentando um pico no més de novembro (Boldt, 1989; Espirito-Santo &

Fernandes, 1998).

Figura 3.1 Baccharis dracunculifolia

3.2.1 Composicao quimica da B. dracunculifolia

Analisando a composicao quimica da propolis e da B. dracunculifolia
pelas técnicas de cromatografia gasosa e liquida de alta eficiéncia com
espectrometria de massas, Alencar et al. (2005) e Park et al. (2004) identificaram

algumas substancias quimicas idénticas (flavondides e acidos fendlicos), como

11
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mostrado na Figura 3.2. Portanto, comprovaram que esta espécie vegetal é a
principal fonte utilizada pelas abelhas Apis mellifera para a elaboracao da prépolis

produzida nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais.
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Figura 3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia do extrato etandlico da prépolis
(EEP) e do extrato metabdlico vegetativo (EMV) (Alencar et al., 2005).

As substancias quimicas apresentadas na Figura 3.2 sdo: 1=acido
cumarico; 2=acido ferulico; 4=acido cinamico; 6=canferol; 11=canferide;

16=Artepillin C. Os numeros 3, 5, 7, 8,9, 10, 12, 17 e 18 ndo foram identificados.

Dentre os compostos majoritarios encontrados no extrato metandlico

das diferentes fases de desenvolvimento da folha da B. dracunculifolia e no extrato

12
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etandlico da propolis, o acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (Artepillin C) foi o

acido fendlico que teve maior concentragcdao, como mostra na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 Compostos fendlicos da propolis e B. dracunculifolia em mg/g,
determinado por CLAE-FR (Park et al., 2004).

Composto Prépolis Brfoto da Folha em Folha _
olha desenvolvimento desenvolvida
Artepillin C 38,58 40,54 13,75 1,68
acido p-cumarico 10,67 4,23 2,68 -
canferide 12,57 8,15 3,95 1,61

Fukuda et al. (2006) isolaram das folhas do alecrim-do-campo dois
novos compostos, denominados por bacchariscetona (sesquiterpeno) e p-
metoxitimol acetato (monoterpeno) e dezessete compostos ja conhecidos, tais
como os monoterpenos fendlicos (timol, carvacrol), os alcoois sesquiterpénicos

(espatulenol, bisacumol, cadinol, sesquiterpeno triciclico), dentre outros.

A composigcdo do Oleo da B. dracunculifolia depende da regiao
geografica e do processo de extragdo utilizado. Sua importdncia comercial esta
diretamente relacionada com a concentracdo de compostos oxigenados,

destacando o nerolidol e o espatulenol (Ferronatto, et al., 2007).

Ferracini et al. (1995) estudaram o 6leo essencial das folhas e flores de
sete espécies de Baccharis, obtido por hidrodestilacdo e identificaram na B.
dracunculifolia 10 monoterpenos, destacando-se o B-pineno (3,76%) e limoneno

(4,65%), e 21 sesquiterpenos, dos quais o espatulenol (2,58%), o &-cadineno

13
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(5,07%), o B-cariofileno (5,40%), o B-selineno (9,90%) e o (E)-nerolidol (20,80%)

foram os componentes mais abundantes.

Loyaza et al. (1995) investigaram a composicdo do éleo da B.
dracunculifolia, colhida na Bolivia e identificaram 53 componentes através da
analise de cromatografia gasosa acoplada a um detector de massas (CG-MS),
com rendimento de 0,16 a 0,32% (v/w), do qual os componentes majoritarios sao o
germacreno, o d-cadineno e o B-pineno, com teores de 4,96%, 12,97% e 17,23%

respectivamente.

Em 1996 mais de 100 compostos foram identificados no 6leo da B.
dracunculifolia por Weyerstahl et al. Este 6leo era composto por 19% de
hidrocarbonetos monoterpénicos, 2% de monoterpenos oxigenados, 38% de
hidrocarbonetos sesquiterpénicos e 35% de sesquiterpenos oxigenados. Este

autor cita que o rendimento do 6leo obtido por destilagéo é entre 0,5 a 1%.

3.2.2 Aspectos Farmacoldgicos

As espécies de Baccharis tém sido estudadas do ponto de vista
fitoquimico revelando uma grande variedade de constituintes quimicos com
atividade biolégica interessante, destacam-se o0s efeitos alelopaticos,
antimicrobianos, citotéxicos e antiinflamatérios. Entre as espécies mais
pesquisadas quanto a composi¢cao quimica e/ou atividade biolégica, encontram-se

as espécies B. megapotamica, B. incarum, B. trimera, B.trinervis, B. salicifolia, B.

14
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crispa, B. coridifolia, B. dracunculifolia, B. grisebachii e B. tricuneata (Verdi et al.,

2005).

O Artepillin C (Fig. 4.3), presente principalmente nos brotos das folhas
da B. dracunculifolia e na propolis, € um importante acido fendlico. Segundo
Kimoto et al. (2001a) & Uto et al. (2002), este composto possui atividades
antitumoral, pela promocédo de apoptose e cura de leucemia, favorecendo o
aumento da resposta imunoldgica, além de apresentar atividade antimicrobiana e
antioxidante. Outros pesquisadores realizaram trabalhos no sentido de averiguar
as atividades biolégicas do Artepillin C presente na prépolis (Kimoto et al., 2001b;

Shimizu et al, 2005).

Fukuda et al. (2006), estudando a atividade citotéxica no crescimento
de células leucémicas L1210 de 19 compostos isolados da folha da B.
dracunculifolia, verificaram que sua forte atividade citotoxica foi atribuida
principalmente aos monoterpenos fendlicos, tais como timol, carvacrol, p-metoxi-

timol e p-cimeno-2,3-diol.

Em relacdo a atividade antioxidante, estudos apresentaram extratos
metandlicos da Baccharis grisebachii com EDsq' entre 23 a 54 ug/ mL (Tapia et al.,
2004) enquanto que no extrato metandlico da prépolis brasileira essa atividade

variou entre 9,9 a 13,1 ug/ mL (Banskota et al., 2000).

'EDs, é a dose efetiva que elimina 50% dos radicais livres.

15
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Ferronatto et al. (2007) avaliaram a atividade antimicrobiana do éleo
essencial obtido por hidrodestilagdo da B. dracunculifolia pelo método de difusao
em disco de papel, em placas de Petri contendo meio de Mdieller-Hinton. Os
autores verificaram que o 6leo apresentava atividade antimicrobiana sobre as
bactérias patogénicas Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e

Staphylococcus aureus.

3.3 Extracao supercritica

De todos os processos convencionais de separagcdo de compostos,
como a extracdo com solvente organico e a destilacdo a vapor, a extracao
supercritica € uma das tecnologias mais vantajosas quando se visa fornecer
produtos de alta pureza, sem residuos de solventes e de excelentes propriedades
sensoriais, conservando as qualidades terapéuticas e nutricionais do extrato

(Sutter et al.1994).

De acordo com Brunner (1994), a extracdo com fluido supercritico de
matrizes sélidas consiste em duas etapas: extracdo e separacdo do extrato do
solvente. Na extracdo, o solvente supercritico escoa através de um leito fixo de
particulas sélidas, o qual é absorvido pela matriz sélida, fazendo com que a
estrutura celular dilate e a resisténcia ao transporte diminua. Em paralelo, os

componentes solUveis sao dissolvidos pelo solvente e transportados para

16



Revis&o Bibliografica

superficie do solido. A mistura soluto/solvente deixa o extrator e passa pelo

precipitador, onde finalmente os componentes sao separados.

A principal desvantagem do processo de extracao supercritica (ESC) é
o alto custo dos equipamentos. Assim, produtos de baixo valor agregado e de
baixo rendimento ndo podem ser economicamente extraidos por esse processo

(Maul, 1999).

Cassel et al. (2000) estudaram os 6leos essenciais de ramos e folhas
da B. dracunculifolia obtidos por extracao supercritica e por hidrodestilacao, a fim
de otimizar os componentes oxigenados obtidos na ESC, especificamente o (E)-
nerolidol e o espatulenol em relagdo ao obtido pela extracdo convencional.
Observaram que nas condi¢des experimentais de temperatura: 323,15 K; pressao:
10 MPa; tempo de equilibrio: 10 min.; tempo de extragdo: 20 min. e vazao de COsy:
1,0 mL/min obtiveram melhor rendimento (0,38%) enquanto que na hidrodestilacao
este foi de 0,36%. Os valores dos compostos (E)-nerolidol (47,5%) e espatulenol
(16,4%) obtidos na extracdo supercritica foram superiores aos obtidos da

hidrodestilagdo, com valores de 13,5% e 9,8% respectivamente.

Na ESC com dioxido de carbono (COy), Lee et al. (2007) isolaram e
purificaram o Artepillin C da propolis brasileira, investigando a influéncia da
concentracdo do acetato de etila como co-solvente (2, 4 e 6% m/m) e da

temperatura do processo (40, 50 e 60 °C) a 208 bar. A maior concentracdo de
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extragdo de Artepillin C (12,7mg/g) foi obtida a 60 °C e com 6% m/m de acetato de

etila.

3.3.1 Fluido supercritico

Para cada substancia existe uma temperatura critica (T¢), uma pressao
critica (P¢) e um volume critico (V). O estado supercritico € caracterizado quando
a temperatura e pressao forem superiores aos seus valores criticos. As variagdes
das propriedades termodinamicas na regido supercritica podem ser intensas,

causando diferentes efeitos em solutos e reagentes (Sandler, 1989).

Os fluidos supercriticos (SF) exibem propriedades fisico-quimicas
intermédias de gases e liquidos, o que aumenta sua funcdo como solvente

(Tabela 3.3).

Tabela 3.3. Propriedades fisico-quimicas em diferentes estados (Rizvi et al.,
1986).

Estado do Fluido Densidade Difusivzidade Viscosidade
(g/cm3) (cm®/s) (g/cm.s)
Gas (0,6 -2,0)x10° 0,1-0,4 (1,0-3,0)x 10
Liquido 0,6—-1,6 (0,2-2,0)x10° (0,2-3,0)x10%
Fluido Supercritico 0,2-0,9 (0,2-0,7)x10°  (1,0-9,0)x 10*

Perto do ponto critico, os SF possuem densidades semelhantes aos
liquidos e propriedades de transporte, como a difusividade e a viscosidade,

proéximas aos gases. Possuem densidades que Ihes conferem elevado poder de
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solvatacao e os processos de transferéncia de massa sao facilitados, pois a sua
viscosidade é baixa e a difusibilidade é elevada, ou seja, possui um apreciavel
poder de penetragcdo na matriz do soluto. A capacidade de dissolucao dos SF é
sensivel a suaves variacdes nas condi¢cdes operacionais sendo possivel manipular
a sua capacidade de solvente durante um processo de extracdo, variando a
pressao e temperatura, dentro da regido supercritica (Fillipi, 1982; Taylor, 1996;

Carvalho Jr., 2004).

3.3.2. Dioxido de carbono como solvente

O melhor solvente nas extracdes com fluido pressurizado é aquele que
consegue solubilizar o soluto presente em um substrato sem promover alteracdes

guimicas na matriz sélida ou no soluto.

Dentre os fluidos usados na ESC, o CO, é mais utilizado por ser inerte,
nao toxico, nao inflamavel, ndo corrosivo e de moderado custo. Possui
temperatura e pressao critica de 31,2 T e 73,4 bar respectivamente, condigoes
de facil operacdo em processo industrial e que permite um processamento a
baixas temperaturas, evitando assim a degradacdo dos compostos termolabeis.
Em condigdes normais de pressdao e temperatura € facilmente separado dos
compostos extraidos pela despressurizacdo do sistema (Brunner, 2005; Staub,

1997).

19



Revis&o Bibliografica

3.3.3. Co-solventes

O CO. por ser um fluido de baixa polaridade dificulta a extracdo de
compostos mais polares. Entretanto, as propriedades de solvatacdo dos fluidos
supercriticos podem ser modificadas facilmente pela adicdo de pequenas
quantidades de substancias polares (co-solventes) tais como agua e etanol e
também podem ser alteradas pelas condicbes operacionais como temperatura e

pressao (Pellerin, 1991, Staub, 1997).

20



Materiais e Métodos

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materia-prima

O alecrim-do-campo (B. dracunculifolia) foi cultivado em maio de 2004
no Campo Experimental do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biologicas e Agricolas (CPQBA/ UNICAMP) e colhido em dezembro de 2006. A
amostra é proveniente da mistura de plantas oriundas de dois acessos, um do
proprio CPQBA (acesso A10) e outro de Chave da Taquara (acesso A1). A
matéria-prima utilizada foi a soma dos brotos, folhas em desenvolvimento e folhas
desenvolvidas. A secagem das folhas foi realizada no CPQBA em secador com
circulagdo forcada de ar (Fabber, modelo 170, Piracicaba, Brasil) a 40C durante

24 horas.

4.2. Caracterizacao da mateéria-prima

4.2.1 Moagem e Peneiragem

A matéria-prima seca foi triturada em moinho de rotor vertical com facas
moéveis e fixas (Marconi, modelo MA 340, Piracicaba, Brasil) e introduzida num
jogo de peneiras da série padrao Tyler com mesh 8, 12, 16, 24, 32 e 48. A

distribuicao do tamanho de particulas foi realizada através de um agitador

21



Materiais e Métodos

magnético de peneiras por 15 minutos (Bertel, série 01.05, Caieiras, Sao Paulo,
Brasil). As massas retidas em cada peneira foram pesadas em balanca semi-
analitica (Marte, modelo AS 5500, Sao Paulo, Brasil) e utilizadas no
empacotamento da célula extratora na porcentagem de 30, 27, 22, e 21% dos
meshes 16, 24, 32 e 48 respectivamente. Apds pesagem, a amostra foi
acondicionada em sacos de polietileno, envolta em papel aluminio e armazenada

em freezer doméstico (Consul, modelo 220, Sao Paulo, Brasil) a -10<C.

O didmetro médio geométrico das particulas (dmg) foi determinado de
acordo com o método recomendado pela ASAE Standards (1997) através da

equacao 4.1.

Ay = log ™| F—— Eq. (4.1)

Onde: d, =(d.d.,,)"’;
d. : abertura nominal da i-ésima peneira (mm);

d.,, : abertura nominal da peneira maior que a i-ésima peneira (mm);

i+l "

w : massa do material retido na i-ésima peneira.

4.2.2 Determinacao da densidade aparente

A densidade aparente foi calculada usando-se o volume da célula de

extracdo e a massa do alecrim-do-campo seco e moido, compactado na mesma.
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4.3. Extracao alcoodlica

O extrato alcoodlico foi obtido usando a metodologia modificada de
Sawaya et al. (2004) para prépolis. A cada 3 gramas da matéria-prima seca foram
adicionados 15 mL de etanol (P.A. Merck) e esta mistura foi colocada em agitacao
magnética por 24 horas em temperatura ambiente. Ap6s, a amostra foi filtrada para
a separacao da porcao insoluvel. O filtrado foi armazenado em freezer por 24
horas e filtrado novamente para a reducdo do teor de gordura. O solvente foi
evaporado em estufa a vacuo (Marconi, modelo MA 030/12, Piracicaba, Brasil) a

50C até a obtencao do extrato seco.

O mesmo procedimento foi utilizado para obtencdo do extrato
metandlico seco do alecrim-do-campo utilizando o metanol como solvente (P.A.

Merck)

4.4. Extracao supercritica

Os experimentos foram realizados em uma unidade experimental,
instalada no laboratério EXTRAE (DEA/ FEA/ UNICAMP) conforme ilustrado na

Figura 4.1 e esquematizado na Figura 4.2.

O equipamento de extracdo em alta pressao consistiu em: cilindro de

COg; banho de refrigeracédo (Cole Parmer Instrument Company, modelo 12101-30,
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Vernon Hills, IL, USA); bomba de alta pressao (Eldex Laboratories Inc., modelo
AA100S, Napa, CA, USA); tanque pulmao (Suprilab, cilindro de ago inox 316, 500
mL, Campinas, Brasil); mandmetros tipo Bourdon (Record); extrator (Suprilab, aco
inox 316, Campinas, Brazil); bomba peristaltica (Cole Parmer Instrument
Company, modelo L/S 77910, Pump System); coletor de extrato; armadilhas de
colunas recheadas com polimero Porapak-Q (80-100 mesh, Waters Corporation,
USA); medidor de vazao; totalizador de volume; banho termostatizado (Suprilab,
modelo AISI 304 Campinas, Brasil) e valvulas de regulagem tipo agulha e

micrométrica (Autoclave Engineers).

Figura 4.1 Unidade de extracao supercritica do EXTRAE.
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4.4.1. Procedimento experimental

O procedimento experimental utilizado nas extracdes e descrito a seguir

pode ser visualizado na Figura 4.2.

IMandmetro Manometro

Bomba de
alta pressado

12
Q 4
3 I
1
'.—
i
@ 2
=
1"5:5 Banho de
i
= Refrigeracdo
b, -
Banho termostatizado Bomba
Penstaltica

Figura 4.2 Diagrama da unidade experimental.

O banho de refrigeracao foi ligado antes da extracdo para atingir a
temperatura de -10 € e, portanto ndo ocasionar cavitacdo da bomba.
Aproximadamente 7x10° kg de folhas de alecrim-do-campo secas foram
introduzidos na célula extratora de 5,0 x 10°m®(7) e o restante do seu volume foi

preenchido com esferas de vidro de mesh 6 (leito inerte).

O sistema ficou imerso em um banho termostatizado a temperatura de
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extracdo e a pressao foi ajustada pela bomba de alta pressado (3), mantendo a
valvula fechada na saida do extrator até que a pressao requerida fosse atingida. A
pressurizacdo ocorreu no tanque pulmao (4) e depois lentamente no extrator (7).
Com as condicdes estabelecidas, o sistema foi deixado em repouso por 20
minutos para estabilizar as condicdes operacionais e promover o contato entre

soluto e o solvente supercritico.

Em seguida as valvulas situadas entre o extrator (7) e o coletor (9)
foram abertas dando inicio a extragcdo. O solvente supercritico foi escoado
continuamente na entrada do extrator, passando inicialmente pelo leito inerte e
posteriormente pela matriz vegetal. O CO2 no estado gasoso que deixou o coletor
(9) foi conduzido a uma armadilha (10) com a finalidade de capturar os
componentes mais leves que poderiam ser arrastados por ele. Esta armadilha foi
preparada através do empacotamento do adsorvente Porapak-Q entre 1a de vidro,
em um tubo de vidro de 6 mm de diametro e 100 mm de comprimento. Por fim, o
diéxido de carbono foi conduzido a um medidor de vazao (11) e totalizador (12)

para quantificar sua massa na extragao.

A tubulacdo da linha foi lavada com etanol e com o auxilio de uma
bomba peristaltica (8) para recuperacao do extrato depositado na mesma ao longo
da extracdo. Este material foi adicionado ao frasco da extracdo e em seguida seco
em estufa a vacuo para evaporagdo do solvente. O rendimento global (Xo) foi

calculado a partir da massa extraida (extracdo + limpeza) e a massa inicial
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adicionada no extrator (base seca). As amostras foram fechadas, lacradas e

mantidas sob refrigeracdo para posterior analise.

O extrato obtido no coletor (9) foi denominado extrato pesado e o
extrato mais volatil capturado na armadilha (10) foi denominado extrato leve (éleo

essencial).

4.4.2. Planejamento dos experimentos

As condi¢bes operacionais de pressao selecionadas para a realizagao
dos experimentos foram 200, 300 e 400 bar, nas isotermas de 40, 50 e 60° C, e
com uma vazdo média do solvente de 4,0 x 10™ kg/s para um tempo médio total
de processo de aproximadamente 4 horas. O diéxido de carbono utilizado possuia
pureza de 99,5% (White Martins). Os experimentos foram realizados em triplicata

com execucao aleatorizada.

Foram feitas duas extragdes adicionando-se co-solventes a matriz de
folhas, uma com 5% em massa de etanol e outra com 5% em massa de acetato

de etila na temperatura de 50C e pressao de 300 bar.

As armadilhas com Porapak-Q na ESC a 50C e 300 bar foram
empregadas em 3 experimentos: nas duas extracbes com 0s co-solventes e em

uma sem co-solvente.
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4.5. Analise dos extratos

4.5.1. Espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray no modo

negativo [ESI(-)-MS]

A identificacdo de compostos quimicos em alguns extratos foi realizada
por espectrometria de massas com fonte de ionizagdo por electrospray no modo
negativo, usando a metodologia descrita por Sawaya et al. (2004). As amostras
foram analisadas no Laboratério Thomson de espectrometria de Massas do
Instituto de Quimica da UNICAMP pela Dra. Alexandra Sawaya, sob coordenacao

do Prof. Dr. Marcos N. Erbelin.

Os extratos foram dissolvidos e diluidos para uma concentragdo de
aproximadamente 50uL. mL™" em uma solugéo contendo 70% (v/v) de metanol grau
cromatografico e 30% (v/v) de agua deionizada. Em seguida foi acrescentado
0,5% (v/v) de hidréxido de aménio para ser analisado no modo negativo. As
solugdes foram inseridas diretamente numa vazdo de 10 yL/min e analisadas no
espectrdmetro de massas Q-TRAP (Applied Biosystems, Concord, Canada). As
condi¢oes usadas foram: capilar de £ 4000 V, cone de + 40 V, temperatura de 200
T e espectros na faixa de 140 a 700 m/z em modo ne gativo. A identificacdo dos
compostos foi por comparacdo de seus espectros de massa com padrdes
adquiridos comercialmente e/ou isolados em trabalhos anteriores (Sawaya et al.,

2004).
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4.5.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR)

Alguns compostos fendlicos presentes no extrato do alecrim-do-campo
obtido por ESC e por extracoes alcodlicas foram analisados através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Merck-Hitachi, Darmstadt, Germany), com
bomba (Merck-Hitachi, modelo D-7100), rede de fotodiodos e injetor automatico.
As condigdes cromatograficas utilizadas foram: coluna em fase reversa Lichrochart
(RP-18, 125 x 4 mm, 5mm) (Merck, Darmstadt, Alemanha) utilizando-se como fase
mével agua-acido férmico (95:5 v/v, solvente A, Merck) e metanol (solvente B-grau
cromatografico, Merck). A eluicdo foi desenvolvida em uma vazao de 1mL/min
utilizando-se um gradiente linear. O tempo maximo de analise foi de 50 minutos e

a deteccéo foi efetuada em comprimento de onda de 280nm.

A identificagdo dos componentes foi efetuada pela comparacdo do
tempo de retencéo e espectro UV visivel (200 — 400 nm) com padrdes isolados e
adquiridos comercialmente. A quantificacdo dos componentes foi feita usando
padrées externos. O programa utilizado para a analise de dados foi o Merck-
Hitachi, modelo D-7100 Chromatography Data Station - DAD Manager). As
andlises foram feitas no laboratério de analises Natural Labor pela Dra. Maria

Cristina Marcucci Ribeiro.

Os compostos monitorados nos extratos de folhas da B. dracunculifolia

séo apresentadas na Figura 4.3.
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Figura 4.3 Estruturas quimicas de compostos fendlicos presentes na B.

dracunculifolia.

4.5.3. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Os compostos volateis capturados na coluna com Porapak-Q na ESC
foram eluidos com 1 mL de acetato de etila e analisados para identificacdo no
CPQBA/ UNICAMP pela Dra. Carmen Lucia Queiroga. As andlises foram
realizadas em cromatografo gasoso acoplado a espectrometria de massas (GC
6890N, Agilent 5975), com coluna capilar HP-5MS (30m x 0,25 mm x 0,25 um) e
gas de arraste hélio 1mL/min. A programacao de aquecimento da coluna utilizada

foi: 55°- 120C a 20C/min, 120°- 150C a 1,5C/m in, 150°- 250C a 20%C/min,
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250C (10 min) (Queiroga et al., 1990). As temperaturas do injetor e detector
foram 220 € e 250 <, respectivamente. A identific acdo dos compostos foi
realizada por comparacdo dos espectros de massas obtidos com dados da
literatura (Adams, 1995); com o banco de dados do sistema CG/EM - biblioteca
Wiley e NIST; e com o indice de retengao relativo a uma série de n-alcanos (Co-

C20).

4.5.4. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante (AA) do alecrim-do-campo foi determinada pelo
método desenvolvido pela Natural Labor adaptado da literatura (Banskota et al.,
2000; Bankova & Marcucci, 2000 e Hatano et al., 1989) baseado no sequestro do
radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH).

A amostra do extrato do alecrim-do-campo a 1% (v/v) foi diluida a
0,01% (v/v) em etanol P.A. e depois preparados diferentes diluicdes deste extrato.
Oito tubos foram enumerados e adicionados a eles, primeiramente um volume de
etanol (diluicdo desejada) e em seguida um volume de solugcao do alecrim-do-
campo, conforme mostrado na Tabela 4.1. O tubo n°0 foi o controle, ou seja,
100% de DPPH sem amostra. O volume da solucéo etanélica de DPPH 60 puM foi
adicionado no 1° tubo e o cronémetro ligado, desligando-o depois de um minuto. O
DPPH foi adicionado nos outros tubos a cada 1 minuto. A leitura foi feita no
espectrofotdbmetro Cary 50 (Varian) apés 30 minutos da adicdo do DPPH no 1°

tubo e lidas no comprimento de onda de 517 nm.
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Tabela 4.1 Condicbes experimentais de andlise da atividade antioxidante,
empregando-se o DPPH.

Tubo Conc. Alecrim Vol. Etanol Vol. solucao Vol. DPPH  Absorb

(pg/mL) (uL) Alecrim (pL) (uL) (%)
0 0 1000 0 1000 X
1 2 960 40 1000 X
2 4 920 80 1000 X
3 6 880 120 1000 X
4 10 800 200 1000 X
5 12 760 240 1000 X
6 14 720 280 1000 X
7 18 640 360 1000 X
8 20 600 400 1000 X

4.5.5. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana in vitro foi empregada contra os
microrganismos patogénicos: Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 29213,
Candida albicans (C. albicans) ATCC 10231, Escherichia coli (E. coli ATCC
25922. As culturas de microrganismos foram mantidas a —20°C em caldo de
Tioglicolato (Merck) + 15% de glicerol e reativadas em meio apropriado para cada

cepa.

Essa atividade foi avaliada pelo método de difusdo em disco para
confirmar sua acdo contra o0s microrganismos citados. Foi estipulada
qualitativamente pelo método de difusdo em disco preconizado pelo Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005).
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Os in6culos foram preparados através de suspensdo direta do
crescimento microbiano com turvacado equivalente a 0,5 da escala de Mc Farland
(1,0 X 108 UFC/mL) sendo ajustada entre 0,08 — 0,10 de densidade éptica (D.O) a
625nm em espectofotdmetro em 5,0 mL de solugao salina a 0,85% (NaCl Synth).
Em seguida um swab estéril foi imerso no indculo e estriado na placa de Petri
contendo meio de cultura Mueller-Hinton agar (Merck). Ap6s 20 minutos, foram
colocados discos impregnados com 30 pL de cada amostra a 2% . As placas
foram incubadas a 37°C, exceto para a C.albicans (24°C) por 24 horas e em
seguida o halo de inibicado (em mm) foi medido com um paquimetro. Para a
C.albicans o crescimento microbiano foi monitorado a temperatura ambiente em
local escuro e seco, empregando-se como meio de cultivo o agar Sabouraud

(Merck). Os experimentos foram realizados em duplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdao da matéria-prima

As amostras de folhas de alecrim-do-campo secas e trituradas que
foram usadas nas extragcdes apresentaram didmetro médio de particulas (dmg) de

7,2 x 10* m e densidade aparente de 348,5 + 2,6 kg/m>.

5.2. Rendimentos de extracao

5.2.1. Efeito do diametro de particula no rendimento de extracao

A Figura 5.1 mostra curvas de extragdo obtidas com ESC a 300 bar e
50°C a partir de amostras de folhas trituradas com diferentes granulometrias.

O rendimento maximo de extragao (4,27%) foi obtido do material
triturado com o menor didmetro médio de particula de 5,95x10* m e o minimo
(3,18 %) usando o maior diametro médio de 1,18 x10° m. Verificou-se que o
rendimento global aumentou com o decréscimo do didmetro médio de particula
devido a maior quantidade de material liberado pela ruptura de maior fracao
superficial das particulas e pela reducdo da resisténcia a transferéncia de massa

interna por difusao.
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Figura 5.1 Curva de extracdo de folhas a 50C e 300 bar e vazdo média do

solvente de 4,0 x 10 kg/s para diferentes diametros de particula.

5.2.2. Efeito da temperatura e pressao no rendimento de extracao

Na Figura 5.2 mostra-se valores de rendimentos globais para ESC
usando folhas de alecrim-do-campo com diametro médio de particula de 7,2 x
10 m para trés niveis de pressao e trés niveis de temperatura. Observou-se que
o0 aumento da pressdo a temperatura constante promoveu um aumento no
rendimento global de extracdo e o aumento de temperatura a pressao constante
também aumentou o rendimento de extragcdo. N&o se observou ponto de
cruzamento da pressao (crossover pressure) onde se observa mudanca do

comportamento do rendimento com a temperatura. O melhor rendimento global de
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extracdo (4,71 £ 0,3%) foi obtido na maior condicdo de temperatura e de pressao,
60T e 400 bar e o menor rendimento (2,40 + 0,1%) foi obtido na menor condigéo

de temperatura e pressao, a 40°C e 200 bar.
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Figura 5.2 Rendimento global do extrato de alecrim-do-campo obtido a 200, 300
and 400 bar e vazao média de 4,0 x 10 kg/s.

O rendimento global das extracées supercriticas a 50C e 300 bar
utilizando co-solventes, 5% (m/m) de acetato de etila e 5% (m/m) de alcool etilico
na matriz de folhas, foi de 3,69% e 3,09%, respectivamente. Estes valores néo
foram superiores, mas préximos ao valor obtido por ESC (3,77%) sem co-solvente

nesta mesma condi¢c&o operacional.
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Nos extratos alcodlicos, os rendimentos globais de extracdo (Xo) foram bem
superiores aos obtidos por ESC, resultando em rendimentos de 10,9% para o

extrato metandlico e de 6,1% para o extrato etandlico.
5.2.3. Rendimento da fracado volatil capturada em Porapak-Q.

Em cinco extragdes realizadas com SC-CO; a 50°C e 300 bar, coletou-se
também pela captura em armadilha de Porapak- Q, a fracdo mais volatil que é
normalmente arrastada pelo CO, quando este passa pelo coletor de extrato. Em
trés extracoes foram usadas folhas trituradas com didmetros diferentes e nas
outras duas extragbes usou-se folhas com didmetro médio de particula de 7,2 x
10 m adicionada também em uma delas 5% em massa de acetato de etila e na
outra 5% em massa de etanol. O acetato de etila e o etanol foram adicionados ao
leito de folhas e ndo ao CO,. A Tabela 5.1 reine os valores obtidos da fracédo

volatil capturada em Porapak-Q.

Nesta tabela também foram mostrados, os rendimentos da fragdo leve dos
extratos obtidos por extragcdo supercritica e por hidrodestilagdo, realizados por
Cassel et al. (2000). O rendimento do extrato capturado no adsorvente foi
aproximadamente metade do rendimento obtido por hidrodestilagdo e por ESC
com diéxido de carbono, mostrado pela literatura. E bem possivel que a fragdo

pesada obtida neste trabalho contenha parte do éleo essencial.
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Tabela 5.1 Rendimento (% em massa) da fracao volatil capturada em armadilhas

com polimero Porapak Q.

Matriz de folhas A (%) B (%) Referéncias

ESC (50°C e 300 bar) «
d=1,18.10%m 0,17 318

ESC (50°C e 300 bar) 0.16 3.60 .
d=0,84.10°m ’

ESC (5000 e 300 bar) 0,18 4,27 *
d=0,59.10%m

ESC (50°C e 300 bar) 0,18 3.69 «

dmg = 0,72.10° m (a)

ESC (50°C e 300 bar) 0,18 3.09 «

dmg = 0,72.10° m (b)
Hidrodestilagdo 0,36 - Cassel et al. (2000)

ESC (50°C e 100 bar) 0,38 - Cassel et al. (2000)

* Desenvolvidos no presente trabalho
(@) SC-CO2+ 5% acetato de etila

(b) SC-CO2+ 5% de etanol
A= Fragéo + volatil do déleo essencial
B= Oleo essencial

5.3. Composicdao Quimica dos Extratos

5.3.1 Analise Qualitativa do dleo essencial por ESI(-)-MS

A andlise qualitativa em 5 extratos de alecrim-do-campo obtidos por
ESC e extracdo alcodlica foi realizada por ESI(-)-MS com identificacdo de 23
compostos quimicos, como mostra a Tabela 5.2. Esta analise teve como objetivo
uma caracterizacdo da amostra, ou seja, a apresentacdao da composi¢ao geral dos
compostos presentes nos extratos. Os espectros de massa desses extratos

encontram-se nas Figuras 5.3 e 5.4 e Anexo B.
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Tabela 5.2 Compostos

identificados por

ESI(-)-MS nos extratos da B.

dracunculifolia.

[M-H] Nome Extratos
163 acido p-cumarico A E
177 3-metoxi-4-hidroxicinamaldeido B
179 acido caféico A
229 acido 2,2-dimetil-2H-1-benzopirano-6-propendico C,D,E
231 acido 3,4-dihidroxi-5-prenilcindmico A
233 viscidona B
247 acido 3,4-dihidroxi-5-prenilcindmico A
253 crisina A B, D, E
255 pinocembrina B,C,D,E
285 canferol A B,CD,E
597 acido 2,2-dimeti|—8-prenil-,2H-1-benzopirano-6- C.D.E

propendico
299 acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico (artepillin C) A, B,C/D,E
301 diidrocanferida A, B,
315 acido 3-hidroxi.-2,2-dimeti|-8-p,r_enil-2H-1- A B.C,D
benzopirano-6-propendico
317 acido agatélico D
319 acido cupréssico A E
329 betuletol A,C,D,E
333 acido agatico D
347 15 metil éster do acido agatico C
361 acido 15-acetoxi-cupréssico A, D E
363 acido 3-prenil-4-diidroxicinamico A B, C,D,E
acido (E)-3-{-4-hidroxi-3-[(E)-4-(2,3-
447  diidrocinamoiloxi)-3-metil-2-butenil]-5-prenil-fenil}-2- C,D,E
propendico
515 acido dicafeoilquinico A B

A: extrato etandlico

B: extrato metandlico

C: extrato obtido por ESC (50C, 300 bar)
D: extrato obtido por ESC (50<C /300 bar + 5% (m/m) de co-solvente etanol)

E: extrato obtido por ESC (50T /300 bar + 5% (m/m) de co-solvente acetato de

etila)
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Os cromatogramas obtidos por spray de elétrons ESI(-)-MS a partir de
extratos obtidos por etanol, metanol e por ESC (fragcdo pesada) representados na
Figura 5.3 mostram qualitativamente uma diferenca de composicao entre os
extratos. Os extratos metandlicos e etandlicos foram menos seletivos, pois
extrairam uma maior quantidade de compostos diferentes quando comparados ao
extrato supercritico. A Figura 5.4 mostra o efeito da adicao de 5% de etanol ou de
acetato de etila a matriz de folhas, observando um aumento no numero de

compostos extraidos.

5.3.2. Analise Quantitativa da fracao + volatil do 6leo essencial por CLAE-FR

A concentracdo dos quatro compostos fendlicos presentes nos extratos
foram obtidas por analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia CLAE-FR. Os
compostos monitorados foram: Artepillin C, acido 3-prenil-4-hidroxicindmico, 4cido
p-cumarico e canferide (Tabela 5.3). Os cromatogramas dos extratos encontram-
se no Anexo C.

A concentracao foi dada em mg de soluto por grama de extrato e o
rendimento de extracdo foi calculado considerando o rendimento global (X,) e a
concentracdo no extrato, obtendo-se o valor do rendimento de extracdo em mg de

soluto extraido por grama de folhas de alecrim-do-campo.
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Tabela 5.3 Concentracdo e rendimento de extracdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos da B.
dracunculifolia.

Artepillin C PHCA acido p-cumarico canferide TOTAL

Método de extracao X, (%)
R C R C R C R C R

(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
ESC, 40 /200 bar 2,40 18,15 0,435 2,11 0,051 1,55 0,037 44,87 1,077 66,69 1,601

ESC, 40 C/300bar 2,75 17,10 0,470 2,45 0,067 1,86 0,051 43,07 1,184 64,48 1,773
ESC, 40 C/ 400 bar 3,07 17,62 0,541 3,50 0,107 1,60 0,049 4853 1,490 71,77 2,203

ESC, 50 €/ 200 bar 3,02 17,62 0,532 1,74 0,053 1,28 0,039 46,93 1,417 67,57 2,041
ESC, 50 €/ 300 bar 3,77 18,60 0,701 048 0,018 2,15 0,081 1559 0,588 36,82 1,388
ESC, 50 €/ 400 bar 3,95 18,57 0,734 3,47 0,137 1,91 0,075 5342 2,110 77,37 3,056

ESC, 60 C/200 bar 3,69 1557 0,575 1,32 0,049 1,27 0,047 39,51 1,458 57,67 2,128
ESC, 60 €/ 300 bar 4,08 20,26 0,827 3,65 0,149 2,62 0,107 67,84 2,768 94,36 3,850
ESC, 60 C/ 400 bar 4,71 20,13 0,948 4,04 0,190 2,84 0,134 59,99 2,825 86,99 4,097

ESC,50C/300bar * 3,68 1946 0601 269 0083 154 0048 5625 1,738 7994 2470

ESC,50 T/300bar ™ 3,09 5015 0743 314 0116 181 0067 5466 2017 7976 2943

Extragdo etandlica 6,11 784 0479 190 0,116 554 0,338 18,08 1,105 33,36 2,038

Extragdo metandlica 10,94 522 0571 099 0,108 2,90 0,317 9,94 1,087 19,06 2,085

C = concentragao (mg / g de extrato seco); R = rendimento (mg / g de folhas) X, = rendimento global de extracao
* Valor referente a ESC e 5 % (m/m) de etanol ** Valor referente a ESC e 5 % (m/m) de acetato de etila
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Em relacdo ao Artepillin C, os extratos obtidos por ESC apresentaram
concentracao entre 15,57 a 20,26 mg/g. Esses valores foram bem superiores aos
valores de 7,84 e de 5,22 mg/g obtidos nos extratos etandlicos e metandlicos,
respectivamente. Quanto ao rendimento de extracao, os extratos obtidos por ESC
foram similares aos extratos alcodlicos exceto nas condigcdes de 50C/ 300-400bar
e 60C/ 300-400bar cujos valores foram superiores p ara a extragao com SC-CO..
Na melhor condicao (60C e 400 bar) obteve-se rendi mento de extracdo de 0,948
mg/g deste composto enquanto que no extrato etanélico extraiu-se metade desta
quantidade (0,479 mg/g) e no metandlico (0,571 mg/g), o que representa 60%.

Na Figura 5.5 pode ser vista a influéncia da temperatura e pressao na
ESC do Artepillin C. Nas pressdes mais elevadas, a concentracdo deste composto
nos extratos aumenta com o aumento de temperatura e nas pressées mais baixas
(200 bar) observa-se um comportamento inverso, onde a concentracdao diminui

com o0 aumento de temperatura a pressao constante.
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Figura 5.5 Concentracdo do Artepillin C nos extratos supercriticos (a) e no

rendimento de extracdo em mg/g de folhas (b).
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Este tipo de comportamento é observado em dados de solubilidade de
solutos em diéxido de carbono supercritico e é explicado pelo efeito da
temperatura e pressdo na variacdo da densidade do solvente e pelo efeito da
temperatura na pressdao de vapor dos solutos. O ponto de cruzamento das
isotermas ocorreu entre 200 e 250 bar. Nesta regido o efeito da temperatura no
aumento da pressao de vapor compensa o efeito da temperatura na diminuicdo da
densidade do solvente. Em vista da existéncia deste ponto, a menor e maior
concentragdo ocorreram na mesma isoterma de 60°C. Quanto ao rendimento de
extragcdo mostrado na Fig. 5.5. (b), ndo se observa inversdo de comportamento

devido a contribuicao do rendimento global de extracao.

Comportamento semelhante foi observado na concentragcdo do extrato
supercritico e no rendimento de extragao para o acido 3-prenil-4-hidroxicinamico e
canferide. Na melhor condicao supercritica, a concentragao de 4,04 mg/g do acido
3-prenil-4-hidroxicindmico foi bem superior as obtidas nos extratos alcodlicos, € 0
rendimento de extracdo (0,19 mg/g) foi superior em 64% e 76% aos rendimentos
com etanol e metanol, respectivamente. Na condicdo de extracdo do canferide
(60C e 400 bar), a sua concentracao foi bem superior as obtidas nos extratos
alcodlicos e o rendimento de extracao de 2,83 mg/g foi superior em 156% e 160%

aos rendimentos alcodlicos.

A influéncia da temperatura e pressao na extragdo supercritica com
dioxido de carbono do &cido p-cumarico pode ser vista na Figura 5.6. O

comportamento da variacdo da concentracdo e do rendimento de extracdo deste
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componente foi semelhante ao comportamento obtido para os demais
componentes analisados. No entanto, como mostra a Tabela 5.3, os extratos
alcodlicos foram superiores aos extratos supercriticos em termos de concentracao
e rendimento. Este teve um rendimento 150% maior que na ESC a 60°C e 400

bar.
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Figura 5.6 Efeito da temperatura e pressdao na extracdo do acido p-cumarico em
relacdo a concentracdo no extrato (a) e ao rendimento de extracdo em mg/g de
folhas (b).

A extracao supercritica com 5% de acetato de etila foi realizada com
base no trabalho de Lee et al. (2007) para verificar se a concentracao de Artepillin
C aumentaria em relacdo a ESC sem adicdo de co-solvente. Um pequeno
aumento na concentracdo de Artepillin C de 18,60 mg/g para 20,15 mg/g foi
observado. Em condi¢cdes diferentes, esses autores obtiveram 12,60 mg/g de

artepillin C a 50°C, 208 bar e 6% em massa de acetato de etila.
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Considerando os quatro componentes, extraiu-se no maximo 4 mg da
soma destes por grama de folhas secas, com concentracdo de 87 mg/g (8,7 %)
enquanto que nos extratos alcodlicos a concentracdo total destes foi de

aproximadamente 2 a 3 %.

Em relacdo ao extrato etandlico, o didxido de carbono supercritico
extraiu preferencialmente em ordem decrescente o canferide, o Artepillin C, o
acido 3-prenil-4-hidroxicinamico e por ultimo o acido p-cumarico, sendo que neste

ultimo componente a extracao alcodlica foi mais eficiente.

Analisando a estrutura quimica do acido 4-hidroxicindmico e dos seus
derivados prenilados (Artepilin C e o &acido 3-prenil-4-hidroxicindmico),
apresentada na Figura 4.3, observou-se que presenca de um grupo prenil na
molécula aumentou a quantidade desses compostos na ESC. A extracdo
supercritica foi mais eficiente em ordem decrescente para o Artepillin C (2 grupos
prenil), o &cido 3-prenil-4-hidroxicinamico (1 grupo prenil) e para o acido p-
cumarico (0 grupos prenil). Isto indica que a presenca do grupo prenil diminui a

polaridade da molécula e favorece a extragao supercritica.

Dados de solubilidade de solutos puros em dioxido de carbono
supercritico sdo Uteis para uma analise prévia da eficiéncia de extracdo relativa
entre os diferentes componentes da mistura. Murga et al. (2003) mediram a
solubilidade de trés acidos hidroxicinamicos, o acido 4-hidroxicinAmico (acido p-

cumarico), o acido 3,4-diidroxicinamico (acido caféico) e o acido 4-hidroxi-3-
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metoxicinamico (acido ferulico) na pressao acima de 500 bar e temperatura de 40
a 60 €. Sob as mesmas condicoes de temperatura e pressao, o acido ferulico
apresentou maior solubilidade na ESC com diéxido de carbono do que o acido p-
cumarico cuja solubilidade é maior do que a do &cido caféico. Esse
comportamento pode ser esperado uma vez que a adicdo de um grupo hidroxila
geralmente resulta em uma diminuicdo da solubilidade da nova molécula (o acido
caféico é formado a partir do acido p-cumarico pela adigdo de um grupo hidroxila)
e a metoxilacdo (acido ferulico € formado pela metoxilacdo do acido caféico)
geralmente causa um amplo aumento na solubilidade. A solubilidade do &cido
caféico é cerca de 40 vezes menor que a do acido p-cumarico e o acido ferulico é

20 vezes mais soluvel que o acido p-cumarico.

A amostra de folhas de alecrim-do-campo empregada neste trabalho foi
resultado da soma de brotos e de folhas em desenvolvimento e desenvolvidas,
tendo como concentragdo maxima de 7,84 mg/g de Artepillin C no extrato alcodlico
e de 20,12 mg/g na melhor condigdo supercritica. O descarte das folhas ja
desenvolvidas na amostra poderia promover um aumento consideravel na
concentracao deste componente nos extratos, como exemplificado no trabalho de

Park et al (2004).

5.3.3. Anadlise Quantitativa dos volateis por GC-MS

A Tabela 5.4. apresenta a comparacado da composicao quimica do 6leo

essencial retido no adsorvente Porapak-Q obtido por ESC com a da literatura. Os

48



Resultados e Discussoes

cromatogramas dos 6leos obtidos por ESC a 50C, 300 bar (ESC), ESC a 50<C,
300 bar + 5% (m/m) de co-solvente etanol (ET), ESC a 50<C, 300 bar + 5% (m/m)

de co-solvente acetato de etila (AC) analisados podem ser vistos no Anexo D.

Tabela 5.4 Composicdo quimica (% relativa em area) do éleo essencial do
alecrim-do-campo obtido por diferentes metodologias de extracao.

t'_* Area % IR Componentes PM
(min) ESC ET AC SC*
534 1,41 1,65 1,98 - 931 a-pineno (a,c) 136
6,35 0,45 - 0,49 - 971 sabineno (a,c) 136
6,45 654 6,67 935 - 975 B-pineno (a,c) 136
6,80 134 059 1,11 - 989 B-mirceno (a,b,c) 136
8,01 1428 759 13,6 - 1027 limoneno (a,b,c) 136
8,73 - - - - 1049 Contaminante
8,92 - - - - 1054 Contaminante
9,10 - - - - 1060 Contaminante
20,64 - 464 0,85 - 1348 a-cubebeno (a,b) 204
21,71 - - - - 1374 o-copaeno 204
22,10 0,68 - 0,76 - 1383 B-bourboneno (a,b,c) 204
22,34 0,73 - 0,76 - 1389 - cubebeno (a,b,c) 204
22,43 1,01 1,15 1,12 - 1391 B-elemeno (a,b,c) 204
23,09 - - - - 1408 a-gurjuneno 204
23,54 1426 1561 16,4 51 1418 trans-cariofileno (a,b,c) 204
24,28 - - 0,80 1,2 1437 aromadendreno (a,b,c) 204
2487 2,04 241 233 1,5 1451 a-humuleno (a,b) 204
26,05 21,88 26,05 21,4 88 1481 germacreno D (a,b) 204
26,09 - - 1,49 - 1482 allo-aromadendreno (a,b,c) 204
26,67 1831 22,7 20,9 9,9 1496 biciclogermacreno (a,b) 204
26,94 0,51 - - - 1503 germacreno A (a,b) 204
27,29 - - - - 1506 y-cadineno 204
2768 142 181 164 45 1522 0-cadineno (a,b,c) 204
29,29 5,71 491 3,17 35,1 1564 nerolidol (a,b,c) 222
29,67 1,06 - - - 1574 germacreno D-4-ol (a,b) 222
29,72 162 290 1,95 12,6 1575 espatulenol (a,b,c) 220
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Tabela 5.4 Continuacao

tq Area %

. IR Componentes PM
(min) ESC ET AC SC*
29,94 - - - 3,0 1581 oxido de cariofileno 220
35,00 1,59 - - - 1719 farnesol (E,E) (a,b,c) 220
35,76 0,74 1,27 - - 1740 farnesol (E,Z) (a,b,c) 220
tg: tempo de retencéo IR: indice de retencao

ESC: ESC a 50<C, 300 bar

ET: ESC a 50C, 300 bar + 5% (m/m) de co-solvente eta nol

AC: ESC a 50<C, 300 bar + 5% (m/m) de co-solvente ace tato de etila

SC*: ESC a 50C, 100 bar (Cassel et al., 2000)

a: banco de dados da biblioteca Wiley do CG/EM

b: indice de retencao a partir da série de n-alcanos em coluna capilar HP-5MS
c: comparacao com a fragmentacao de espectros de massas da literatura

Conforme andlise por CG/ EM os resultados indicaram que o teor de
monoterpenos variou de 16,5 a 26,5%, o teor de hidrocarbonetos sesquiterpénicos
variou de 60,8 a 74,3% e o teor de alcoois sesquiterpénicos variou de 5,1 a 10,7 %

nos 6leos essenciais em estudo (ESC, ET, AC).

O 6leo da B. dracunculifolia obtido por Cassel et al. (2000) diferenciou
das outras amostras de 6leo por ndo ter apresentado monoterpenos em sua
composicao, conforme apresentado na Tabela 5.4. Com base no principio de
funcionamento do Porapak, o uso deste adsorvente consiste numa maneira de

evitar a perda de hidrocarbonetos monoterpénicos durante a extragdo supercritica.

Os compostos majoritarios dos volateis capturados na ESC (% relativa

em area) foram os hidrocarbonetos sesquiterpénicos: germacreno D (21,4 a
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26,1%), biciclogermacreno (18,3 a 20,9%), trans-cariofileno (14,3 a 16,4%) e os

monoterpenos: limoneno (7,6 a 14,3%) e B-pineno (6,5 a 9,4%).

O rendimento médio dos volateis foi de 0,17 %, sendo um valor menor
do que 0,38% obtido por Cassel et al. (2000) na extracao supercritica (Tabela 5.1).
Esse baixo rendimento pode estar associado a retencao de parte dos volateis na
fracdo pesada do extrato (6leo essencial). Este argumento pode ser utilizado
novamente para explicar a baixa quantidade de (E) nerolidol e espatulenol
(compostos oxigenados mais importantes comercialmente no 6leo, segundo
Ferronatto et al. (2007)) presentes nos extratos supercriticos deste trabalho em

relacdo aos dados anteriormente citados (Tabela 5.4).

5.4. Atividade Antioxidante

No Anexo E sdo apresentados os graficos da absorbancia (%) X
concentracao dos extratos de alecrim-do-campo (pg/mL). A atividade antioxidante
baseada no sequestro de radicais livres (DPPH) de diferentes tipos de extratos de
alecrim-do-campo é apresentada na Tabela 5.5. O calculo da EDsy ? foi feito pela

planilha através do método dos minimos quadrados.

2 EDs é a dose efetiva que elimina 50% dos radicais livres.
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Tabela 5.5 Atividade antioxidante obtida pelo método do DPPH.

Método de extracao EDsp (ug/ mL)
ESC, 40 </ 200 bar 39,04
ESC, 40 <€/ 300 bar 46,54
ESC, 40 </ 400 bar 46,87
ESC, 50 €/ 200 bar 43,76
ESC, 50 €/ 300 bar 46,77
ESC, 50 </ 400 bar 35,80
ESC, 60 </ 200 bar 42,17
ESC, 60 <C/ 300 bar 39,62
ESC, 60 </ 400 bar 36,81
ESC, 50 €/ 300 bar * 23,88
ESC, 50 €/ 300 bar ** 38,72
Extracao etandlica 26,68
Extracdo metandlica 49,22

* Valor referente a ESC e 5 % (m/m) de etanol.

** Valor referente a ESC e 5 % (m/m) de acetato de etila.

E possivel verificar pelos valores de EDs; que os extratos apresentaram
atividade antioxidante entre 23,88 a 49,22 ug/ mL, sendo que o extrato obtido por
ESC + 5 % (m/m) de etanol e o extrato etandlico tiveram a melhor capacidade de
sequestrar radicais livres, com valores de 23,88 ug/ mL e 26,68 pg/ mL

respectivamente.

Os resultados demonstram uma maior afinidade dos compostos
antioxidantes com solvente organico polar, como por exemplo, o etanol.
Entretanto, o extrato supercritico tem como vantagem a obtencdo de um produto

livre de residuos organicos. Também, foi possivel verificar que o solvente metanol
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além de ser toéxico foi 0 que apresentou a pior atividade antioxidante (49,22 ug/

mL).

Os compostos fendlicos presentes em vegetais tém recebido
consideravel atencdo por serem o0s principais componentes com atividade
antioxidante, embora nao sejam os Unicos. A atividade antioxidante destes
fendlicos tem sido atribuida as suas propriedades de oéxido-redugdo, que
desempenham importante papel na adsor¢cdo ou neutralizacdo de radicais livres

(Basile et al., 2005).

A analise de atividade pelo radical DPPH serve como um primeiro
indicativo da capacidade antioxidante da amostra. E necesséaria a aplicacdo de

outros métodos a fim de se quantificar, de fato, esta atividade.

5.5. Atividade Antimicrobiana

Dentre os microrganismos testados, apenas os valores de halos de
inibicdo ao S. aureus pode ser visualizado na Tabela 5.6. Nesta analise da
atividade antimicrobiana realizada por difusdo de disco, esses valores estdo ao

redor de 9 mm.

Os melhores resultados de atividade antimicrobiana obtidos neste

trabalho foram nos extratos com SC-CO, a 40°C com halo de inibicido médio de
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10,8 mm contra S. aureus. Os extratos supercriticos e alcodlicos nao

apresentaram atividade frente a C. albicans e E. coli.

Tabela 5.6 Atividade antimicrobiana in vitro por método de difusdo em disco nos

extratos.
Tipo de Extrato T(°C) Pressdo Microrganismo Halo de inibicdo
(bar) (mm)
SC-CO» 200 S. aureus 10,0+1,4
SC-CO» 40 300 S. aureus 11,5+0,7
SC-CO» 400 S. aureus 11,0+0,0
SC-COs 200 S. aureus 8,5+0,7
SC-COs 50 300 S. aureus 9,0+0,0
SC-CO, 400 S. aureus NI
SC-CO, 200 S. aureus 8,0+0,0
SC-CO» 60 300 S. aureus 80+1,4
SC-CO, 400 S. aureus 7,0+0,0
Extrato Metandlico -- -- S. aureus NI
Extrato Etandlico -- -- S. aureus 8+0,0

NI: ndo inibiu

Com volume de 10 pL de O6leo essencial (puro) obtido da B.
dracunculifolia (coletada na regidao sudoeste do Parand), Ferronatto et al. (2007)
obtiveram um didmetro do halo de inibigdo de 18,92 mm para a E. colie 14,63 mm
para a S. aureus. Este resultado ndo pode ser comparado diretamente a este
trabalho, mas esses valores podem ser utilizados como uma referéncia ja que sao

a mesma espécie vegetal.

5.6. Origem da Baccharis dracunculifolia

Os extratos supercriticos obtidos neste trabalho apresentaram

concentracédo de Artepillin C ao redor de 18 a 20 mg/g, que é bem superior (duas
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vezes e meia) a concentracdo de aproximadamente 8 mg/g no extrato etandlico. A
partir desse resultado houve o interesse de testar outras amostras que poderiam
conter contedo maior de Artepillin C. Analisando os dados apresentados neste
documento é de se esperar que acessos que produzam extratos alcodlicos mais
concentrados possam produzir extratos supercriticos ainda mais concentrados em

artepillin C do que os obtidos neste trabalho.

Amostras de B. dracunculifolia que estavam disponiveis no CPQBA,
como relacionados na Tabela 5.7, foram colhidas em 2006 e obtidos os extratos
etanodlicos. Esses extratos foram analisados quanto ao teor de Artepillin C e a

atividade antioxidante.

Os resultados indicaram que a amostra empregada neste trabalho
possuia um teor relativamente baixo de Artepilin C e que extratos mais
concentrados poderiam ser obtidos. A Tabela 5.7 mostra acessos que produziram
extratos alcodlicos de até 17 mg/g, que é bem mais concentrado que o de 7,8

mg/g de Artepillin C usado neste trabalho.

Com esses resultados observou-se que ndo é somente a parte da
planta coletada que é importante na concentragcdo de compostos, mas também a
origem dos acessos. As amostras que apresentaram maior contetdo de Artepillin
C foram aquelas oriundas dos estados de Sao Paulo e de Minas Gerais e as que
apresentaram menores foram as do estado do Parana e de locais frios como

Campos do Jordao. Isto esta de acordo com as observacdes feitas em amostras
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de propolis procedentes dos estados de SP e MG, cujas abelhas usam o alecrim-
do-campo como principal fonte para producao de propolis e que o Artepillin C s6

aparece em quantidade apreciavel nas propolis desses estados.

Tabela 5.7 Concentracdo de Artepillin C e atividade antioxidante em extratos

etandlicos de alecrim-do-campo de diferentes acessos.

Artepillin C ED-,

Procedéncia
(ug/ mL)

Acesso * Xo (%)
C(mg/g) R (mg/g)

A2 10,19 17.01 1,73 37,73 Caruj - SP
A3 10,84 1348 146 4z62 = oraguac | Allenas
A8 8.34 14,48 1,21 41,08 Ouro Fino - MG
A9 7.45 13,34 0,99 548  Hibeirao Preto - SP
A14 8,01 11,38 0,91 37.71 Cabré"asia“”s'ta -
Areado MG
A16 8,44 10,73 0,91 31,73 (préximo a Alfenas)
MG
Corrego do Ouro -
A7 8.65 10,29 0,89 5118 MG
(perto de Alfenas)
Sto Antonio de
INE 7.67 7.88 0,60 54.15 o Anton2 S
. Chave da Taquara
A1 + A10 6.11 7.84 0.48 26,68 e
A5 467 3.57 017 7704 ~ Colombo (2) - PR
A12 1,89 017 0,00 32146 Campos gg Jordao -
A12F 2.24 0,00 0,00 4134 Campos ‘S"F’, Jordao -
Colombo (1) - PR
A4 6.85 0,00 0,00 14595 0000 Cortiba)

* Acessos plantados em maio 2004 no CPQBA e colhidos em 2007
** Amostra usada nos experimentos

X, = rendimento global de extracao

C = concentragao (mg / g de extrato seco)

R = rendimento (mg / g de folhas)
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O extrato alcodlico que apresentou a melhor atividade antioxidante foi o
utilizado no trabalho (A1 + A10) com EDso de 26,68 pg/ mL. Ja, a pior atividade foi
no extrato de acesso A12 com valor 321,46 ug/ mL e concentracao de Artepillin C
de 0,17 mg/g. De acordo com a Tabela 5.7, os resultados indicaram que nao
existe um relacdo direta entre a concentragcdo do Artepilin C e a atividade

antioxidante.
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6. CONCLUSOES

Os rendimentos globais de extracdo (Xo) de 6,11 e 10,94% das
extracoes alcodlicas foram superiores aos rendimentos entre 2,4 a 4,7% da
extracdo com dioxido de carbono supercritico. Entretanto a concentracao de trés
compostos (artepillin C, PHCA e canferide) dentre os quatro analisados foram
maiores nos extratos supercriticos. A concentracdo do acido p-cumarico foi maior

nos extratos alcodlicos.

Nas condicdes de temperatura e pressdao menores, a extracao
supercritica produziu extratos com rendimentos aproximadamente iguais a
extracdo alcodlica para o Artepillin C, inferior para o PHCA e superior para o
canferide. Entretanto, nas condicdes mais elevadas de temperatura e pressao
(60°C e 400 bar) produziu extratos com rendimentos superiores em 156, 98 e 64%

aos extratos etandlicos para o Artepillin C, PHCA e canferide.

O rendimento dos volateis capturados em polimero Porapak-Q foi de
0,17%. No entanto, € bem provavel que o extrato representado pela fracdo pesada

(6leo essencial) deste trabalho continha também parte desses volateis.

Todos os extratos apresentaram atividade antioxidante, sendo que os
extratos que utilizaram o etanol como solvente (no caso, o extrato supercritico a

50<C, 300 bar + 5% (m/m) de etanol e o extrato etan 6lico) apresentaram a melhor
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atividade antioxidante com valores de 23,88 pg/ mL e 26,68 pg/ mL,

respectivamente.

Com relacao a atividade antimicrobiana, os extratos supercriticos e o
extrato etandlico apresentaram atividade contra S. aureus. As maiores atividades
foram encontradas nos extratos obtidos por ESC a 40°C frente a S. aureus,
enquanto que os extratos supercriticos e alcodlicos ndo apresentaram atividade

contra C. albicans e E. coli.

No geral, a extracdo supercritica nas condigdes mais elevadas de
temperatura e pressdo mostrou ser mais eficiente na extracdo dos componentes

de interesse deste trabalho do que a extracao alcodlica.
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Sugestoes para Trabalhos Futuros

Diante dos resultados apresentados e conclusdes sugere-se:

» Obter extratos usando folhas que possuem maior quantidade de Artepillin C
e também obter extratos de partes da planta (brotos, folhas em
desenvolvimento e folhas desenvolvidas) que possuem composi¢ao

diferenciada.

 Empregar variagbes de porcentagem de co-solventes na extragdo com
diéxido de carbono supercritico.

 Empregar pressdées mais elevadas com o intuito de obter um possivel

aumento de concentracao e de rendimento de extracéo.

» Fazer analises de fendlicos totais e também verificar se existe alguma

correlacado com a atividade antioxidante.

» Fracionar os extratos com uso de extracdes seguidas: extracao supercritica

de extratos etandlicos e extracdo etandlica de extratos supercriticos.
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Tabela 8.1 Densidade aparente da B. dracunculifolia seca e triturada.

Ensaio Massa Densidade aparente
(kg) (kg/m”)
1 0,0175 350,3
2 0,0173 345,4
3 0,0175 349,8
Média 0,0174 348,5+2,6

Tabela 8.2 Dados para calculo do didametro médio das particulas das folhas da B.

dracunculifolia.

Mesh di(mm) dis  (didin)”®  w; logd  wi.logd %
12 1,4 236 1,817691 41,77 0,25952 10,0564 5,70
16 1 1,4  1,183216 225,69 0,073064 16,48909 30,81
24 0,710 1,000 0,842615 161,15 -0,07437 -11,6033 22,00
32 0500 0,710 0,595819 1256 -0,22489 -28,1557 17,14
48 0,300 0,500 0,387298 101,42 -0,41195 -41,7804 13,84
100 0,150 0,300 0,212132 76,96 -0,67339 -51,8244 10,51

Tabela 8.3 Rendimentos da extracao supercritica a 50C e 300 bar.

Extratos

Rendimento (%)

ESC + 5% de acetato de etila
ESC + 5% de alcool etilico
Extrato etandlico da amostra seca

Extrato metandlico da amostra seca

3,69
3,09
6,11

10,94
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Tabela 8.4 Rendimento do extrato supercritico da B. dracunculifolia

Rendimento (% em base seca)

Pressao
40 C 50C 60C
2,37 3,27 3,71
200 bar 2,53 2,91 4,39
2,29 2,89 2,98
2,40+0,12 3,02+0,21 3,69+0,71
2,68 3,80 4,24
300 bar 2,83 3,80 4,11
2,67 3,71 3,88
2,73+0,11 3,77+0,05 4,08+0,18
2,97 3,93 5,00
400 bar 3,26 3,98 4,74
2,98 3,94 4,38

3,07+0,16 3,95+0,08 4,71 £0,31

Tabela 8.5 Experimento de extracdo de alecrim-do-campo realizado a 50T e 300

bar, vazdo média do solvente de 4,0 x10° kg/s e com massa inicial de matéria-

prima em torno de 7,0x1 03 kg.

Volume de CO,/ 10° Massa acumulada/ 10° (kg)

(kg) d=059x10°m d=0,84x10°m d=1,18x10%m

39 0,168 0,128 0,112

156 0,233 0,187 0,161

312 0,270 0,224 0,202

468 0,299 0,252 0,223
Rendimento (%) 4,27 3,60 3,18
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Tabela 8.6. Experimento de extracdo da B. dracunculifolia realizada a 50C e 300
bar, vazdo média do solvente de 4,0 x10° kg/s e com massa inicial de matéria-
prima de 7,02 x107 kg.

Volume de CO,/ 10° Massa acumulada/ 10° (kg)
(ko) d=0,72 x103 m
39 0,136
70,2 0,160
101,4 0,176
148,2 0,196
234 0,219
312 0,235
468 0,251
624 0,256
Rendimento (%) 3,71
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Figura 9.1 Espectro de massa do extrato etandlico da B. dracunculifolia.
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Figura 9.2 Espectro de massa do extrato metandlico da B. dracunculifolia.
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Figura 9.3 Espectro de massa do extrato da B. dracunculifolia obtido a 50C, 300bar.
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Figura 10.1 Cromatograma do extrato etandlico da B. dracunculifolia.
(1= acido p-cumarico, 2= acido 3-prenil-4-hidroxicinamico, 3= canferide, 4= Artepillin C
e 5= 2,2-dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopirano)
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Figura 10.2 Cromatograma do extrato metandlico da B. dracunculifolia.
(1= acido p-cumarico, 2= acido 3-prenil-4-hidroxicindmico, 3= canferide, 4= Artepillin C
e 5= 2,2-dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopirano)
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Figura 10.3 Cromatograma do extrato da B. dracunculifolia obtido por ESC a 40C, 200
bar.
(1= acido p-cumarico, 2= acido 3-prenil-4-hidroxicindmico, 3= canferide, 4= Artepillin C
e 5= 2,2-dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopirano)
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Figura 10.4 Cromatograma do extrato da B. dracunculifolia.obtido por ESC a 40<C, 300
bar.
(1= acido p-cumarico, 2= acido 3-prenil-4-hidroxicinamico, 3= canferide, 4= Artepillin C
e 5= 2,2-dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopirano)
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Figura 10.6 Cromatograma do extrato da B. dracunculifolia obtido por ESC a 50<C, 200
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Figura 10.7 Cromatograma do extrato da B. dracunculifolia obtido por ESC a 50C,
300 bar.
(1= &cido p-cumarico, 2= &acido 3-prenil-4-hidroxicinamico, 3= canferide, 4= Artepillin C
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Figura 10.8 Cromatograma do extrato da B. dracunculifolia obtido por ESC a 50C, 400
bar.
(1= acido p-cumarico, 2= acido 3-prenil-4-hidroxicinamico, 3= canferide, 4= Artepillin C
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bar.
(1= acido p-cumarico, 2= acido 3-prenil-4-hidroxicinamico, 3= canferide, 4= Artepillin C
e 5= 2,2-dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopirano)

1l
.

Absorbance (AU}

1] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Retention Time (min)

Figura 10.10 Cromatograma do extrato da B. dracunculifolia obtido por ESC a 60<C,
300 bar.

(1= &cido p-cumarico, 2= acido 3-prenil-4-hidroxicinamico, 3= canferide, 4= Artepillin C
e 5= 2,2-dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopirano)
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(1= acido p-cumarico, 2= acido 3-prenil-4-hidroxicinamico, 3= canferide, 4= Artepillin C
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Figura 10.12 Cromatograma do extrato da B. dracunculifolia obtido por ESC a 50T,
300 bar e com 5% de co-solvente etanol.

(1= acido p-cumarico, 2= acido 3-prenil-4-hidroxicinamico, 3= canferide, 4= Artepillin C
e 5= 2,2-dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopirano)
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Figura 10.13 Cromatograma do extrato da B. dracunculifolia obtido por ESC a 50T,

300 bar e com 5% de co-solvente acetato de etila.
(1= acido p-cumarico, 2= acido 3-prenil-4-hidroxicinamico
e 5= 2,2-dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopirano)
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solvente acetato de etila

solvente etanol

da fracdo + volateis do 6leo essencial de B. dracunculifolia obtido
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ao quimica

O ESC a50°C, 300 bar +5% (mfm) de co-
O ESC a50°C, 300 bar +5% {m/m) de co

B ESCac0eC, 300 bar
Figura 11.1 Composi¢
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Figura 11.2 Cromatograma da fracdo + volateis do o6leo essencial da B.
dracunculifolia obtido por ESC a 50 <, 300 bar.
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Figura 11.3 Cromatograma da fracdo + volateis do o6leo essencial da B.
dracunculifolia obtido por ESC a 50 €, 300 bar e 5% (m/m) de acet ato de etila.
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Figura 11.4 Cromatograma da fracdo + volateis do o6leo essencial da B.
dracunculifolia obtido por ESC a 50 €, 300 bar e 5% (m/m) de etan ol.
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Conc.
(ng/ mL)

A~ DD O

6
10
12
14
18
20

Abs.
(%)
0,3129
0,3016
0,2775
0,2657
0,2622
0,2338
0,2238
0,2084
0,1966

DPPH
restante (%)

100,00
96,39
88,69
84,92
83,80
74,72
71,52
66,60
62,83

Dados da reta:

a= - 1,8131; b= 98,377; y= 50 (valor fixo)
X=(50-b)/a - X = EDsy= 26,68 pg /mL

120 -
y = -1,81 %% + 95,377
Emu < RS = 0,072
) - ™
£ =0 A
7
@ 60 -
[~}
=
S 4o 4
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20
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Conc.(ug/ mL)

Figura 12.1 AA do extrato etandlico da B.dracunculifolia.

Conc.
(ng/ mL)

A~ DD O

6
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18
20

Abs.
(%)
0,2736
0,269
0,2664
0,2455
0,2409

0,2315
0,2267
0,2252
0,2235

DPPH
restante (%)

100,00
98,32
97,37
89,73
88,05
84,61
82,86
82,31
81,69

DPPH restante (%)
+ o 0 3
[ [} [ [

k2
]
1

Dados da reta:

a= - 0,9942; b= 98,937; y= 50 (valor fixo)
X=(50-b)/a > X = EDgo= 49,22 pg /mL

y o= -0,0042 + 08,937
R = 0,0095

5 10 15 20 25
Conc.(nug/ mL)

Figura 12.2 AA do extrato metandlico B.dracunculifolia.
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Anexo E

Conc.
(ng/ mL)

A~ DD O

6
10
12
14
18
20

Abs.
(%)
0,3241
0,305
0,2956
0,2897
0,2732
0,2687
0,2609
0,2415
0,2424

DPPH
restante (%)

100,00
94,11
91,21
89,39
84,29
82,91
80,50
74,51
74,79

Dados da reta:

a= - 1,2124; b= 97,331; y= 50 (valor fixo)
X=(50-b)/a > X = EDsy= 39,04 pg /mL

DPPH restante (%)

-
]
(=]

en]
]

o
]

N
[

)
]

v = -1, 2124 + 97,331
RZ = 0,87 56

u] il 10 14 20 24
Conc.(ug/ mL)

Figura 12.3 AA do extrato B.dracunculifolia obtido a 40C e 200 bar.

Conc.
(ng/ mL)

A~ NN O

6
10
12
14
18
20

Abs.
(%)
0,3059
0,3001
0,2874
0,2836
0,2667
0,2579
0,2557
0,2519
0,2394

DPPH
restante (%)

100,00
98,10
93,95
92,71

87,19
84,31

83,59
82,35
78,26

Dados da reta:

a=-1,0528; b= 99,000; y= 50 (valor fixo)
X=(50-b)/a > X = EDsy= 46,54 ug /mL

DPPH restante (%)

120

100

0
]

G0

40

20

¥ =-1,0528 + 099
o RZ= 00674

u] 5 10 156 20 258
Conc.(ug/ mL)

Figura 12.4 AA do extrato B.dracunculifolia obtido a 40C e 300 bar.
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Anexo E

Conc.
(ng/ mL)

A~ DD O

6
10
12
14
18
20

Abs.
(%)
0,3103
0,2896
0,2901
0,2803
0,2679
0,2608
0,2578
0,248
0,2413

DPPH
restante (%)

100,00
93,33
93,49
90,33
86,34
84,05
83,08
79,92
77,76

Dados da reta:

a=-1,0073; b= 97,214; y= 50 (valor fixo)
X=(50-b)/a > X = EDsy= 46,87 ug /mL

DPPH restante (%)

G0

40

20

wo=-1,0073x + 97,214
R = 0,964

0 5 10 15 20 25
Conc.(ug/ mL)

Figura 12.5 AA do extrato B.dracunculifolia obtido a 40C e 400 bar.

Conc.
(ng/ mL)

0
2
4
6
10
12
14

18
20

Abs.
(%)
0,316
0,3096
0,2947
0,2856
0,2776
0,267
0,2594
0,2495
0,2464

DPPH
restante (%)

100,00
97,97
93,26
90,38
87,85
84,49
82,09
78,96
77,97

Dados da reta:

a= - 1,1142; b= 98,755; y= 50 (valor fixo)
X=(50-b)/a > X = EDsy= 43,76 pg /mL

DPPH restante (%)

120

—
=
]

B0

40

20

= A 4142x + 98,755
R2= 09765

e

0 5 10 15 20 25
Conc.(ug/ mL)

Figura 12.6 AA do extrato B.dracunculifolia obtido a 50T e 200bar.
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Anexo E

Conc.
(ng/ mL)

A~ DD O

6
10
12
14
18
20

Abs.
(%)
0,3148
0,3137
0,2885
0,2825
0,2776
0,2666
0,2721
0,2483
0,249

DPPH
restante (%)

100,00
99,65
91,65
89,74
88,18
84,69
86,44
78,88
79,10

Dados da reta:

a=-1,0399; b= 98,639; y= 50 (valor fixo)
X=(50-b)/a > X = EDsy= 46,77 ug /mL

DPPH restante (%)

120 v = -1,0399x + 93 534
R2=10,9211

—
=
o
&
+*

o0
o
1

o
o
1

=
o
1

[
o
1

0 ' ; ; ; .
0 5 10 15 20 25
Conc.(ug/ mL)

Figura 12.7 AA do extrato B.dracunculifolia obtido a 50C e 300 bar.

Conc.

(ng/ mL)

A~ NN O

6
10
12
14
18
20

Abs.
(%)
0,3143
0,2997
0,2846
0,2676
0,2553
0,2536
0,2467
0,2321
0,2278

DPPH

restante (%)

100,00
95,35
90,55
85,14
81,23
80,69
78,49
73,85
72,48

Dados da reta:

a= - 1,3033; b= 96,652; y= 50 (valor fixo)
X=(50-b)/a = X = EDsy= 35,80 pg /mL

DPPH restante %)

120 -
¥ = -1, 3033 + 06 552
100 4 R =0,2472
i
20
&0
40
20
0 . : . ; :
0 & 10 15 o 25

Conc.(ug/ mL)

Figura 12.8 AA do extrato B.dracunculifolia obtido a 50T e 400bar.
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Anexo E

Conc.
(ng/ mL)

A~ DD O

6
10
12
14
18
20

Abs.
(%)
0,3157
0,3053
0,2944
0,2871
0,2618
0,2697
0,2602
0,2459
0,2423

DPPH
restante (%)

100,00
96,71
93,25
90,94
82,93
85,43
82,42
77,89
76,75

Dados da reta:

a=-1,1458; b= 98,317; y= 50 (valor fixo)
X=(50-b)/a > X = EDsy= 42,17 ug /mL

DPPH restante (%)

-
L]
o

[en}
[}

=]
(=]

N
[

d
]

w=-1,1458% + 95,317
R?= 10,9599

0 5 10 15 20 25
Conc.(ug/ mL)

Figura 12.9 AA do extrato B.dracunculifolia obtido a 60C e 200bar.

Conc.
(ng/ mL)

0
2
4
6
10
12
14

18
20

Abs.
(%)
0,307
0,2918
0,2768
0,2745
0,2623
0,2535
0,2444
0,2354
0,228

DPPH

restante (%)

100,00
95,05
90,16
89,41
85,44
82,57
79,61
76,68
74,27

Dados da reta:

a=-1,1946; b= 97,325; y= 50 (valor fixo)
X=(50-b)/a > X = EDsy= 39,62 ug /mL

DPPH restante (%)

—=
]
]

—
[
]

oo
[

o
[

=
[}

20

v = - ,1946x + 97,325
T RZ=0,9726

0 5 10 15 20 25
Conc.(ug/ mL)

Figura 12.10 AA do extrato B.dracunculifolia obtido a 60T e 300 bar.
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Anexo E

Conc. Abs. DPPH

(ng/ mL) (%) restante (%)
0 0,3205 100,00 _
2 0,3119 97,32 =
4 0,3074 95,91 =
6 0,2916 90,98 =
10 0,2688 83,87 E
12 0,2662 83,06 o
14 0,2529 78,91 =
18 0,2437 76,04
20 0,2386 74,45

Dados da reta:

a= - 1,3473; b= 99,600; y= 50 (valor fixo)

X=(50-b)/a > X = EDsy= 36,81 pg /mL

Figura 12.11
Conc. Abs. DPPH

(ng/ mL) (%) restante (%)
0 0,3024 100,00 =
2 0,2896 95,77 iy
4 0,2698 89,22 £
6 0,251 83,00 i
10 0,2338 77,31 e
12 0,2136 70,63 o
14 0,2134 70,57 =
18 0,187 61,84
20 0,182 60,19

Dados da reta:

a= - 2,0051; b= 97,885; y= 50 (valor fixo)
X=(50-b)/a > X = EDsy= 23,88 ug /mL

-
]
(=]

en]
]

(=]
]

.
-

k2
]

]

w=-1,3473x + 99,6
R = 0,0736

\‘\'\—\.

ul 5 10 15 20 25

Conc.(ug/ mL)

AA do extrato B.dracunculifolia obtido a 60T e 400bar.

120

100

o
L]

o
=

1=
=

]
=

y = -2,0051x% + 97 885
R2= 09796

0 =) 10 13 20 25

Conc.(ug/ mL)

Figura 12.12 AA do extrato B.dracunculifolia obtido a 50T e 300 bar + 5% (m/m) de etanol.
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Anexo E

Conc.
(ng/ mL)

A~ DD O

6
10
12
14
18
20

Abs.
(%)
0,3122
0,2906
0,2915
0,2833
0,256
0,2531
0,2452
0,2401
0,2334

DPPH
restante (%)

100,00
93,08
93,37
90,74
82,00
81,07
78,54
76,91
74,76

Dados da reta:

a=-1,2211; b= 97,276; y= 50 (valor fixo)
X=(50-b)/a > X = EDsy= 38,72 ug /mL

DPPH restante %)

iy
o]
=

o]
=

o
=

1=
L]

]
=

y= -1,2211% + 97 276
R?=0,0476

0 5 10 15 20 25
Conc.(ug/ mL)

Figura 12.13 AA do extrato B.dracunculifolia obtido a 50 e 300 bar + 5% (m/m) de acetato de etila.
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