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RESUMO

A cajazeira (Spondias mombin) é uma planta frutifera, de clima tropical,
pertencente a familia Anacardiaceae, e usada na medicina popular
devido as atividades bioldgicas desempenhadas pelos compostos
presentes. A folha desta matéria prima tem seu uso destacado como
antioxidante e antimicrobiano natural, o que justifica o objetivo deste
trabalho, de obter extratos através do emprego de técnicas convencionais
e a alta pressdo, avaliando suas atividades bioldgicas, a fim de
selecionar a melhor técnica e o melhor solvente. As extragdes a baixa
pressdo foram realizadas através de Soxhlet e ultrassom de ponteira,
fazendo o uso de solventes (hexano, acetato de etila, etanol, etanol+agua
e agua). A extracdo supercritica (ESC) foi estudada nas temperaturas de
40, 50 e 60 °C e pressdes de 150, 200 e 300 bar, de forma a selecionar a
melhor condigdo para os testes com adigdo de cossolvente. Os maiores
rendimentos foram obtidos com o uso de solventes mais polares a baixa
pressdo e na ESC com o uso da maior pressdo e temperaturas mais
brandas. Em relacdo ao cossolvente, a quantidade adicionada foi
diretamente proporcional ao aumento do rendimento. O teor de
compostos fendlicos, avaliado pelo método de Folin-Ciocalteau, obteve
melhor resultado para a extragdo em Soxhlet com etanol. Este extrato
apresentou também a maior atividade antioxidante pelo método de
ABTS, chegando a ser 2,9 vezes superior ao antioxidante sintético BHT.
Para a atividade antioxidante pelo método de DPPH, o extrato obtido
com etanol+agua em Soxhlet apresentou o0 melhor resultado (expresso
em ECsp), sendo superior ao BHT. Na atividade antimicrobiana os
extratos a baixa pressdo com hexano e acetato de etila foram fortes
inibidores contra a bactéria E. coli e os extratos da ESC com adicéo de
2,5 % de cossolvente foram os Unicos a inibir o crescimento da levedura
S. cerevisiae. Dos compostos analisados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, nos extratos de S. mombin foram identificados os acidos
cafeico, elagico, galico, vanilico, catequina e rutina. E importante a
definicdo do método de extracdo empregado em matrizes vegetais para a
obtencdo de extratos que apresentem a atividade biol6gica desejada.

Palavras-chave: Yellow mombin. Extracdo supercritica. Compostos
bioativos. Medicina popular.






ABSTRACT

The cajazeira (Spondias mombin) is a fruit tree, tropical climate,
belongs to the Anacardiaceae family, and used in the popular medicine
due to the biological activities performed by the present compounds.
The leaf of this raw material has its highlighted use as antioxidant and
natural antimicrobial, which justifies the objective of this work, to
obtain extracts through the use of conventional techniques and high
pressure, evaluating its biological activities, in order to select the best
technique and the best solvent. The extractions at low pressure were
carried out using Soxhlet and tip ultrasound, using solvents (hexane,
ethyl acetate, ethanol, ethanol+water and water). Supercritical extraction
(ESC) was studied at temperatures of 40, 50 and 60 °C and pressures of
150, 200 and 300 bar, in order to select the best condition for the tests
with addition of cosolvent. The higher yields were obtained with the use
of more polar solvents at low pressure and at ESC with the use of higher
pressure and softer temperatures. In relation to cosolvents, the amount
added was directly proportional to the increase in yield. The content of
phenolic compounds, evaluated by the method of Folin-Ciocalteau,
obtained better result for the extraction in Soxhlet with ethanol. This
extract also showed the highest antioxidant activity by the ABTS
method, reaching 2.9 times higher than the synthetic antioxidant BHT.
For the antioxidant activity by the DPPH method, the extract obtained
with ethanol+water in Soxhlet presented the best result (expressed in
EC50), being higher than BHT. In the antimicrobial activity the extracts
at low pressure with hexane and ethyl acetate were strong inhibitors
against E. coli and extracts of ESC with addition of 2.5 % of cosolvent
were the only ones to inhibit the growth of yeast S. cerevisiae. Of the
compounds analyzed by high performance liquid chromatography,
caffeic, ellagic, gallic, vanillic, catechin and rutin acids were identified
in S. mombin extracts. It is important to define the method of extraction
used in vegetable matrices to obtain extracts that present the desired
biological activity.

Keywords: Yellow mombin. Supercritical extraction. Bioactive compounds.
Popular medicine.
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1 INTRODUCAO

A medicina popular nos fornece importantes informacdes acerca
dos efeitos benéficos a salde relacionados a inUmeros tipos de plantas
gue sugerem seu estudo para a aplicacdo destas matrizes vegetais em
alimentos e em medicamentos. De maneira geral, a atividade bioldgica
de uma planta estd associada a presenca de compostos bioativos, que
apresentam diversos beneficios para a salde humana e para a
preservacdo de alimentos.

A cajazeira (Spondias mombim) é uma espécie frutifera de porte
alto, encontrada nas regiGes Norte, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil,
além de regides tropicais da América, Africa e Asia. O fruto conhecido
COMo caja, caja-mirim, taperebd, hog plum e yellow mombin é usado na
medicina popular como febrifugo e diurético (ADESINA, 1982;
SACRAMENTO e SOUZA, 2000).

A literatura reporta diversos estudos comprovando o uso da folha
da cajazeira como antioxidante e antimicrobiano natural, cicatrizante,
anti-inflamatoério, no tratamento de conjuntivite, dor de estdmago,
diarréia, disenteria e alergias (BURKILL, 1985; ALBUQUERQUE et
al., 2007; OKOLI et al., 2007; AYOKA et al., 2008).

Para a obtencdo de extratos de matrizes vegetais normalmente se
faz uso de solventes organicos. Estes, por sua vez, influenciam no
rendimento e qualidade do extrato, além de necessitarem de uma etapa
adicional para a remoc¢do do solvente. A extracdo supercritica é uma
técnica alternativa aos métodos de extracdo convencionais
possibilitando a obtencéo de compostos bioativos de melhor seletividade
e qualidade, por evitar a degradacdo de compostos termicamente
sensiveis e o produto final ser isento de solvente, ndo apresentando
riscos ambientais. E considerada uma 6tima opgdo para a industria
alimentar e farmacéutica na extracdo e fracionamento de produtos
naturais devido a automatizagdo do processo e utilizacdo de solventes
em temperaturas mais brandas (DIAZ-REINOSO et al., 2006; GOMEZ
etal., 1996).

Até 0 momento ndo ha relatos na literatura acerca do emprego da
tecnologia supercritica na obtengdo de extratos de S. mombin. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho da extracdo supercritica
na obtencdo de extratos de S. mombin, comparando com diferentes
técnicas a atividade antioxidante e antimicrobiana dos produtos obtidos.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo a obtencdo de extratos de folha
de cajazeira (Spondias mombin) através do emprego de diferentes
técnicas de extracdo, avaliando a atividade antioxidante, antimicrobiana
e a composicdo quimica destes extratos.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar, em termos de rendimento, os extratos obtidos por
técnicas a baixa pressdo (Soxhlet, ultrassom), utilizando solventes de
diferentes polaridades;

b) Avaliar o rendimento da extracdo com CO, supercritico (ESC)
em funcdo das diferentes condicbes de pressdo e temperatura
empregadas;

¢) Definir a melhor condicdo para a ESC e o melhor solvente
organico para os experimentos de ESC com cossolvente em termos de
rendimento;

d) Avaliar o efeito do cossolvente no rendimento da ESC para os
extratos de folha de cajazeira;

e) Avaliar os diferentes extratos em relacdo ao seu potencial
antioxidante através dos métodos DPPH (1,1-diphenil-2-picryl hydrazil)
e ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) e o teor
de fenolicos totais através do método de Folin-Ciocalteau;

f) Avaliar os diferentes extratos quanto & atividade
antimicrobiana, utilizando os microrganismos Bacillus cereus ATCC
14579, Escherichia coli ATCC 43888, Listeria innocua ATCC 33090,
Pseudomonas aeruginosa NCTC 12903 e Staphylococus aureus NCTC
12981 e para a levedura Saccharomyces cerevisiae NCPF 3178;

g) Avaliar o perfil quimico dos extratos obtidos por CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiéncia).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CAJAZEIRA (Spondias mombin)

A cajazeira (Spondias mombin) pertence a familia Anacardiaceae,
encontrada nas regiGes Norte, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil, além
de regides tropicais da América, Africa e Asia. E uma espécie frutifera
de porte alto de até 30 m de altura com tronco superior a 70 cm de
didmetro e revestido com casca grossa. As folhas sdo compostas,
imparipinadas, oblongas, com 5 a 11 pares de foliolos, medindo 5 a 11
cm de comprimento por 2 a 5 cm de largura (BRAGA, 1960).

O fruto tem cor amarelo-alaranjado tipo drupa ovoide, com 3-4
cm de comprimento, é conhecido como caja, além de caja-mirim,
tapereba e hog plum e yellow mombin na lingua inglesa. E muito
apreciado por ser nutritivo, saboroso e aromatico e amplamente utilizado
na obtencdo de sucos, néctares e geleias (SACRAMENTO; SOUZA,
2009).

Figura 1 - Spondias mombin.

Fonte: a autora.

A cajazeira é considerada uma planta em domesticagdo, em que
prevalece a exploracdo extrativista, ndo sendo cultivada em escala
comercial. Esta planta é socioeconomicamente relevante para as regifes
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Norte e Nordeste do Brasil, onde o fruto € normalmente destinado as
agroindustrias regionais, as folhas sdo aproveitadas para alimentacéao
animal durante a seca e diversas partes da planta sdo utilizadas na
medicina popular (SOUZA, 2005; SACRAMENTO; SOUZA, 2009).

2.1.1 Atividade biolégica

A cajazeira tem importantes aplicagdes na medicina popular,
podendo-se destacar o uso do fruto como febrifugo e diurético, da raiz
como analgésico para dores de estdmago e das folhas como cicatrizante,
anti-inflamatério, tratamento de alergias, conjuntivite, diarréia e
disenteria, além de atuar como vermifugo (BURKILL, 1985;
ALBUQUERQUE et al., 2007; OKOLI et al., 2007).

Devido as diversas atividades bioldgicas relacionadas a folha,
muitos estudos foram realizados para comprovar tais beneficios, como
apresentado na Tabela 1. Das atividades listadas na Tabela 1 podemos
destacar as atividades antioxidante e antimicrobiana, que além de
apresentarem importantes aplicacbes medicinais e/ou farmacéuticas,
podem representar importantes usos como aditivos para alimentos,
visando ampliacdo de sua vida Util.

Tabela 1 - Atividades bioldgicas comprovadas para a folha da cajazeira.

Atividade bioldgica Autores
Atividade antiviral Corthout et al., 1991; Corthout et
al., 1992
Atividade antimicrobiana Njoku; Akumefula, 2007; Accioly

et al., 2012; Aromolaran; Badejo,
2014; Shittu et al., 2014a,b

Atividade antioxidante Pauly; Fleury, 2002; Njoku;
Akumefula, 2007
Atividade anti-inflamatéria Nworu et al., 2011
Efeito ansiolitico Ayoka, et al., 2005
Efeito antidiarreico Akubue; Mittal; Aguwa, 1983
Efeito antiepilético Ayoka et al., 2006
Efeito cicatrizante Villegas et al., 1997
Efeito moluscicida Corthout et al., 1994

Efeito sedativo Ayoka et al., 2006
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2.1.2 Compostos bioativos presentes nas folhas da cajazeira

As atividades biolégicas dos extratos da folha da cajazeira sdo
normalmente relacionadas com a presenga de compostos fendlicos,
flavonoides, taninos, alcaloides, saponinas e glicosideos (AKUBUE;
MITTAL; AGUWA, 1983; NJOKU; AKUMEFULA, 2007;
AROMOLARAN; BADEJO, 2014; SHITTU et al., 2014b).

Os é&cidos fenolicos sdo caracterizados por apresentarem pelo
menos um anel aromatico, um grupamento carboxilico e um ou mais
substituinte hidroxila. De acordo com o nimero de carbonos podem ser
divididos em acidos benzoicos (C6-C1) e em acidos cindmicos (C6—-C3)
(BELLUZZO, 2008).

A estrutura dos flavonoides consiste de dois anéis fendlicos,
unidos por um anel pirano heterociclico (trés carbonos) apresentando em
sua estrutura 15 atomos de carbono (C6-C3-C6). Sdo diferentes o0s
grupos que podem estar ligados a estrutura basica que determinam a
classe do flavonoide (BELLUZZO, 2008).

Os taninos sdo compostos fendlicos que se apresentam em
forma de polimeros. Estruturalmente podem ser divididos em
hidrolisaveis e condensaveis, no qual o primeiro pode ser formado por
misturas de fenois simples, geralmente acido galico (galotaninos) ou
acido elagico (elagitaninos). Ja os taninos condensaveis sdo formados
através de sucessiva condensacdo de duas ou mais unidades de
catequinas (HAGERMAN, 2002).

As estruturas destes compostos podem ser observadas na Tabela
2.

Os flavondides sdo compostos amplamente distribuidos nas
matrizes vegetais e sdo conhecidos por apresentarem atividades
antialérgica, anti-inflamatéria, antiviral e antioxidante. Corthout et al.
(1992) e Silva et al. (2011) relacionaram essas atividades com a
presenca de acido cafeico, quercetina, rutina e &cido elagico.
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Tabela 2 - Estruturas dos compostos fendlicos.

Estruturas dos compostos fenélicos

Derivados do acido benzoico®
R. R,

Acido salicilico: R, =OH; R,=R,=R,=H
Acido gentisico: R, =R, =0OH; R,=R,=H
Acido p-hidroxibenzoico: R, =R, =R,=H; R, = OH
Acido protocatequinico: R, = R, = H; R, = R, = OH
Acido vanilico: R, = R, = H; R, = OCH,; R, = OH
Acido gilico: R, = H; R,= R, =R, = OH

Acido siringico: R, = H; R, =R, = OCH,; R, = OH

Derivados do acido cinamico”
R, R

R; CH = CH-COOH

R,

Acido cinamico: R,=R,=R,
Acido o-cumdrico: R, = OH:
Acido m-cumarico: R, =
Audo;)-cumarlco R, = R =
Acido caféico: R, = R H:R,=R, —()H

Acido feralico: R, =R, =H; R,=OCH,: R, = OH
Acido sinapico: R, = H; R,= R, = OCH,: R, = OH

75
Il
?J;UFU I

Flavonoide®

a

OH O
a — Flavona R; = H; Flavonol R; = OH

b

OH O
b — Flavanona R; = H; Flavanonol R; = OH

Taninos condensados®

catechin-(4a->8)-catechin

Taninos hidrolisaveis (galotaninos)®

OH
o o OH
HO £ o
0.0 o OH
HO o I
OH
OH
HO OH

Taninos hidrolisaveis

(elagitaninos)®

HO OH

HO OH HO OH

Fonte: ']RAMALHO e JORGE (2006), ‘RODRIGUES (2011), ‘HAGERMAN

(2002).
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Estudos desenvolvidos por Corthout et al. (1991) e Njoku e
Akumefula (2007) relacionam a presenca de taninos a atividade
antimicrobiana, antiviral e acdo cicatrizante, podendo ser indicado no
tratamento de desordens gastrointestinais (DHARNANANDA, 2003). A
atividade antimicrobiana foi associada a presenca dos compostos
guercetina e rutina, encontrados nas folhas de S. mombin (Da Silva et
al., 2012). Geraniina e galoilgeranina foram 0s primeiros taninos
identificados nesta materia prima e associados a atividade antiviral
contra o virus do Herpes simplex tipo 1 (HSV-1), sendo mais tarde
identificado os compostos acido clorogénico, acido elagico e quercetina
(CORTHOUT et al., 1991; CORTHOUT et al., 1992; SILVA et al.,
2011). Accioly (2012) verificou que o extrato hidroetanolico da folha de
S. mombin apresentou boa atividade leishmanicida em testes in vitro,
provavelmente devido a presenca de galotaninos, sendo necessario
estudos in vivo para comprovacédo de tal efeito.

Ayoka et al. (2006) realizaram estudos com extratos etanolico,
metanolico e aquoso de S. mombin. Os ensaios in vivo demonstraram
gue estes extratos possuem propriedades sedativas e antipscicoticas,
provavelmente devido a presenca de taninos, antraquinonas,
flavonoides, glicosideos e saponinas. Observou-se no mesmo estudo que
0s extratos etanolico e metanolico possuiam atividade anticonvulsiva,
sendo esta relacionada a presenca de compostos fendlicos, presentes
somente nestes extratos. Este estudo mostrou uma potencial aplicacao
dos extratos da cajazeira no tratamento de disturbios psiquiatricos, com
auséncia de sintomas téxicos para administracdo oral.

Estudos realizados por Pauly e Fleury (2002) tiveram como
resultado o dep6sito de uma patente, sob nimero 20030072820 Al, no
gual os extratos aquoso, etanolico e aquoso-etanodlico (50 %) de S.
mombin foram utilizados para a producdo de um cosmético de uso
topico com acdo antioxidante. O extrato esta presente na composicao
cosmética em quantidade de 0,1 a 3 % em peso.

2.2 METODOS DE EXTRACAO

Dentre 0os métodos para a obtengdo de diversos compostos ativos
utilizados pelas indUstrias alimenticia, quimica e farmacéutica, os mais
classicos sdo a extragdo em Soxhlet e assistida por ultrassom, que
envolvem o emprego de solventes organicos como metanol, hexano,
éter, cloroférmio, acetonitrila, benzeno e etanol. O tipo de solvente e
método aplicado influencia o rendimento da extracdo e a composic¢ao do
extrato, portanto, é importante a utilizacdo de solventes com polaridades
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diferentes nos casos de identificacdo e isolamento de compostos
extraidos de fontes naturais (ANDREOQ; JORGE, 2007).

Além das técnicas de extracdo com uso de solventes organicos
requererem um alto custo energético e possibilitarem a degradacdo de
substancias termicamente sensiveis, necessitam também de operagdes
posteriores para a remogdo do solvente, especialmente quando a
finalidade é para uso alimenticio (DIAZ-REINOSO et al., 2006;
STARMANS; NIJHUIS, 1996).

Como alternativa aos métodos de extragdo com solventes
organicos pode-se citar a extragdo supercritica, cujo emprego em
processos industriais vem ganhando espago, sendo uma 6tima opgao na
obtencdo de produtos naturais. O uso da tecnologia supercritica
possibilita a obtencdo de compostos bioativos de melhor qualidade, no
qual pequenas variacBes de temperatura e pressao alteram a densidade
do solvente, possibilitando a seletividade do processo. O solvente pode
ser facilmente removido no final da extracdo sem apresentar riscos
ambientais, e por usar temperaturas mais brandas apresentam menor
risco de degradagio térmica (ANDREO; JORGE, 2007; DIAZ-
REINOSO et al., 2006; GOMEZ et al., 1996).

2.2.1 Soxhlet

A extracdo em Soxhlet é classificada como um processo de
lixiviacdo, sendo considerada uma das técnicas mais antigas de
separacdo de materiais, em que 0S compostos presentes numa matriz
solida sdo extraidos através da sua dissolucdo em um liquido. Esta
técnica foi desenvolvida em 1879 por Franz von Soxhlet e é considerada
referéncia para medir o desempenho de novos métodos de extracdo
(LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).

A extracdo em Soxhlet € um método continuo, com recirculacdo
de solvente, o que facilita o equilibrio da transferéncia e aumenta a
eficiéncia da extracdo. Além disso, possibilita a realizacdo de varias
extracbes simultdneas, por conta do baixo custo do equipamento
(LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010). No entanto, a
duracdo da extracdo pode variar de 1 a 72 horas, 0 que tende a
comprometer a integridade dos compostos extraidos, principalmente
pela decomposigdo térmica dos compostos de interesse devido a elevada
temperatura empregada e a necessidade de uma etapa posterior de
eliminacdo do solvente (MIGUEL; DE ANDRADE, 1989).
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2.2.2 Extracdo assistida por ultrassom

A aplicacdo das ondas ultrass6nicas se da em diversos setores e
tem como finalidade limpeza, esterilizagdo, emulsdo, homogeneizagéo,
aceleracdo de reacBes quimicas, dissolucdo e extracdo, entre outros
(BENDICHO; LAVILLA, 2000). Em relacdo a extracdo, esta técnica é
uma alternativa eficiente para isolar compostos naturais de matrizes
vegetais proporcionando maiores rendimentos em menor tempo de
processo, em comparacdo a extracdo em Soxhlet, com reduzido
consumo de solventes e maior controle de temperatura, evitando a
degradacdo de compostos termicamente sensiveis (JOANA GIL-
CHAVEZ et al., 2013; PRIEGO-CAPOTE; LUQUE DE CASTRO,
2004; LUQUE-GARCIA; LUQUE DE CASTRO, 2003).

O aumento da eficiéncia na extracdo assistida por ultrassom esta
relacionado ao fendmeno da cavitagdo. As ondas ultrassdnicas
propagam ciclos de expansdo e compressdo que geram bolhas no interior
do liquido e estas quando ndo podem mais absorver energia implodem,
criando a cavitagdo. Dessa forma a implosdo das bolhas atinge a
superficie da matriz solida desintegrando as células e disponibilizando
0s compostos desejaveis (JOANA GIL-CHAVEZ et al., 2013; LUQUE-
GARCIA; LUQUE DE CASTRO, 2003). A eficiéncia também esta
associada ao processo de desfibramento da celulose causado pelo
ultrassom (LAINE et al., 1977; LAINE; GORING, 1977; TATSUMI,
2000; SILVA, 2002; FERREIRA, 2012).

A extracdo assistida por ultrassom pode ser aplicada através de
banho ou sistema de sonda. Apesar do primeiro ser mais difundido o
sistema de sonda vem ganhando destaque por envolver uma cavitagéo
direta, facilitando a liberagdo dos compostos de interesse. Portanto é
uma técnica que possibilita maiores taxas de extracdo em um periodo de
tempo menor (PRIEGO-CAPOTE; LUQUE DE CASTRO, 2004;
RODRIGUES; PINTO; FERNANDES, 2008). Independentemente do
método de aplicacdo, ainda é necessaria a etapa de filtragdo ou
centrifugacdo para a recuperagdo do extrato e a eliminacdo do solvente
(LUQUE DE CASTRO; GARCIA-AYUSO, 1998).

2.2.3 Extracéo supercritica

A extragdo supercritica (ESC) utiliza solventes no estado
supercritico que ao entrar em contato com uma amostra sélida, remove
seus compostos de interesse. O solvente supercritico é também
conhecido como fluido supercritico e é assim designado quando sua
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pressdo e temperatura estdo acima de seu ponto critico (Figura 2). A
temperatura critica (T¢) € a temperatura mais alta na qual o gas pode ser
convertido em liquido pelo aumento da pressdo. A pressdo critica (Pc) é
a pressao mais elevada na qual o liquido pode ser convertido em gés
pelo aumento da temperatura do liquido (FREITAS, 2007).

Figura 2 - Diagrama pressdo-temperatura para um componente puro.
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Fonte: MUKHOPADHYAY (2000).

Um fluido supercritico apresenta propriedades diferentes
daquelas apresentadas no estado liquido ou gasoso (Tabela 3) e obtém
variacOes significativas a partir de pequenas mudangas de pressdo e
temperatura (BRUNNER, 1994). Sdo semelhantes aos liquidos quanto
aos valores de densidade, seu coeficiente de difusdo é intermediario
entre gas e liquido e apresentam baixa viscosidade e auséncia de tensao
superficial, o que facilita a transferéncia de massa (MAUL, 1999).

Tabela 3 - Propriedades de gas, fluido supercritico e liquido.
Fluido p x 10°[Kg/m°] Dagx 10* [m°] p [Kg/m.s]

Gés (06-2)x10°  0,1-04 (1-3) x 10™
FSC(Pc, Tc) 0,2-05 0,7 x 10° (1-3) x 10®
Liquido 06-16 (0,2-2) x10°  (0,2-3)x 10°

Fonte: RIZVI et al., 1986.
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A ESC tem inUmeras aplicagbes na industria de alimentos,
farmacos e cosmeéticos, apresentando processos relevantes como a
remocdo de nicotina do tabaco e cafeina do café e chas, producgdo de
extrato de lupulo para a producdo de cervejas, além da extracao de ervas
medicinais e extracdo de dleos de sementes oleaginosas
(MUKHOPADHYAY, 2000).

Esta tecnologia se destaca das demais por proporcionar extratos
de alta qualidade e livres de solvente, sendo considerada ecologicamente
correta devido a possibilidade de recuperacdo e reutilizacdo do fluido
supercritico. E, portanto, considerada uma opgao interessante para a
indUstria alimentar e farmacéutica na extracdo e fracionamento de
produtos naturais (HERRERO et al., 2010; REVERCHON; DE
MARCO, 2006).

A maioria dos processos utiliza como fluido supercritico o
didxido de carbono, pois este apresenta caracteristicas interessantes
como baixo custo, ndo ser inflamavel, é atdxico e possui temperatura e
pressao criticas relativamente baixas (31,1 °C e 73,8 bar), o que permite
a extracdo de compostos termo sensiveis (REVERCHON; DE MARCO,
2006). Porém para a extracdo de compostos polares (menos sollveis no
CO, supercritico) se faz necessaria a utilizagdo de um cossolvente que
irA aumentar a polaridade do meio. Normalmente o etanol é o
cossolvente mais utilizado, como observado nos trabalhos desenvolvidos
por Andrade, Poncelet e Ferreira (2017), Cruz et al. (2017), Mazzutti et
al. (2017) realizados no LATESC (JOANA GIL-CHAVEZ et al., 2013;
TSAO; DENG, 2004).

De maneira geral, duas operac@es unitarias estdo envolvidas na
extracdo supercritica: a extragdo e a separacdo do extrato do solvente,
representados na Figura 3.

Durante a extracdo, o solvente supercritico escoa através do leito
de particulas, solubilizando e transportando os compostos presentes na
matriz vegetal, ocorrendo assim a transferéncia de massa do soluto da
fase sélida para a fase fluida. A concentracdo do material extraido ira
variar continuamente até que seja alcancado o equilibrio da extracdo.
Apo0s a extracdo ocorre a etapa de separacao, obtida através da reducao
da pressdo (PEREIRA; MEIRELES, 2010; BRUNNER, 1994).
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Figura 3 - Fluxograma do equipamento de extragdo supercritica.
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Fonte: SUFLUX, (2017), adaptado por MAZZUTTI, (2016).

A otimizacdo do processo de extragdo depende de fatores como
caracteristicas do material vegetal, tais como umidade, massa especifica,
tamanho e distribuicdo das particulas e também das condicbes do
processo, como temperatura e pressdo de extracdo, vazao do solvente e
cossolvente, quando usado, e tratamento da matriz sélida (MARTINEZ;
VANCE, 2008).

2.2.3.1 Curvas de extragdo

A curva de extracdo expressa 0 comportamento cinético do
processo, ou seja, a massa acumulada de extrato em fungéo do tempo de
extracdo. Esta curva é geralmente dividida em trés etapas, como
apresentado na Figura 4.

Na primeira etapa, CER (Constant Extraction Rate), ha
velocidade constante de extragdo, pois o soluto estd na superficie do
solido sendo facilmente acessivel ao solvente. Nesta fase a resisténcia a
transferéncia de massa estd na fase fluida e 0 mecanismo dominante é a
convecgdo. A segunda etapa, FER (Falling Extraction Rate),
corresponde a uma velocidade decrescente de extracdo causado pela
exaustdo do soluto na superficie do solido, portanto inicia-se a difusdo
do soluto presente no interior da particula e a transferéncia de massa
ocorre por difusdo e conveccdo simultaneamente. A Ultima etapa é a
etapa difusional, DCP (Diffusion Controlled Period), caracterizado pela
auséncia de soluto facilmente acessivel e a transferéncia de massa é
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controlada pela difusédo na fase sélida (BRUNNER, 1994; FERREIRA;
MEIRELES, 2002; FERREIRA et al., 1999).

Figura 4 - Representacdo da curva de extragdo supercritica.
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Fonte: MARTINEZ, (2005).

O comportamento da curva de extragdo € influenciado por fatores
como vazdo do solvente utilizado e tamanho da particula da fase sélida,
e sua determinacdo se faz necessaria para definir os parametros do
processo, como por exemplo, o tempo de extragdo, a caracterizagdo das
etapas de extracdo supercritica e a determinacdo da solubilidade
(SILVA, 2004).

2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Antioxidantes sdo substancias responsaveis pelo retardo e
prevencdo dos danos oxidativos causados por radicais livres. Radicais
livres sdo moléculas instdveis altamente reativas, essenciais aos
processos hiolégicos em pequenas concentracdes, porém quando gerado
em excesso podem causar danos celulares. Assim, os antioxidantes
neutralizam os radicais livres, conferindo beneficios ao corpo humano,
como o combate ao envelhecimento e a doencas graves (cancer,
esclerose multipla e doencas cardiovasculares) e também aos alimentos
(retardo da deterioracdo, rancidez ou descoloracdo) (KARADAG;
OZCELIK; SANER, 2009).
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Na industria alimenticia os antioxidantes sintéticos séo
amplamente utilizados para inibir alteracbes indesejaveis nos alimentos,
sendo os mais usados o BHA (butil-hidroxi-anisol), BHT (butil-hidroxi-
tolueno), TBHQ (terc-butil-hidroquinona) e PG (propil galato). Porém,
estudos relatam uma provavel relacdo destes compostos a efeitos
adversos. Portanto tem-se aumentado o numero de pesquisas por
produtos naturais que apresentam atividade antioxidante e que sejam
seguros para o ser humano (RAMALHO; JORGE, 2006). A atividade
antioxidante dos produtos vegetais estd associada a presenca de
compostos fenolicos, tais como flavonoides e acidos fenélicos (TSAO;
DENG, 2004).

Os compostos fendlicos atuam como antioxidantes através da
remocdo ou inativagdo de radicais livres e devido sua estrutura sdo
capazes de produzir compostos estaveis. O método normalmente
utilizado para a quantificagdo destes compostos é o de Folin-Ciocalteu,
caracterizado pela transferéncia de elétrons (KARADAG; OZCELIK;
SANER, 2009). Em testes realizados em gorduras, alguns compostos
fendlicos apresentaram melhores resultados para a atividade
antioxidante frente aos antioxidantes sintéticos, como o 4cido caféico
testado para o 6leo de oliva, acidos clorogénico, galico, protocatequinico
e caféico para 6leo de girassol e catequina sozinha e em mistura com
outros antioxidantes aumentaram significativamente a estabilidade do
6leo de amendoim quando comparado com um controle (VON
GADOW, JOUBERT, HANSMANN, 1997; SOTILLO, HADLEY,
HOLM, 1994; CHU E HSU, 1999).

Tendo em vista a complexidade da composi¢do dos produtos
vegetais e a dificuldade em determinar o potencial antioxidante in vitro
de diferentes compostos € recomendada a utilizagdo de duas ou mais
técnicas de analise (BADARINATH et al., 2010). Dentre os métodos
mais utilizados podemos citar o método por sequestro de radicais livres,
como DPPH- (2,2-difenil-1- picrilidrazina) e ABTS (2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido  sulfonico)) (KARADAG; OZCELIK;
SANER, 2009). Estes métodos sdo os mais usados, devido sua rapidez,
boa estabilidade e facil replicagéo, sendo usados para compostos puros e
extratos vegetais. O método do radical ABTS é recomendado tanto para
compostos hidrofilicos como lipofilicos. JA 0 método do radical DPPH
apresenta melhores resultados para compostos sollveis em meio
organico (KUSKOSKI, 2005; SUCUPIRA, 2012).

Os compostos antioxidantes atuam como doadores de hidrogénio
para os radicais DPPH e ABTS™, reduzindo-os a hidrazina e ABTS,
respectivamente. Esta reacdo provoca a perda da coloragcdo do meio,



39
verificado pelo decréscimo na leitura da absorbancia (ALVES et al.,
2010; BORGES et al., 2011; SUCUPIRA et al., 2012). A estabilizacao
dos radicais DPPH e ABTS ¢é observada na Figura 5.

Figura 5 - Estabilizagdo dos radicais DPPH (A) e ABTS (B).
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Fonte: RUFINO et al, (2007b), RUFINO et al, (2007a).
2.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os antimicrobianos sdo compostos sintéticos ou naturais que tem
como finalidade inibir ou destruir microrganismos, atuando diretamente
sobre estes (DAVID; STEENSON; DAVIDSON, 2013). Ha uma
crescente preocupacdo dos consumidores com relacdo aos produtos
sintéticos e a propagacdo de microrganismos multirresistentes, o que
explica a popularidade dos antimicrobianos naturais (TAJKARIMI,
IBRAHIM; CLIVER, 2010).

A prevencdo ou cura de enfermidades pela medicina popular
através do uso de produtos de origem vegetal é uma das mais antigas
formas de tratamento. Com base no elevado potencial biolégico dessas
plantas tém-se intensificado as pesquisas para qualificar e quantificar os
compostos  antimicrobianos, servindo como  alternativa  aos
antimicrobianos ja existentes. Muitas destas pesquisas envolvem a
recuperagao de compostos bioativos, com propriedades antimicrobianas,
de subprodutos vegetais, como pode ser observado nas Tabelas 4 e 5.
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Os métodos mais utilizados para avaliar a atividade
antimicrobiana sdo o método de difusdo em &gar e o método da
concentragdo minima inibitéria (CMI). O primeiro é um método
qualitativo, no qual ¢é avaliada a capacidade do extrato de inibir ou ndo o
crescimento do microrganismo de interesse. E um método simples e
confiavel, apresentando flexibilidade na escolna do tipo de
antimicrobiano a ser testado e fécil interpretagdo dos resultados
(JORGENSEN e FERRERO, 1998).

A partir da difusdo em agar sdo selecionados 0s extratos que
serdo submetidos ao teste quantitativo (CMI), o qual se baseia na
determinacdo da menor quantidade de extrato necessaria para inibir o
crescimento bacteriano, através do teste de diferentes concentragdes de
extrato. A CMI é determinada através de diluicdo em caldo, diluicdo em
agar ou microdiluicdo em caldo, sendo esta a mais usada (VIEIRA,
2005).

2.5 ESTADO DA ARTE

A busca por compostos que apresentem atividades antioxidante
e antimicrobiana aliada ao uso de tecnologias que possibilitem um
produto de maior qualidade tem impulsionado a investigacdo em
diversas matrizes vegetais.

Para a obtencdo de compostos bioativos é utilizado, na maioria
das vezes, solventes organicos que serdo removidos do produto final
através de uma etapa adicional ao processo. Devido a isso, tem-se
intensificado as pesquisas com tecnologias que utilizem menor
guantidade de solvente ou solventes ambientalmente seguros.

A matéria prima estudada neste trabalho tem suas atividades
bioldgicas reconhecidas, sendo importante ndo somente na medicina
popular, como também na producédo de alimentos com valor agregado e
em farmacos. Porém até o momento ndo foram encontrados trabalhos
com o emprego da tecnologia supercritica.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 OBTENCAO E PRE-TRATAMENTO DA MATERIA-PRIMA

As folhas de cajazeira (Spondias mombin) foram coletadas no
campus da Universidade Federal do Ceard, Fortaleza, CE no més de
abril de 2016. Uma amostra do material foi registrada no acervo do
Herbario Prisco Bezerra, sob 0 nimero EAC52773. A matéria-prima foi
submetida a secagem em estufa com circulacdo de ar (De Leo, Porto
Alegre/RS, Brasil) por 10 horas a 45 °C. O material seco foi triturado
em moinho de facas tipo Willey (De Leo, Porto Alegre/RS, Brasil). As
folhas secas e moidas foram acondicionadas em embalagens de
polietileno, envoltas em papel aluminio e estocadas em freezer
domestico a aproximadamente -18 °C. A Figura 6 apresenta a amostra
antes e apds o pré-tratamento.

Figura 6 - Etapas de obtencéo da matéria-prima: a) matéria prima in natura, b)
matéria prima apds secagem, ¢) matéria prima apos trituragdo.

I v

Fonte: a autora.

3.2 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA
3.2.1 Determinacao do teor de umidade e substancias volateis

A determinacdo do teor de umidade para a folha da cajazeira foi
realizada segundo adaptacdo da metodologia 925.09 da AOAC (2005),



44

cujo procedimento fundamenta-se na perda de umidade e substancias
volateis quando a amostra é submetida a 105 °C.

Esta andlise foi realizada em triplicata, 5 gramas de amostra
foram medidos em balanc¢a analitica (AY220, SHIMADZU do Brasil
Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil) e colocados em cépsulas de aluminio,
previamente aquecidas em estufa (De Leo, Porto Alegre/RS, Brasil) a 70
°C por 1 hora, resfriadas em dessecador até temperatura ambiente e
pesadas. Posteriormente, as amostras foram colocadas em estufa a vacuo
(QUIMIS-Q819V2) a 70 °C e -30 mmHg por 24 horas, quando se
obteve massa constante, resfriadas em dessecador até temperatura
ambiente e as massas medidas novamente. Para o calculo do teor de
umidade e volateis, foi utilizada a Equag&o 1.

% umidade = (?) £100 o)

Onde:
mi: massa inicial da amostra (g)
mf: massa final da amostra (g).

A determinacdo de umidade e substancias volateis da amostra foi
realizada em triplicata e o resultado expresso como média + desvio
padréo.

3.2.2 Determinacao do diametro médio de particula

O didmetro médio de particula das folhas de cajazeira moidas foi
determinado por meio do calculo proposto por Gomide et al. (1980).
Aproximadamente 50 g de amostra foram medidos em balanga analitica
e a separagdo das particulas foi realizada em peneiras da série de Tyler
de mesh 30 a 140 (Retsch — Test Sierve), sendo o conjunto agitado por 5
minutos e o didmetro médio calculado pelas Equacdes 2 e 3.

@

Al= = 3)

Onde:
ds: didmetro médio superficial das particulas (mm);



m;: massa de amostra retida na peneira i (g);
M: massa total de amostra (g);

d;: didmetro da peneira i (mm);

n: namero total de fraces.

3.2.3 Determinacao da massa especifica aparente (p,)
A massa especifica aparente das particulas é determinada através

da relacdo entre a massa de amostra utilizada nas extracdes e o volume
da célula extratora ocupada pelo sélido (Equacéo 4).

massa da amostra em gramas

Pa = Q)

volume do leito em cm®

3.2.4 Determinacao da massa especifica real

A massa especifica real da amostra foi determinada utilizando-se
a técnica de picnometria em gas hélio, com o uso do equipamento Accu
Pyc Il 1340 da Micromeritics no Laboratério de Termodindmica e
Extracdo Supercritica (LATESC). Esta metodologia consiste no
deslocamento de gas hélio para dentro dos poros da matriz sélida devido
a sua baixa tensdo superficial sem alterar as caracteristicas das particulas
(MOURA; FIGUEIREDO, 2002).

3.2.5 Porosidade do leito

A porosidade do leito foi determinada relacionando-se a massa
especifica real (p;) ¢ a massa especifica aparente (p,), de acordo com a
Equacéo 5.

g=1-3 ®)

3.3 EXTRACOES A BAIXA PRESSAO

As extracbes a baixa pressdo utilizaram diferentes solventes
organicos e foram realizadas a fim de comparar os rendimentos e
atividade bioldgica dos extratos com os obtidos da extragéo supercritica.

Apos a obtencdo dos extratos a baixa pressdo foi realizado o
processo de eliminacdo de solvente, utilizando evaporador rotativo
(Mod. 550 e 802, Fisatom, Sdo Paulo/SP, Brasil) com arrefecimento
(MQBTZ99-20, Microquimica Ind. Com. e Repr. Ltda., Palhoga/SC,
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Brasil) e controle de vacuo (NT 613, Nova Técnica Piracicaba/SP,
Brasil).

3.3.1 Extracdo em Soxhlet

A extracdo em Soxhlet foi realizada segundo o método 920.39C
da AOAC (2005), utilizando hexano, acetato de etila, etanol, agua e
mistura de etanol e agua, na propor¢do 1:1(v/v) como solventes. A
Tabela 6 apresenta o indice de polaridade desses solventes.

Tabela 6 - indice de polaridade dos solventes organicos utilizados na extragdo
em Soxhlet.

Solvente Polaridade” Constantes dielétricas
() a 25 °C?
Hexano 0,0 1,88
Acetato de etila 4,4 6,02
Etanol 5,2 24,30
Etanol + Agua 7.1 53,44
Agua 9,0 78,36

Fonte: ‘BYERS (2003);
’BURDICK e JACKSON (2015); BABU, 2008.

O sistema de extragdo em Soxhlet consiste de um extrator que é
acoplado a um condensador na parte superior e um baldo de 250 mL na
parte inferior (Figura 7). Foram utilizados 5 gramas de amostra,
acondicionados em cartuchos de papel filtro e este inserido no extrator.
Para todas as extracdes utilizou-se a propor¢do de amostra:solvente
igual a 1:30 (m:v), e o solvente foi colocado no baldo e aquecido até sua
temperatura de ebulicdo através de uma manta de aguecimento. Com o
aquecimento do solvente este passa pelo brago do extrator até o
condensador onde volta a ser liquido e goteja sobre o cartucho de
amostra no extrator, possibilitando a extracdo dos compostos sollveis.
Quando o solvente enche o extrator até a altura do sifdo, a mistura
soluto/solvente retorna ao baldo, e entdo o solvente é novamente
aquecido e o processo reinicia, sendo mantido por 6 horas.

As extracOes foram realizadas em duplicata e os extratos obtidos
passaram pelo processo de evaporacdo do solvente, foram
acondicionados em frascos &mbar e armazenados a -18 °C em freezer
doméstico. Os resultados dos rendimentos foram expressos como média
* desvio padréo.
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Figura 7 - Equipamento para extracdo em Soxhlet.
L4

L

b

Fonte: a autora.
3.3.2 Extragdo assistida por ultrassom

O método de extracdo assistida por ultrassom foi realizado
usando um sonicador de ponteira (Ecosonics, modelo QR500), que
opera em frequéncia de 20 kHz e poténcia maxima de 500 W, utilizando
como referéncia os estudos descritos por Bajerova et al. (2014), lzadifar
(2013) e Mijangos Ricardez et al. (2011). Como parametros foi
estabelecida a relacdo amostra:solvente de 1:30 (m:v), com amplitude de
sonicacdo de 50% (250 W) e tempo de 8 minutos, ambos obtidos através
de testes preliminares. Os testes foram realizados a temperatura
ambiente, mantidos por banho de gelo e controlados por termémetro. A
Figura 8 ilustra o equipamento utilizado.

Em um béquer de 250 mL foram pesadas 5 gramas de folhas
secas e moidas, juntamente com 150 mL dos diferentes solventes ja
relatados no item anterior, sendo em seguida submetidas a sonicacéo
direta através de micro ponta de titanio de 4 mm.

Apb6s a extragdo, o material foi filtrado em filtro & vécuo
(Fisatom-Modelo 825T), realizando a eliminacdo dos solventes
conforme descrito no item 3.3, acondicionados em frascos ambar e
armazenados em freezer doméstico a -18 °C.
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Figura 8 - Equipamento para extracdo assistida por ultrassom.

Fonte: a autora.
3.4 EXTRACAO SUPERCRITICA (ESC)

Os experimentos de extracdo supercritica foram realizados no
Laboratério de Termodindmica e Extragdo Supercritica (LATESC) do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
UFSC e tiveram como intuito determinar as condi¢Ges de temperatura e
presséo no qual se obtém extratos com melhores pardmetros de
qualidade e rendimento global, respeitando os limites de operacdo do
equipamento e buscando evitar a degradacdo de compostos
termossensiveis. Este trabalho teve como base outros trabalhos
desenvolvidos pelo grupo de pesquisa do LATESC (ANDRADE;
PONCELET; FERREIRA, 2017; CRUZ et al., 2017; MAZZUTTI et al.,
2017; MICHIELIN, 2013)

A determinacdo do rendimento global de extracdo e o0s
experimentos cinéticos foram realizados através do método dinamico de
extracdo, caracterizado pela passagem continua do solvente supercritico
pela matriz solida (FERREIRA et al., 1999).

A unidade de extracdo supercritica utilizada neste trabalho opera
até uma pressdo maxima de 300 bar e vazbes de solvente de 1,67 g/min
a 36,67 g/min e foi desenvolvida pelo Laboratério Thermische
Verfahrenstechnik da Technische Universitdt Hamburg-Harburg
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(TUHH), na Alemanha (ZETZL, BRUNNER e MEIRELES, 2003). As
Figuras 9 e 10 apresentam o equipamento de extracdo utilizado e o
esquema de funcionamento, respectivamente.

Figura 9 — Equipamento de extracao supercritica.

Fonte: a autora.

Figura 10 — Diagrama esquematico da unidade de extragdo supercritica.
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C1: cilindro de CO,; C2: compressor de ar; C3: reservatorio de cossolvente; B1:
bomba de CO,; B2: bomba de cossolvente; E1: extrator; F1: frasco coletor de
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extrato; R1: rotametro; VB: valvula de entrada de ar comprimido; V1: valvula
de entrada de CO, no sistema; V2: valvula de entrada de CO, no extrator; V3:
valvula de saida de CO, no extrato; V4: valvula de saida de CO, no extrator
(micrométrica); V5: vélvula de retencdo da bomba de cossolvente; BT1: banho
de resfriamento; BT2 e BT3: banhos de aquecimento.

Fonte: Adaptado de Zetzl, C.; Brunner, G.; Meireles, (2003) e Kitzberger (2005)

Acoplado a unidade supercritica tem-se um cilindro de CO, com
99,9 % de pureza que contém um tubo pescador (White Martins Ltda.,
Joinville/SC, Brasil). O CO, alimenta a linha de extra¢do, seguindo
primeiramente para um banho termostatico (BT1) (C10-K10, Thermo
Haake, Karlsruhe, Alemanha) programado para manter a temperatura
inferior a 0 °C, garantindo assim que o solvente esteja no estado liquido
antes de sua entrada na bomba (B1) (M111, Maximator, Niedersachen,
Alemanha). A bomba trabalha alimentada por uma linha de ar
comprimido, filtrado e ajustado para a pressdo desejada. Este ajuste é
realizado através de uma valvula (VB) que controla a pressdo do ar
comprimido, uma vez que a bomba opera em uma razédo 1:130.

Apb6s o CO, passar pela bomba ele é encaminhado a linha de
extracdo, passando pelo extrator (E1), que consiste de um cilindro de
aco inox encamisado de 32,9 cm de comprimento, 2,0 cm de didmetro
interno e volume de 107,74 mL e extremidades rosqueadas. A linha que
liga a bomba ao extrator, bem como a tubulagdo ap6s o extrator, é
mantida submersa em um banho termostético de aquecimento (BT2)
(MQBTZ99-20, Microquimica Ind. Com. e Repr. Ltda., Palho¢a/SC,
Brasil) a uma temperatura de 65 °C, de modo a evitar o congelamento da
linha e das valvulas macrométricas (V2 e V3) e micrométrica (V4)
durante a despressurizagao da mistura soluto/solvente. A temperatura de
operacdo do extrator é mantida constante na temperatura desejada por
meio de um banho termostatico de aquecimento (BT3) (DC30-B30,
Thermo Haake, Alemanha).

No inicio do processo de extracdo, as valvulas V3 e V4 sdo
mantidas fechadas e a valvula V2 é mantida aberta para permitir a
passagem do CO, para o extrator. A valvula (V3) conectada na saida do
extrator auxilia a valvula (V4) na despressurizacdo do solvente e permite
o controle do fluxo do solvente. Apo6s passar pela (V4), o soluto é
conectado em frascos ambar (F1) e a vazdo do CO;, é medido no
rotametro (R1).

Para os experimentos com cossolvente, a bomba de cossolvente
(B2) é acoplada a linha antes da entrada no extrator.
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3.4.1 Determinacao da cinética de extracao

A curva global de extracdo tem o objetivo de determinar o tempo
ideal de extracdo e avaliar o comportamento cinético do processo. Para a
determinacdo da cinética de extracdo foram utilizados 15,5 g de folha de
caja, obtendo dessa forma um leito de particulas com altura de pelo
menos o dobro do didmetro do extrator, considerando-se que, com esta
relacdo entre altura e didmetro do leito, a dispersdo axial seja
desprezada. Os experimentos cinéticos foram realizados utilizando CO2
na pressdo de 200 bar, temperatura de 50 °C e vazdo de 6 £ 2 g/min,
correspondente a condi¢do intermediaria de densidade do solvente.

Os frascos de coleta de extrato foram previamente pesados em
balanca analitica (AY220, SHIMADZU do Brasil Ltda., Sdo Paulo/SP,
Brasil) e a coleta da amostra extraida foi realizada em intervalos de
tempo pré-determinados. Os frascos foram novamente pesados apds a
coleta e determinou-se a massa de extrato obtida em funcéo do tempo de
extracao.

O periodo de cada etapa de extra¢do (CER e FER) foi calculado a
partir das curvas de extragcdo. Os tempos tcer € teer representam o final
das etapas constante e decrescente de extracdo, respectivamente. A
velocidade de transferéncia de massa na etapa CER (Mcgr) foi obtida a
partir de regressdo linear da curva de extragdo no periodo CER,
realizada com auxilio de planilha eletrdnica, enquanto a concentracao de
soluto na fase solvente na etapa CER (Y cgr) foi determinada pela razéo
entre Mcer € Qco2 (vazdo de CO,).

3.4.2 Determinacao do rendimento de extragéo (Xo)

O rendimento de extracdo foi calculado através da razdo entre a
massa de extrato obtida a uma dada condigdo de extracdo e a massa de
matéria-prima utilizada para formar o leito. A influéncia da presséo e
temperatura no rendimento foi realizada através de um planejamento
experimental com 3 niveis e 2 variaveis, totalizando 9 experimentos
(Tabela 7). Os experimentos foram realizados em duplicata utilizando-se
como condi¢cBes de operacdo as pressdes de 150, 200 e 300 bar,
temperaturas de 40, 50 e 60 °C, vazdo fixa de solvente (6 = 2 g/min) e
tempo de extragdo determinado através do ensaio cinético, descrito no
item 3.4.1.
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Tabela 7 - Planejamento experimental fatorial completo 32 com as variaveis
temperatura (T) e pressdo (P), variando em trés niveis.

Experimento  Varidveis Varidveis Varidveis  Variaveis
codificadas codificadas reaisde T reais de P

de T de P (°C) (bar)
1 -1 -1 40 150
2 -1 0 40 200
3 -1 +1 40 300
4 0 -1 50 150
5 0 0 50 200
6 0 +1 50 300
7 +1 -1 60 150
8 +1 0 60 200
9 +1 +1 60 300

Cada experimento utilizou, aproximadamente, 15 g de amostra
para a formacdo do leito, sendo as extremidades da coluna de extracdo
revestidas com algoddo para evitar a entrada de particulas sélidas na
tubulacdo e o espaco vazio restante foi completado com esferas de vidro.
A partir da escolha da melhor condicdo da ESC, para posterior extracao
com cossolvente, foi realizada uma extragdo adicional (extracdo
assistida por ultrassom) com o residuo com o intuito de buscar o
esgotamento da matéria-prima.

Os frascos contendo o material extraido foram pesados em
balanca analitica e armazenados em freezer doméstico a -18 °C até a
realizacdo dos ensaios de avaliacdo da atividade bioldgica.

3.4.3 Extragdo supercritica com cossolvente

Para a extracdo com CO, com adicao de cossolvente, uma bomba
de cossolvente (B2) (Constametric 3200, SP Thermo Separation
Products, USA) foi acoplada ao equipamento de extracdo supercritica,
que trabalha numa faixa de vazdo de 0,1 a 10 mL/min. Na linha de
extracdo entre a bomba de cossolvente e o extrator foi acoplada uma
valvula de retencdo (V5) para evitar que o solvente orgénico retornasse
para B2 se houvesse um aumento na pressao da bomba de CO, durante o
experimento.

Com base nos resultados de rendimento das extragdes em Soxhlet
e dados da literatura, os solventes etanol (2,5%; 5,0%; 7,5%) e
etanol+agua (3:1, v/v) (2,5%) foram selecionados como cossolventes
para os ensaios de ESC com modificador. Estas concentragGes foram
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definidas a partir de trabalhos realizados por Andrade, Poncelet e
Ferreira (2017), Cruz et al. (2017) e Mazzutti et al. (2012).

As extragOes foram realizadas em duplicata, na condicdo de
operacdo de 200 bar, 40 °C, vazdo de CO, de 6,66 + 2 g/min e tempo de
3,5 h de extrago.

3.5 REPRESENTACAO DA ETAPA EXPERIMENTAL

Para melhor compreensdo, as etapas de obtencdo dos extratos
estdo representadas na Figura 11. Todos os extratos foram submetidos as
analises de atividade antioxidante e antimicrobiana (metodologias
descritas a seguir), com exce¢do do extrato obtido por fluido
supercritico sem cossolvente, conforme descrito no item 4.3.3. A
caracterizacdo quimica por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi
realizada apenas nas amostras com elevada atividade antioxidante.

Figura 11 - Organograma usado para representacdo da etapa experimental.

Etanol
Extracio H
em SOX exano
Acetato de etila
Extragdo Etanol+Agua
em US Anga
Obtengdo -
de extratos R ITY IR Us
50 e 60°C :
CO,puro —— — (Residuo
2P 150. 200 ¢ 300 bar 40°C, 200
Extragﬁp C()2 com bar)
supercritica cossolvente 2.5, 5¢7.5 % etanol
(40°C, 200 2,5 % etanol+agua
bar)

Fonte: a autora.

3.6 DETERMINACAO DO TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS
TOTAIS (CFT)

A determinacgdo do teor de CFT de todos os extratos da folha da
cajazeira foi realizada nos Laboratdrios de Processamento e Quimica de
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Alimentos, do Departamento de Engenharia Alimentar da Universidade
do Algarve, pelo método de Folin-Ciocalteu conforme Kosar, Dorman e
Hiltunen (2005); Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999).

Inicialmente construiu-se uma curva analitica de acido galico,
preparando uma solucéo estoque de 0,002 g/mL de &cido galico em agua
destilada. A partir desta solucdo estoque foram obtidas, em tubos de
ensaio, solucgdes de concentracdes finais de 0, 25, 50, 75, 100, 200, 300,
400 e 500 mg/L. O meio reacional foi preparado em tubos de ensaio de
10 mL, sendo transferido para estes 100 pL de cada uma das diluigdes
do padrdo, 6 mL de agua destilada e 0,5 mL do reativo de Folin-
Ciocalteu 2N. Homogeneizou-se em vortex e apdés 1 minuto foi
adicionado 1,5 mL de carbonato de sédio a 20 % (m/v), sendo
adicionado por Gltimo mais 1,9 mL de &gua destilada, seguido de
agitacdo e repouso ao abrigo da luz e a temperatura ambiente por 2
horas. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Hitachi — U2000) a
765 nm ap0s ser calibrado com agua. A curva de calibracdo do acido
galico foi representada através do grafico de absorbancia versus
concentracdo de acido galico (mg/L).

Os extratos foram diluidos em alcool etilico absoluto P.A., com
excecdo dos extratos cujo solvente de extracdo foi a agua, sendo
utilizado este mesmo solvente para a realizacdo desta analise. A
concentracdo final das solugdes foi de 1 mg/mL e utilizou-se banho
indireto de ultrassom (Sonorex Super RK - 510) por 5 minutos para
melhorar a solubilizacdo do extrato. Seguiu-se 0 mesmo procedimento
reacional realizado para a curva analitica de acido galico. Os valores de
absorbéancia encontrados para cada tipo de extrato foram verificados se
estavam dentro da faixa de absorbancia da curva padréo.

Para o célculo de CFT foi subtraido do valor da absorbéancia de
cada amostra o valor da absorbancia do respectivo branco e a
absorbancia foi substituida na equacdo do 4cido gélico, sendo obtido o
equivalente em &cido galico (EAG), calculando em seguida o teor de
compostos fendlicos totais através da Equacdo 6. Os ensaios foram
realizados em triplicata e os resultados expressos em mg de acido
gélico/g de extrato.

EAG*1000

CFT (mg EAG/g extrato) = (6)

Cextrato
Onde:

EAG: equivalente em &cido gélico (mg/L);
Cextrato: CONcentracdo do extrato (mg/L).



55
3.7 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A determinacdo da atividade antioxidante dos extratos de S.
mombin foi realizada por meio de duas metodologias: método do radical
DPPH e método do radical ABTS. Os resultados foram comparados com
o0 butil-hidroxitolueno (BHT), um composto sintético de reconhecida
atividade antioxidante. As analises foram realizadas nos Laboratérios de
Processamento e Quimica de Alimentos, do Departamento de
Engenharia Alimentar da Universidade do Algarve.

3.7.1 Método DPPH

A atividade antioxidante pelo método DPPH foi realizada de
acordo com Mensor et al. (2001).

Para a solucdo estoque dos extratos (1 mg/mL) seguiu-se o
mesmo procedimento realizado para a analise de compostos fendélicos
totais, sendo estes diluidos em concentracdes de 0, 5, 10, 25, 50, 125,
250 e 500 mg/L em uma solugdo de DPPH (0,3 mM). As amostras
foram homogeneizadas em vortex, tampadas e incubadas no escuro e a
temperatura ambiente por 30 minutos, seguido de leitura em
espectrofotdbmetro a 517 nm. O percentual de inibicdo da amostra
testada sobre o radical DPPH foi calculado de acordo com a Equacéo 7.

AA (%) =100 — [AbsamOStra_Absbranc(,*lOO] (7)

Abscontrole

Apo6s a obtencdo dos valores de AA (%) calculou-se 0 ECsg
(Effective concentration) por analise de regressdo linear. O ECs € a
concentracdo minima eficaz para capturar 50 % do radical DPPH.
Segundo Alexander et al. (1999) para calcular o ECs, de forma confiavel
€ necessario: a) plotar o grafico concentracdo de extrato versus
absorbancia apenas se o valor de 50 % da AA estiver prdximo ao centro
da curva, num intervalo de aproximadamente 20 a 80 %; b) que o
coeficiente de regressdo (R?) seja o mais préximo de 1 possivel. A
partir da equagdo da reta (Y=aX+b), substitui-se 0 Y por 50 e calcula-se
0 ECs (X). Com base nesses requisitos foi necessario diluir a solucgéo
estoque, de algumas amostras, em valores diferentes dos ja reportados
(entre 0 e 500 mg/L).
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3.7.2 Método do radical ABTS

A atividade antioxidante pelo método ABTS foi realizada de
acordo com a metodologia proposta por Re et al., (1999) e Rufino et al.
(2007a).

O radical ABTS" foi preparado através da mistura de 5 mL da
solucdo estoque de ABTS 7 mM com 88 pL da solucdo de persulfato de
potassio 140 mM, ambos preparados com A&gua. Esta solucdo foi
armazenada no escuro, a temperatura ambiente, por 16 horas para
estabilizacdo do radical, sendo diluido em alcool etilico no momento da
analise até obter absorbancia de 0,70 +/- 0,05 a 734 nm.

Uma solucéo estoque do padrdo trolox a 2 mM em etanol PA foi
preparada e, a partir desta solugdo, foram realizadas dilui¢cGes obtendo
concentracGes entre 0 e 2000 pM. O meio reacional foi preparado em
tubos de ensaio, sendo transferido para estes 30 pL de cada diluicdo, em
triplicata, e 3 mL de radical ABTS", seguido da incubagio no escuro a
temperatura ambiente por 6 minutos e leitura em espectrofotbmetro a
734 nm. A partir das absorbancias obtidas, plotou-se a concentragdo do
padrdo de trolox (uM) no eixo X e as respectivas absorbancias no eixo
Y, sendo calculada a equagio da reta. A partir da equacédo da reta (y = -
ax+h) calculou-se a absorbancia referente a 1000 uM do padréo trolox,
onde se substituiu X por 1000 puM.

Para a solucdo estoque dos extratos (1 mg/mL) seguiu-se o
mesmo procedimento realizado para a analise de compostos fendélicos
totais, sendo estes diluidos em concentracdes de 100, 250, 500 e 1000
ug/mL. O meio reacional se deu de maneira semelhante a realizada com
0 padrdo trolox, misturando-se aliquotas de 30 pL de cada dilui¢do do
extrato e 3 mL de radical ABTS", incubado no escuro ao abrigo da luz e
realizada a leitura ap6s 6 minutos. A partir das absorbancias obtidas das
diferentes dilui¢cBes dos extratos foi plotado a absorbancia no eixo Y e a
diluicdo (mg/L) no eixo X, sendo determinada a equacéo da reta. Para
calcular a atividade antioxidante, substituiu-se na equacdo da reta a
absorbancia equivalente a 1000 uM do padrdo trolox. O valor obtido
para o termo X corresponde a diluicdo da amostra (mg/L) equivalente a
1000 puM de trolox (Equacdo 8).

y= —ax+b 8)

Onde,
y: absorbancia correspondente a 1000 uM de trolox;
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x: diluigdo da amostra (mg/L) equivalente a 1000 uM de trolox.

A partir do resultado encontrado (x) na equacéo 8, dividiu-se por
1000 para ter o valor em g (Equacédo 9). O resultado final foi calculado
pela divisdo de 1000 (uM) pelo valor de X (g) e multiplicado por 1(g)
para encontrar o valor final (Z) que é expresso em uM trolox / g de
extrato (por¢do comestivel) (Equacgéo 10).

X

X(g) = = ©)

__ 1000
X(@.1

(10)

3.8 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana dos extratos de S. mombin foi
avaliada para as bactérias Bacillus cereus ATCC 14579, Escherichia
coli ATCC 43888, Listeria innocua ATCC 33090, Pseudomonas
aeruginosa NCTC 12903 e Staphylococus aureus NCTC 12981 e para a
levedura Saccharomyces cerevisiae NCPF 3178. As analises foram
realizadas no Laboratério de Microbiologia, do Departamento de
Engenharia Alimentar da Universidade do Algarve.

3.8.1 Teste de difusdo em agar

No método de difusdo em agar em discos, realizada de acordo
com Smania et al. (1995), foi inicialmente preparada uma suspensao
bacteriana de cada espécie contendo, aproximadamente, 108 UFC/mL,
verificado com o padrédo de McFarland 1, sendo essa suspensdo semeada
em placas com meio agar de Miiller-Hinton com auxilio de swab estéril.
Distribuiu-se 6 discos estéreis de 6 mm por placa com auxilio de pinca,
onde foram testados dois extratos, em triplicata.

Em cada disco foram adicionados 10 pL de solugdo de extrato de
concentracdo 50 mg/mL em DMSO (dimetilsulfoxido) a 60 %. A
solugdo de DMSO a 60 % foi testada e verificou-se que ndo oferece
nenhuma inibi¢do aos microrganismos testados.

As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica e em
condi¢cdes aerdbicas, respeitando o tempo e temperatura de cada
microrganismo. Portanto as bactérias B. cereus, E. coli, P. aeruginosa e
S. aureus foram incubados por 24 h a 37 °C, L. innocua por 24 h a 30 °C
e a levedura S. cerevisiae por 48 h a 25 °C. Nos casos em que foi
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verificada inibicdo do crescimento, o diametro do halo foi medido em
milimetros. As amostras com halos de inibi¢cdo com tamanho acima de 9
mm sdo considerados resultados positivos (SMANIA et al., 1995) e
foram avaliados quanto a concentracdo minima inibitdria.

Como controle positivo foi utilizado o antibidtico ampicilina para
E. coli, ciprofloxacin para P. aeruginosa, cloranfenicol para B. cereus e
S. aureus, nystatin para S. cerevisiae e trimethoprim para L. innocua.

3.8.2 Determinacéo da concentrag¢do minima inibitéria (CMI)

A concentracdo minima inibitoria (CMI) foi determinada pelo
método de microdiluigdo em caldo, conforme a metodologia descrita por
Avila et al. (2008). Os extratos testados foram dissolvidos em DMSO
previamente esterilizado, obtendo uma concentragdo inicial de 20
mg/mL. Em uma placa de microdiluicdo de 96 pocos foram preparadas
diluicGes seriadas obtendo-se concentragfes finais variando entre 2000 e
3,90 pg/mL. Em cada micropogo foram distribuidos 10 uL de cada
diluicdo, 85 uL de caldo de Miiller-Hinton e 5 uL de in6culo bacteriano
contendo, aproximadamente, 10®° UFC/mL. Como controles de
crescimento e esterilidade foram usados mistura do meio de cultura e
inéculo bacteriano e meio de cultura e DMSO.

Os experimentos foram realizados em duplicata e as placas foram
incubadas conforme método ja citado no item 3.7.1. A leitura foi
realizada através da adicdo de 20 uL de uma solucdo alcéolica (70 %)
reveladora de crescimento bacteriano INT (cloreto de 2-(4-iodofenil)-3-
(4-nitrofenil)- 5-feniltetrazolium), seguido de incubacdo por 30 min a
37 °C. A interpretacdo das placas se deu de acordo com a coloragdo, em
que amarelo indica auséncia de crescimento bacteriano e parpura indica
crescimento. A CMI foi considerada a menor concentracdo do extrato
que inibiu o crescimento bacteriano, sendo os resultados expressos em
ug/mL.

3.9 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS EXTRATOS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA

A andlise de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) dos
extratos foi realizada no Laboratério de Quimica de Alimentos da
Universidade do Algarve — Faro, Portugal. A andlise foi realizada em
um cromatografo Jasco, equipado com detector de arranjo de diodos
(DAD) (Jasco MD2015 Plus). Utilizou-se uma coluna C18 Nucleosil
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(4,6 mm x 250 mm, 5 pum), com fase mdvel composta de &gua
acidificada com é&cido acético 1% (A) e acetonitrila (B), sendo o
gradiente de eluicdo apresentado na Tabela 8. A vazdo utilizada foi de
1,1 mL/min, com volume de inje¢cdo de 20 puL, e a temperatura interna
do sistema a 25 °C. A leitura foi realizada nos comprimentos de 280,
310 e 340 nm e o0 espectro de absorcdo foi gravado na faixa de
comprimento de onda de 250 a 400 nm. Os cromatogramas obtidos
foram analisados e comparados com o perfil dos padrdes (tempos de
retencdo e espectro UV) para identificacdo dos provaveis compostos
fendlicos presentes nas amostras de S. mombin.

Tabela 8 - Gradiente de eluicdo estabelecido para separa¢do dos compostos
fendlicos.

Eluentes (%)

Tempo (min) A B
0 95 5

0-6 95 5

6-14 80 20
14-18 80 20
18-20 70 30
20-30 70 30
30-38 20 80
38-40 95 5

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de rendimento global, teor de compostos fenélicos
totais, atividades antioxidante e antimicrobiana foram avaliados
estatisticamente por andlise unidirecional de variancia (ANOVA),
utilizando o software Statistica para Windows 7,0 (Statsoftinc., EUA).
As diferencas significativas (p < 0,05) foram analisadas pelo teste de
Tukey.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERISTICAS DA MATERIA PRIMA
Os valores de umidade e substancias volateis, didmetro médio de
particulas e massa especifica real que caracterizam a folha de cajazeira

sdo apresentados na Tabela 9, como média + desvio padréo.

Tabela 9 - Caracteristicas fisicas da matéria-prima vegetal.

Matéria-prima Teor de Diadmetro Massa
umidade e médio de especifica real
volateis particula (g/cm®)
(9/1009) (mm)

Folha de cajazeira  4,15+0,89 0,22+0,1 1,3515 + 0,0006

A 4gua presente na amostra pode afetar negativamente a extracao,
pois pode atuar como solvente e competir com o CO, supercritico,
prejudicando a transferéncia do soluto para o fluido. Porém, pequenas
guantidades de agua podem abrir os poros da matriz, facilitando o
acesso ao soluto, além de solubilizar compostos relativamente polares,
pouco sollveis em CO,, devido ao aumento da polaridade do solvente (
POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGHI, 2007).

Logo, as etapas preliminares de secagem e de trituracdo da
matéria prima sdo necessarias para reduzir a interferéncia da agua no
processo de extracdo e aumentar a area de contato da amostra.
Reverchon e Marco (2006) afirmam que o tamanho médio de particulas
deve ser entre 0,25 e 2 mm para utilizacdo nas extracOes a alta presséo,
pois particulas muito pequenas podem formar caminhos preferenciais na
passagem do CO, através do leito de extragdo, causando perda de
eficiéncia e rendimento de extracéo.

4.2 RENDIMENTO DAS EXTRACOES A BAIXA PRESSAO

Os rendimentos dos extratos da folha da cajazeira obtidos pelos
processos a baixa pressdo e seus indices de polaridade sdo apresentados
na Tabela 10.

Observa-se na Tabela 10 que os resultados de rendimento
variaram entre 2,3 + 0,1 para o extrato obtido em Soxhlet com hexano e
30,5 £ 0,7 para a extracdo assistida por ultrassom utilizando como
solvente etanol+agua (1:1).
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Tabela 10 - Rendimento global (X,) das extracBes a baixa pressdo, utilizando
solventes com polaridades variadas.

Método de Solvente Polaridade™ Xo (%)?
Extracdo
Hex 0,0 2,3+0,1°
EtOAc 4.4 6,3+0,1%
Soxhlet EtOH 5,2 22,5+ 0,5%
EtOH+H,0 7.1 23,5 + 4,4*
H,0 9,0 21,6 +4,7°
Hex 0,0 29+13°
EtOAc 4.4 3,2+0,1°
Ultrassom EtOH 5,2 11,4 +1,3°
EtOH+H,0 7.1 30,5+0,7°
H,0 9,0 275+1,7%
EtOH” 5,2 4,19 + 0,04

Hex: Hexano; EtOAc: Acetato de etila; EtOH: Etanol; EtOH-H,O: Etanol +
Agua; H,0: Agua.

“Residuo da ESC submetido a nova extracao.

@ indice de polaridade do solvente (BYERS, 2003).

@ |etras iguais na mesma coluna indicam que n&o ha diferenca significativa
(p<0,05).

Os maiores valores de rendimento foram obtidos utilizando como
solvente etanol+agua (30,5 %) e agua (27,5 %) para a técnica de
ultrassom e etanol+agua (23,5 %), etanol (22,5 %) e agua (21,6 %) para
a técnica de Soxhlet, ndo havendo diferenga significativa ao nivel de 5%
entre os solventes para cada técnica. O fato do rendimento aumentar
com o aumento da polaridade estd relacionado a estes solventes
apresentarem forte poder de dissolucdo de compostos polares, porém
podem ndo apresentar atividades bioldgicas, como reportado por Benelli
et al. (2010). A constante dielétrica pode também explicar os maiores
rendimentos obtidos. Esta pode ser definida como a capacidade de
reduzir a intensidade dos campos elétricos presentes no meio. Como a
constante dielétrica da agua é mais elevada do que a maioria dos
liquidos, contribui para o aumento do rendimento da extracdo
(BARWICK, 1997; MARKOM et al., 2007).

Comparando os métodos de extracdo a baixa pressdo, para um
mesmo solvente, s6 foi possivel observar diferenca significativa entre os
rendimentos das extracfes em Soxhlet e ultrassom para o etanol, sendo
gue a primeira apresentou o maior valor (22,5 £ 0,5%), comparado com
a técnica de ultrassom (11,4 = 1,3). Estes resultados podem ser
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relacionados as condigdes de operacdo da extracdo em Soxhlet, como
recirculacéo de solvente e utilizacdo de temperatura mais elevada, além
das caracteristicas do etanol que apresenta melhor eficiéncia de extracao
a temperatura de ebulicdo devido a diminuicdo da viscosidade do soluto,
contribuindo para uma maior solubilizacdo dos compostos (TOMAZIN
JUNIOR, 2008).

Outros autores estudando a folha de S. mombin encontraram uma
relacdo semelhante. Ayoka et al. (2006) utilizando a técnica de Soxhlet
com solvente etanol+agua (1:1) e utilizando maceracdo com agua
guente, encontraram valores de rendimento de 19,2 e 16,5 %,
respectivamente. Ja Shittu et al. (2014b) obtiveram 33,3 e 40 % de
rendimento para a técnica de Soxhlet com solvente etanol+agua (40 %)
e agua, respectivamente. Este comportamento foi atribuido pelos autores
ao valor da constante dielétrica, sendo mais elevado para a agua,
apresentando maior rendimento de extracéo.

Pesquisas encontradas na literatura (AYOKA et al., 2006;
MADUKA et al., 2014) mostram que 0s extratos etanélicos apresentam
melhores resultados de atividade bioldgica (efeito neuroprotetor e
melhor atividade antimicrobiana) em relacdo aos extratos aquosos.
Desta forma, o etanol foi escolhido como cossolvente da ESC.

Observa-se que o residuo da ESC submetido a extracdo adicional
(US) apresentou rendimento de 4,19 + 0,04 %, ndo havendo diferenca
significativa para os extratos obtidos com hexano (2,3 +0,1 % e 29 *
1,3 %) e acetato de etila (6,3 £ 0,1 % e 3,2 £ 0,1 %) utilizando SOX e
US, respectivamente, além da extragdo em US com etanol (11,4 + 1,3
%). Este & um resultado positivo visto que essa matéria-prima é o
residuo de uma etapa anterior de extragcdo empregando um solvente de
carater apolar (CO,) (resultados apresentados no item 4.3), o que nos
permite afirmar que esta matéria-prima é rica em compostos polares,
como pode ser observado nos itens 4.4 e 4.5. Ara, Karami, Raofie
(2014); Tchabo et al. (2015) e Kowalski e Wawrzykowski (2009)
relataram o uso de tecnologias combinadas com a finalidade de
aumentar quantitativa e qualitativamente os compostos extraiveis.

4.3 EXTRAGAO SUPERCRITICA
4.3.1 Caracteristicas do leito de extragao
A Tabela 11 apresenta os valores de massa especifica aparente e

porosidade do leito, calculadas de acordo com as Equacgbes 4 e 5,
respectivamente. O conhecimento dessas caracteristicas é importante
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para o entendimento dos mecanismos de transferéncia de massa
envolvidos no processo de extracao.

Tabela 11 - Caracteristicas do leito de extracéo supercritica.

Matéria-prima Massa Porosidade do
especifica leito
aparente
(g/cm?)

Folha de cajazeira 0,28 + 0,01 0,793

Os dados obtidos para a caracterizagdo da matéria-prima, como
porosidade do leito e densidade do solido sdo necessarios para a
modelagem do processo de extracdo, a fim de avaliar a influéncia destes
parametros na eficiéncia da extracdo (KITZBERGER, 2005).

4.3.2 Curvas de extracao

A cinética de extracdo para a folha da cajazeira é apresentada na
Figura 12. A partir desta cinética padronizou-se o tempo total de
extracdo em 3,5 h (210 min), para garantir o alcance da etapa difusiva
para todas as condigdes de extracdo estudadas e formacdo da curva de
extracdo. Ao fim deste tempo foi obtido um rendimento de 0,31%.

Figura 12 - Curva de extracéo da folha da cajazeira a 200 bar, 50 °C e vazdo de
CO, de 6£2 g/min.

0,40
0,35
0,30
0,25 °
0,20 o
®
015 @
°
0,10 o
°
°
0

—_—

Rendimento (%

100 200 300 400
Tempo de extragdo (min)



65

Os parametros cinéticos da extracdo, apresentados na Tabela 12,
foram calculados com base nos dados obtidos na cinética de extracdo e
sdo importantes para o estabelecimento do tempo das etapas da extracdo,
assim como para estudar a modelagem matematica da cinética de
extracdo, possibilitando a otimizacdo de projetos e ampliacdo de escala
laboratorial para industrial (SILVA, 2004).

Tabela 12 - Parametros cinéticos de extracdo de folha de cajazeira a 200 bar, 50
°C e vazdo de solvente de 6 + 2 g/min.

Etapa de extracdo

Parametro

CER FER DCP
t(min) 0-40 40-120 >120
m (g) 0,0294 0,0184 0,0081
X0 (%) 0,1902 0,1191 0,0524
M (g/min) 0,0007 0,0002 0,0000
Y 0,0001

t: duracdo da etapa de extracdo; m: massa de extrato aproximada; X:
rendimento da etapa; M: taxa de extracdo; Y: concentracdo de soluto na fase
solvente; CER: etapa de velocidade de extragdo constante; FER: etapa de
velocidade de extracdo decrescente; DCP: etapa de velocidade de extragdo
difusional.

Como observado na Tabela 12, aos 120 minutos a etapa
difusional j& havia sido alcancada. Assim, 0 tempo de extracdo total a
ser utilizado nos experimentos para avaliagdo do rendimento das
extracOes foi definido em 3,5h, como forma de garantir que a maior
parte de extrato fosse extraida.

4.3.3 Rendimento global da ESC (X,)

Os resultados dos rendimentos dos extratos da folha da
cajazeira obtidos pela extracdo supercritica sdo apresentados na Tabela
13. S&o apresentadas as condi¢Ges de pressao e temperatura empregadas,
bem como os valores de massa especifica do solvente supercritico.

O rendimento global da extracdo é influenciado pelas diferentes
condicdes de pressdo e temperatura empregadas, sendo que pequenas
alteragdes nesses parametros interferem no poder de solubilizagdo do
solvente. A extracdo supercritica apresentou os melhores rendimentos a
300 bar, nas temperaturas de 40 °C e 50 °C, sendo estes valores
estatisticamente iguais. O menor rendimento foi verificado na presséo de
150 bar, para 40 °C e 50 °C, também sem diferenca significativa.
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Tabela 13 - Rendimento global de extracdo da folha da cajazeira (X,) obtidos
em diferentes condi¢des de temperatura e pressdo.

Temperatura  Pressdo (bar) p CO;(g/cm3)* Xo (%0)
W)

150 0,781 0,22 + 0,05°

40 200 0,841 0,32 +0,001*
300 0,911 0,50 + 0,11°
150 0,701 0,19 + 0,02°

50 200 0,785 0,31 +0,07%
300 0,871 0,51 + 0,06°
150 0,607 0,30 + 0,06™

60 200 0,724 0,31 +0,03%*
300 0,830 0,31 +0,01%

*ANGUS; ARMSTRONG; DE REUCK, 1976

Avaliando a Tabela 13, observa-se que, a temperatura constante,
ha o aumento dos rendimentos com 0 aumento da pressao, exceto para a
temperatura de 60 °C que obteve rendimento de 0,3 % para todas as
pressdes estudadas. Segundo Campos et al. (2005) o aumento da presséo
pode gerar rupturas na matriz vegetal, liberando, assim, compostos que
ndo estavam disponiveis, logo, aumenta-se o rendimento. A elevacdo da
pressdo causa também o aumento da densidade do solvente, que por sua
vez aumenta o poder de solvatagdo do CO,, interferindo no rendimento
do processo (BRUNNER, 1994). Apesar do aumento da densidade do
solvente a 60 °C/300 bar (0,830 g/cm3), esta mantém-se inferior a obtida
na condi¢do de 40 °C/200 bar (0,841 g/cmd). Portanto, para esta matéria
prima, o incremento do rendimento sO serd possivel com densidades
superiores a 0,841 g/cma.

Sabe-se que o rendimento da extracdo é influenciado por
diferentes fatores em baixas e altas pressbes, e os efeitos opostos
causados pela pressdo de vapor do soluto e a massa especifica do
solvente geralmente resultam na inversdo das isotermas de rendimento.
Em pressdes abaixo da inversdo das isotermas, o aumento da
temperatura resulta na diminuicdo da densidade, que resultard na
diminuicdo do rendimento da extracdo. Ja em pressdes mais elevadas,
apos a inversdo das isotermas, o efeito da densidade é mais sutil e o
rendimento sofre influéncia da pressdo de vapor causado pelo aumento
de temperatura (BRUNNER, 1994).

Observa-se na Figura 13 que para as temperaturas de 40 °C e 50
°C ndo ocorre a inversdo das isotermas, estando ambas muito proximas e
dentro do erro experimental. Como ndo ha a inversdo das isotermas,
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prevalece o efeito da densidade sobre o rendimento, no qual € nitido o
efeito desta a 60 °C/300 bar.

Por conta do baixo rendimento dos extratos obtidos com CO,
puro, ndo foram realizadas andlises de atividade biol6gica com estes
extratos, ja que nao havia material suficiente.

Figura 13 - Isotermas de rendimento da folha da cajazeira.
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4.3.4 Emprego de cossolvente

A extracdo supercritica com CO, puro favorece a recuperacdo de
compostos de baixa polaridade, devido ao carater apolar do solvente.
Assim, com a finalidade de melhorar o rendimento da extracdo e
aumentar a extragdo de componentes de maior polaridade, utilizou-se o
etanol em diferentes concentrages e a mistura etanol+agua (3:1) como
cossolvente de caréater polar.

A escolha do etanol se deu por este apresentar melhor rendimento
a baixa pressdo, além de apresentar vantagens em relacdo aos outros
solventes orgénicos, como baixa toxicidade, facilidade de eliminacéo
por meio de rotaevaporacdo e também por ser comumente utilizado na
indGstria de alimentos e farmacéutica. A adigdo de diferentes
concentracdes (2,5%, 5% e 7,5%) em relacdo & massa de CO, utilizada
foi selecionada com base em outros estudos ja realizados (ANDRADE;
PONCELET; FERREIRA, 2017; MEZZOMO; MARTINEZ;
FERREIRA, 2009; MICHIELIN, 2013). A mistura etanol+agua foi
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avaliada em baixa concentragdo, pois para remover a dgua € Necessario o
uso de altas temperaturas podendo interferir na qualidade do extrato.

Para a extracdo supercritica com adicdo de cossolvente foi
selecionada a condicdo de 200 bar e 40 °C, pois por ser uma temperatura
mais baixa evita a degradacdo térmica dos compostos, além de ndo
haver diferenca significativa no rendimento para os maiores resultados e
possibilitar a economia de energia nesta condicéo.

Na Figura 14 sdo apresentados os rendimentos para a adi¢do de
2,5%, 5% e 7,5% de etanol e 2,5% da mistura etanol+agua.

Figura 14 - Rendimentos globais (X,) para os extratos da folha da cajazeira
utilizando etanol e etanol+agua como cossolventes a 200 bar, 40 °C e vazao de
6 + 2 g/min.
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A adicdo de cossolvente & extracdo supercritica elevou os valores
de rendimento global, e a quantidade adicionada foi diretamente
proporcional ao aumento do rendimento. Este comportamento é
justificado pela maior solubilizacdo de compostos polares na mistura
etanol/CO, e que ndo estavam disponiveis com o uso de CO, puro.

O processo com adi¢do de 7,5 % de etanol proporcionou um
rendimento 13,8 vezes maior que o obtido nas mesmas condi¢es com
CO, puro (de 0,32 + 0,001 %), apresentando diferenca estatistica entre
os demais extratos. O menor rendimento foi obtido com a adicdo de
etanol a 2,5 %, sendo estatisticamente igual ao obtido com a mesma
fracdo de etanol+agua, apresentando valores de 1,1 e 0,9%,
respectivamente.
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4.4 TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT)

Os valores encontrados para o teor de compostos fenélicos totais
da folha da cajazeira, obtidos por diferentes métodos de extragdo séo
apresentados na Tabela 14. A curva padrdo de acido galico, utilizada
para o célculo do teor de compostos fenolicos é apresentada no
Apéndice A.

Tabela 14 - Teor de compostos fendlicos totais (CFT), expressos em
equivalentes de acido galico para os extratos da folha de Spondias mombin.

Técnica de Solvente CFT (mg EAG/g
extracao extrato)**
Hexano 12,7 +1,0°
Soxhlet Acetato de etila 205,7 +11,7°
Etanol 410,1 + 33,1°
Etanol+4gua 337,4 +10,9%
Agua 293,0 +6,9°
Hexano 16,2 + 3,4°
Ultrassom Acetato de etila 96,4 +6,9'
Etanol 308,3+7,9°
Etanol+agua 226,6 * 6,6°
Agua 1944 +43°
Etanol” 381,9 + 15,0
CO,+2,5% etanol 70,5 + 3,2™
ESC 200bar/40°C CO,+5% etanol 53,1 +2,7'%¢
CO,+7,5% etanol 58,6 + 3,7'95¢
CO,+2,5% etanol+agua 84,6 +7,8"
BHT 4655 + 27,43

*Residuo da ESC submetido a nova extragéo.

**Letras minGsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga
significativa (p < 0,05).

Letras maidsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa (p < 0,05) entre os resultados da ESC 200bar/40°C.

O teor de compostos fendlicos totais variou de 12,7 a 410,1 mg
EAG/g, no qual o menor valor foi obtido para a extracdo em Soxhlet
usando como solvente o hexano e o maior valor obtido na mesma
técnica de extragdo com etanol. Estes resultados estdo de acordo com
Ziakova e Brandsteterova (2002) que afirmam que 0S compostos
fendlicos sdo caracterizados como polares, logo apresentam maior
solubilizagdo em solventes de maior polaridade. O resultado obtido para
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0 antioxidante sintético utilizado neste estudo foi de 465,5 mg EAG/g e
diferiu significativamente (p<0,05) de todos os resultados obtidos para a
folha da cajazeira. Porém os extratos obtidos em Soxhlet com etanol e
ultrassom com etanol* apresentaram 88,10 e 82,04 %, respectivamente,
do teor apresentado para o BHT, demonstrando bons resultados do teor
de compostos fendlicos.

De modo geral, comparando os resultados obtidos em relagdo aos
diferentes solventes empregados a baixa pressdo, a extracdo em Soxhlet
apresentou melhores resultados. A utilizacdo do etanol na técnica de
Soxhlet (410,1 + 33,1 mg EAG/g) ndo apresentou diferenca estatistica
guando comparada a técnica de ultrassom para o residuo proveniente da
extracdo supercritica (381,9 + 15,0 mg EAG/g), comprovando que a
ESC apresenta vantagens quando utilizada como pré-tratamento, sendo
capaz de remover a parte mais apolar (compostos volateis e cerosos) da
matéria-prima, como afirmado por You et al., (2002), além de
possibilitar uma extragdo em menor tempo e ndo utilizagdo de
temperaturas elevadas.

Na extracdo supercritica com cossolvente o teor de compostos
fendlicos variou entre 53,1 e 84,6 mg EAG/g. Estes resultados foram
superiores aos obtidos com hexano na baixa pressdo e ndo apresentou
diferenca significativa para a extragao assistida por ultrassom utilizando
acetato de etila, provando que a utilizagdo do etanol como cossolvente
possibilitou maior extracdo de compostos fendlicos. O maior valor
corresponde a adicdo de 2,5 % de etanol+dgua e este apresentou
diferenca significativa das demais condicfes estudadas. Observa-se a
reducdo dos valores de CFT com o aumento da concentracdo de etanol,
resultados também encontrados por Andrade et al. (2012) e Andrade,
Poncelet, Ferreira (2017) e explicado por Morrison e Boyd (1996), no
qual afirma que, para cada matéria-prima, ha uma concentracdo 6tima de
cossolvente a ser utilizada e em concentracdes superiores a esta pode
haver uma reducdo na extracdo de compostos polares devido a reducdo
do efeito do etanol na mistura supercritica.

Omoregie e Oikeh (2015) avaliaram o teor de compostos
fendlicos de extratos metandlicos de folhas de S. mombin obtidos por 72
h de maceragdo, encontrando valores de 213,5 mg EAG/g, atribuidos a
maior presenca de compostos de origem ndo flavonoide. Shittu et al.
(2014b) ao realizar uma triagem fitoquimica, no qual a presenga do
composto era indicada pela coloragdo verde escuro, encontraram acidos
fendlicos apenas no extrato obtido com etanol.

As diferencas apresentadas nos resultados de compostos fendlicos
totais da literatura podem ser explicadas pelo uso de diferentes técnicas
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de extracdo e quantificacdo, além de fatores relacionados com a
variedade, condicdo e local de cultivo, colheita e armazenamento da
matéria-prima (BRAVO, 1998).

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
4.5.1 Método DPPH

Os resultados para a atividade antioxidante da folha da cajazeira,
determinados através do método de DPPH séo apresentados na Tabela
15 em termos de ECs,. O valor de ECs, expressa a concentragdo minima
necesséria para reduzir em 50 % a concentracdo inicial do DPPH, sendo
gue menores valores representam maior atividade antioxidante. Estes
resultados sdo comparados com o antioxidante sintético, BHT.

Tabela 15 - Potencial antioxidante dos extratos da folha de Spondias mombin
avaliado pelo método DPPH.

Teexct'}f;‘je Solvente ECso (ug/mL)**
Hexano 140,9+1,5"
Soxhlet Acetato de etila 21,2+0,9°
Etanol 11,8 +0,32
Etanol+agua 11,6 £0,22
Agua 12,7+1,9
Hexano 123,2 + 2,07
Ultrassom Acetato de etila 50 +0,6°
Etanol 14,9 £ 0,22
Etanol+4gua 20,8 +0,2°
Agua 244 +0,1°
Etanol* 13,5+0,12
CO,+2,5% etanol 107,3+ 1,0
ESC 200bar/40°C CO,+5% etanol 120,1 + 1,4"¢
CO,+7,5% etanol 233,2+0,7"°
CO,+2,5% etanol+agua 116,3+1,7"®
BHT 725+ 41°

*Residuo da ESC submetido a nova extragéo.

** |etras mindsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa (p < 0,05).

Letras mailsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga
significativa (p < 0,05) entre os resultados da ESC 200bar/40°C.
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Os resultados para os extratos obtidos a baixa pressdo variaram
entre 11,6 e 140,9 pg/mL, no qual os melhores resultados séo
encontrados nas extragbes com solventes de maior polaridade,
comprovando a maior afinidade de compostos polares a atividade
antioxidante por este método. Este resultado ja era esperado, uma vez
gue a atividade antioxidante pelo radical DPPH é menos eficiente para
compostos lipidicos (APAK et al., 2007).

O extrato que apresentou a maior atividade antioxidante foi o
obtido por etanol+igua pelo método Soxhlet (11,6 + 0,2 pg/mL),
corroborando com Cruz et al. (2017) ao estudar a semente de Butia
catarinensis. Este extrato ndo apresentou diferenca significativa
(p<0,05) para os extratos obtidos somente com etanol (11,8 + 0,3
pug/mL) ou agua (12,7 = 1,9 ug/mL) para a mesma técnica e utilizando
etanol no ultrassom (14,9 + 0,2 pg/mL). Desta forma, o uso do
ultrassom é mais vantajoso por proporcionar uma extragdo mais rapida.

Os valores encontrados para o residuo proveniente da ESC estdo
relacionados aos resultados obtidos para o teor de compostos fendlicos,
que, mesmo tendo um rendimento muito baixo, apresentou a maior
atividade antioxidante (13,5 + 0,1 ug/mL) frente as demais extracGes
obtidas pela extracéo assistida por ultrassom.

Analisando os resultados da ESC observa-se que todos os extratos
apresentaram resultados superiores ao antioxidante sintético (72,5 + 4,1
ng/mL), diferindo significativamente. Dentre as demais tecnologias, esta
proporcionou extratos com menor atividade antioxidante, justificado
pela menor polaridade do solvente empregado (maior quantidade de
CO,), no qual mesmo com o aumento da concentracdo de etanol nédo
houve incremento nos resultados. Como explicado no item 4.4 ha uma
concentracdo 6tima de cossolvente, que para esta matéria prima é 2,5 %,
e acima desta ha reducdo na extracdo de compostos polares (CAMPOS
et al., 2008).

A melhor atividade antioxidante foi encontrada quando se
utilizou 2,5 % de etanol (107,3 =+ 1,0 pg/mL), apresentando uma
correlacdo com os valores encontrados para 0 teor de compostos
fendlicos, uma vez que estes sdo um dos principais grupos de compostos
com atividade antioxidante.

Omoregie e Oikeh (2015), encontraram valores de ECsy de
144,89 pg/mL ao estudar o extrato metandlico de folhas de S. mombin.
Estes resultados foram relativamente baixos em comparacdo ao padréo
analisado de acido ascorbico (118,5 pg/mL).

Cabral et al. (2016), ao avaliarem o extrato obtido por maceragéo
em etanol+agua (70:30, v/v) por 7 dias encontraram um percentual de
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atividade antioxidante de 70 % para a concentragdo de 60 pg/mL. Este
resultado é inferior ao obtido em Soxhlet com etanol+éagua neste estudo,
no qual, para a concentragdo de 25 pg/mL o percentual de inibigdo foi
de 91,4 %. Embora a melhor forma de expressar os resultados obtidos
pelo método de DPPH seja o ECsp, 0s resultados expressos em
porcentagem de inibigdo do radical DPPH s&o Uteis para a comparagdo
com o0s resultados obtidos, uma vez que sdo poucos o0s trabalhos
relatados na literatura.

Avaliando os resultados apresentados neste estudo observa-se que
todos os extratos obtiveram valores de ECsq inferiores a 250 pg/mL,
sendo alguns deles inferiores ao BHT. Segundo Campos et al. (2008), os
valores de ECs, inferior a 250 pg/mL sdo considerados de alto potencial
antioxidante, indicando a necessidade de baixas concentragdes de
extrato para inibir em 50 % a atividade do radical.

4.5.2 Método ABTS

Na Tabela 16 sdo apresentados os resultados da atividade
antioxidante para o0 método ABTS, dos extratos da folha da cajazeira,
expressos em puM equivalente ao Trolox (WM TEAC/g).

Os extratos obtidos por etanol e etanol+agua pelo método em
Soxhlet apresentaram os melhores resultados de atividade antioxidante,
3030,1 e 25947 uM TEAC/g, respectivamente, e diferiram
estatisticamente entre si e dos demais extratos, podendo ser associado ao
teor de compostos fendlicos, no qual os melhores resultados foram
obtidos nas mesmas condigdes. Em comparacdo com o BHT, o extrato
chegou a ser 2,9 vezes superior, demonstrando o potencial antioxidante
da folha da cajazeira frente também a outras matrizes vegetais como
camu-camu, acerola, jaboticaba e cajd que apresentaram atividade
antioxidante de 1237 + 33,8, 953 + 34,1, 317 £ 2,7 ¢ 40,7 + 2,2 uM
TEAC/g, respectivamente, em estudo com frutas tropicais brasileiras
(RUFINO et al., 2010) e para folhas secas da pera do cerrado (Eugenia
klotzschiana Berg) com valor de 143,85 + 535 uM TEAC/g
(CARNEIRO etal., 2017).

A extracdo em Soxhlet utilizando &gua (2108,6 + 16,1 puM
TEAC/g) como solvente ndo diferiu significativamente da extracdo em
ultrassom utilizando etanol (2254,3 + 9,7 e 2155,0 + 20,1 uM TEAC/g)
(ambas extracdes) e apresentou resultados superiores ao do antioxidante
sintético (1039,0 £ 12,3 uM TEAC/g).
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Tabela 16 - Capacidade antioxidante determinada pelo método ABTS para 0s
extratos de folha de cajazeira.

Técnica de ABTS (uM
extracdo Solvente TEAC/Gextrar)
Hexano 336,8+3,5"
Soxhlet Acetato de etila 1488,3 + 44,4°
Etanol 3030,1 + 60,12
Etanol+agua 2594,7 + 60,3
Agua 2108,6 +16,1°
Hexano 341,9+4,2"
Ultrassom Acetato de etila 737,4 +5,0°
Etanol 2254,3+9,7°
Etanol+4gua 1447,8 + 17,0
Agua 1137,0 + 11,3
Etanol* 2155,0 + 20,1°
CO,+2,5% etanol 326,0 £0,7™
ESC 200bar/40°C CO,+5% etanol 282,1 +15,3"™
CO,+7,5% etanol 284,4 + 21,5™
CO,+2,5% etanol+agua 332,4 +5,4™
BHT 1039,0 + 12,3

*Residuo da ESC submetido a nova extrac&o.

**|_etras minusculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa (p < 0,05).

Letras mailsculas iguais na mesma coluna indicam que ndao ha diferenga
significativa (p < 0,05) entre os resultados da ESC 200bar/40°C.

(1) capacidade antioxidante expressa em equivalentes de Trolox.

Por este método apresentar afinidade tanto para compostos
hidrofilicos quanto lipofilicos esperava-se melhores resultados para os
extratos obtidos por hexano e CO, (RE et al., 1999), porém estes
apresentaram 0s menores resultados para as condicOes testadas, nédo
diferindo estatisticamente. Dessa forma, verifica-se que 0s compostos
responsaveis pelo potencial antioxidante apresentam maior afinidade por
solventes de polaridade intermediaria a alta.

Ao comparar somente os resultados da ESC observa-se que estes
tiveram um comportamento semelhante ao apresentado na analise de
DPPH e CFT, onde os melhores resultados foram para a menor
concentracdo de cossolvente adicionada, com valores de 332,4 e 326,0
uM TEAC/g para 2,5 % de etanol+&gua e etanol, respectivamente,
sendo explicado por Campos et al. (2008), a relagdo entre a
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concentracdo 6tima de cossolvente adicionado e o resultado obtido,
como relatado nos itens 4.4 e 4.5.1.

Estes resultados demonstram o potencial da folha da cajazeira
para utilizagdo como antioxidante natural, necessitando de mais testes,
incluindo em sistemas bioldgicos, para comprovacdo da sua eficécia e
efeitos toxicos.

4.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
4.6.1 Método de Difusdo em Agar

A atividade antimicrobiana dos extratos de S. mombin obtidos por
diferentes técnicas de extracao foi determinada pelas técnicas de difusao
em agar e microdiluicdo em meio liquido. Os extratos foram testados
para os microrganismos Bacillus cereus, Escherichia coli, Listeria
innocua, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococus aureus e para a
levedura Saccharomyces cerevisiae.

A Figura 15A ilustra os testes previamente realizados para a
solucdo de DMSO a 60 %, em que ndo houve presenca de halos de
inibicdo. Ja na Figura 15B pode-se observar a formacdo de halos de
inibicdo para a solucdo de antibidtico ampicilina frente a bactéria E.
coli.

Figura 15 - Placas de testes apresentando auséncia de halos de inibicdo para
solucbes de DMSO 60% para E. coli (A) e presenca de halos de inibicdo para
solucdo de antibidtico ampicilina (B).

ARPS CRLEMA

A Tabela 17 apresenta os resultados obtidos para a técnica
difusdo em agar, em termos de tamanho de halos de inibicdo para os
microrganismos testados.
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Todos os extratos apresentaram atividade antimicrobiana para
pelo menos dois dos microrganismos testados, exceto o extrato obtido
por Soxhlet com &gua que nao inibiu nenhum microrganismo. A ESC
com cossolvente possibilitou os melhores resultados de atividade
antimicrobiana, com inibicdo de até cinco microrganismos. Este
resultado pode ser devido a presenca de alcaloides que em sua forma
basica sdo extremamente sollveis em solventes de baixa polaridade,
apresentando comprovada atividade antimicrobiana (SIMOES et al.,
2017; NWAOGU et al., 2007; AGBAFOR, 2004).

A maioria dos extratos de caja obtidos no presente trabalho pode
ser caracterizada como antimicrobiano de acdo moderada, apresentando
halos de inibicdo maiores que 9 mm para pelo menos um microrganismo
(MOTHANA e LINDEQUIST, 2005). Para os métodos a baixa presséo,
destaque foi observado para os extratos obtidos com hexano e com
acetato de etila e ao comparar os extratos obtidos com etanol e com agua
observa-se que 0 etanol é mais eficiente na obtencdo de compostos
antimicrobianos, independente da técnica de extracdo utilizada.

Na extracdo supercritica, com excecéo do extrato com 7,5 % de
cossolvente, todos os demais extratos apresentaram halos de inibicéo
maiores do que 9,0, sendo que os extratos com adi¢do de 2,5 % de
cossolvente foram os Unicos a inibir o crescimento da levedura S.
cerevisiae, e chegando a obter halo de inibicdo de 11,4 mm para L.
innocua. Palma et al. (1999) afirmam que a auséncia de ar e luz durante
0 processo de ESC protege a bioatividade dos extratos. Portanto, o
resultado encontrado neste estudo pode ser devido a extracdo de algum
composto especifico que sé esta disponivel nestas condicfes. Outros
estudos desenvolvidos no LATESC apresentam resultados semelhantes,
no qual os extratos obtidos por extracdo supercritica apresentam maior
atividade antimicrobiana do que técnicas tradicionais de extracdo
(MAZZUTTI et al., 2012, 2017; OLIVEIRA et al., 2013, 2016). O
presente estudo foi o primeiro do LATESC que realizou ensaios de
atividade antimicrobiana para a S. cerevisiae. Este microrganismo é
utilizado como ingrediente alimentar e, em equilibrio, ndo causa
nenhum problema ao consumidor. Porém estudos relatam que em
pacientes com doencas intestinais, como doenca de Crohn e doenca
celiaca, hd maior producdo de anticorpos contra este microrganismo,
relacionando-o ao desenvolvimento destas doengas (MAIN et al., 1988;
PRIDEAUX etal., 2012; MALLANT-HENT et al., 2006).

O componente antimicrobiano ativo presente nos extratos é mais
facilmente extraido com solventes de baixa polaridade, corroborando
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com Palma et al. (1999) que afirmam que a fragdo lipidica é mais efetiva
por apresentar esterois.

Maduka et al. (2014) avaliaram a atividade antimicrobiana de
extratos de folhas de S. mombin submetidos a maceragédo por 24 horas e
verificaram que o extrato obtido por etanol teve maior poder
antimicrobiano em relagdo ao extrato aquoso, sendo efetivo contra S.
aureus, P. aeruginosa e E. coli. Aromolaran e Badejo (2014) também
testaram a folha da cajazeira para S. aureus encontrando halos de
inibicdo de 12,8, 12,5, 11,17 e 10,67 mm para 0s extratos obtidos com
metanol, etanol, acetona e agua, respectivamente.

Estes resultados podem ser explicados pela diferenca na estrutura
celular das bactérias. As bactérias Gram positivas sdo, normalmente,
mais susceptiveis a acdo dos antimicrobianos por possuirem na sua
estrutura apenas a parede celular, enquanto que as Gram negativas
possuem uma membrana exterior em torno da parede celular, que age
como uma barreira a permeabilidade (SMITH- PALMER et al., 1998).

4.6.2 Determinacao da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI)

Como reportado na secdo 3.8.1, 0s extratos que apresentaram
halo de inibi¢do de crescimento acima de 9 mm no método de difuséo
em 4gar, foram submetidos ao método quantitativo de microdilui¢do
para determinacdo da concentracdo minima inibitoria.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 18. Nao foi realizado o
teste para a bactéria P. aeruginosa devido a auséncia de inibi¢do de
crescimento para todos os extratos testados na analise anterior. E
possivel classificar os extratos de acordo com o valor do CMI, onde para
valores até 500 pg/mL o extrato ¢ considerado forte inibidor, entre 600 e
1500 pg/mL moderado inibidor ¢ acima de 1600 ug/mL fraco inibidor
(DUARTE et al., 2007; WANG et al., 2008; SARTORATTO et al.,
2004).

Analisando a Tabela 18 observa-se que os extratos obtidos em
Soxhlet obtiveram melhores resultados, podendo ser classificados como
fortes inibidores contra a bactéria E. coli (15,6 pg/mL). O extrato obtido
por acetato de etila em ultrassom também teve forte inibi¢do contra a E.
coli (15,6 pg/mL).
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Na extracdo supercritica os extratos analisados sdo considerados
fortes inibidores para a L. innocua, apresentando melhores resultados
para os extratos cuja adicdo de cossolvente foi de 2,5 %. O extrato
obtido com 2,5 % de etanol+agua foi o Unico que apresentou inibicdo
para a S. cerevisiae, apresentando valores de 250 pg/mL. Outros autores
também encontraram melhores resultados para os extratos obtidos com
CO,, ao comparar com o0s solventes utilizados a baixa pressao
(BENELLI et al., 2010; MAZZUTTI et al., 2012, 2017; MICHIELIN et
al., 2009; OLIVEIRA et al., 2013, 2016).

Aromolaran e Badejo (2014) obtiveram valores de concentragdo
minima inibitéria de 10000 pg/mL para extratos da folha da cajazeira
obtidos com os solventes metanol, acetona e etanol. Shittu et al. (2014b)
ao avaliarem a CMI de extratos aquoso e alcodlico da folha de S.
mombin obtidos em Soxhlet, encontraram valores de 41560 e 83130
ug/mL para duas variedades de Vibrio cholerae subgrupo 01. Da Silva
et al. (2012) encontraram valores de CMI de 125 pg/mL para cada uma
das bactérias testadas (Serratia marcescens, Proteus mirabilis e
Enterobacter cloacae) para folhas maceradas com metanol:agua (80:20).

Diversos sdo os fatores que podem interferir nos diferentes
valores de CMI, como a técnica de analise aplicada, a cepa do
microrganismo utilizado, além de fatores relacionados a planta como
local de plantio, época da coleta e métodos de obtengdo dos extratos.

O amplo espectro da atividade antimicrobiana apresentado pelos
extratos da folha da cajazeira, agindo sobre bactérias Gram positivas e
negativas, demonstra a importancia desta matéria-prima para a obtencdo
de extratos com variadas atividades antimicrobianas para usos em
alimentos e farmacos, promovendo a manutengéo da qualidade, aumento
da vida atil dos produto e utilizagdo no tratamento de doencas,
corroborando com a medicina popular na busca de alternativas para a
obtencdo de produtos de alto valor agregado.

4.7 CARACTERIZAGAO QUIMICA DOS EXTRATOS POR CLAE

A anélise de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada
para 0s extratos que apresentaram elevada atividade antioxidante com o
objetivo de observar possiveis diferencas entre eles em funcdo dos
diferentes compostos presentes em cada um. O tempo de retencéo e 0s
espectros UV das amostras e dos padrdes foram utilizados para a
identificacdo dos compostos.

Inicialmente foram realizados ensaios com os padrfes isolados e
uma mistura deles, sendo observado que o tempo de retencdo (Tr) de
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alguns compostos era alterado em decorréncia da presenca dos demais.
Este fato também foi percebido nas analises das amostras. Os espectros
UV para os padrfes utilizados sdo demonstrados na Figura 19, no
Apéndice B.

O método testado para a mistura de padrdes obteve como
resultado os picos e Tr apresentados na Figura 16 e Tabela 19,
respectivamente.

Figura 16 - Cromatograma dos padrdes analisados.
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Tabela 19 - Identificacdo dos padrdes analisados.

Pico Composto A (nm) Tr (min)
9 Acido galico 267 7.3
23 Acido cafeico 321 20,4
24 Acido 327 20,6
clorogénico
27 Catequina 273 22,5
29 Acido vanilico 255 238
33 Rutina 255 26,8
36 Ac elagico 255 30,4
39 Ac ferrtlico 321 32,3
48 Quercetina 255 39,8
50 Kaempferol 261 40,9

A Tabela 20 apresenta 0s compostos presentes nas amostras
analisadas apresentados em porcentagem de area. Os padrdes utilizados
foram &cido cafeico, acido clorogénico, &cido elagico, acido ferruilico,
acido galico, acido vanilico, catequina, kaempferol, quercetina e rutina.
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Os cromatogramas obtidos para as amostras estdo apresentados no
Apéndice B.

Os resultados apresentados estdo de acordo com Omoregie e
Oikeh (2015), o qual sugerem que o contetdo fendlico total encontrado
nas folhas de S. mombin é em maior quantidade de compostos de origem
néo flavonoide.

Nos extratos de S. mombin foram identificados os &cidos
cafeico, eldgico, gélico, vanilico, catequina e rutina. Estes compostos
foram identificados em outros trabalhos com a cajazeira e sdo
responsaveis por diferentes bioatividades, como atividade anti-
inflamatdria, antimicrobiana, antioxidante, antiviral e efeito sedativo
(AYOKA et al., 2006; CORTHOUT et al., 1992; SILVA et al., 2011).
Os compostos fendlicos sdo considerados importantes antioxidantes por
reagirem rapidamente com o radical livre, protegendo células sadias.
Portanto, estes compostos podem ser responsaveis pela forte atividade
antioxidante verificada.
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Comparando 0Ss compostos presentes nos extratos pode-se
verificar que as técnicas de extracdo empregadas possibilitaram a
obtencdo de perfis um pouco diferentes, no qual a atividade antioxidante
pode estar relacionada ao efeito sinérgico dos diferentes compostos. Em
todas as amostras foram obtidos picos com maiores intensidades que ndo
se assemelharam aos perfis dos padrfes, podendo estar presente outros
compostos fenolicos ndo estudados neste trabalho ou a isomerizacdo dos
compostos j4 identificados.

Em todas as amostras analisadas foi encontrado um composto
que apresentou Tr e espectros UV semelhante ao padréo catequina. Este
composto também conhecido como flavan-3-ol, é considerado um
tanino condensado quando estad ligado a duas ou mais moléculas dela
mesma (Hagerman, 2002), apresentando melhor atividade antioxidante
nesta forma (Gu et al., 2003). Este composto também apresenta
importante atividade antimicrobiana, possuindo elevada toxicidade em
relacdo aos microrganismos através de diferentes mecanismos de acédo
(SCALBERT, 1991). Ayoka et al. (2006), Omoregie e Oikeh (2015),
Shittu et al. (2014b) também reportaram a presen¢a de taninos em
extratos da folha de S. mombin. Outras plantas pertencentes a familia
Anacardiaceae tem a presenca de taninos relacionadas a atividade
antifingica, anti-inflamatéria, antimalaria, antitumoral, antiviral,
citotoxica e hipoglicemiante, além das ja citadas antimicrobiana e
antioxidante (LIMA et al., 2004; LOGUERCIO, 2005; ERAZO et al,
2006; RAYNE e MAZZA, 2007).

A rutina, também denominada quercetina-3-O-rutosideo, é um
flavonoide presente naturalmente no reino vegetal, com elevada
atividade antioxidante, além de atividade anti-inflamatdria e antiviral
(BURGER, 2008). Por possuir maior polaridade que os acidos fendlicos,
a rutina tem menor solubilidade em CO, supercritico, justificando a ndo
identificacdo desta nas amostras obtidas a alta pressdo. Silva (2012)
relacionou a elevada atividade antioxidante de extratos da folha da
cajazeira, obtidos por maceracdo com metanol, com a presenca de
flavonoides, sendo a rutina identificada como composto majoritario.
Silva et al. (2011) em estudos com S. mombin e S. tuberosa reportou a
atividade antiviral contra o virus da dengue tipo 2 (DENV-2) dos
extratos e dos compostos isolados rutina, quercetina e acido elagico.

Os é&cidos fendlicos sdo associados a diversas atividades
bioldgicas. Cabral (2014), em testes com ratos sugeriu que o &cido
elagico e o acido clorogénico, estejam envolvidos na atividade anti-
inflamatéria apresentada por extratos de S. mombin e relacionou a
atividade antimicrobiana a compostos de carater polar. Kang et al.
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(2006), em testes com ratos, reportou que o Aacido elagico possui
propriedade terapéutica contra o virus da hepatite B.

Corthout et al. (1991) associaram a atividade antiviral a presenga
de elagitaninos em extrato obtido por uma série de solventes de
diferentes polaridades. Outros trabalhos relataram a atividade
antimicrobiana em decorréncia da presenca de galotaninos (ENGELS et
al, 2009; TIAN et al.,, 2009a,b). O efeito antimicrobiano pode estar
associado a presenca desses compostos, juntamente com a presenca de
taninos condensados.

Ramalho e Jorge (2006) demonstraram em testes, que a
atividade antioxidante do acido cafeico era superior ao antioxidante
sintético BHT, seguido dos &cidos 3,4-diidroxibenzdico, &c. sinapico, ac.
siringico, ac. ferrulico, ac. p-cumarico e &c. vanilico. Portanto, o acido
cafeico pode ser o composto principal responsavel pela maior atividade
antioxidante dos extratos obtidos a baixa pressao.

Assim, para 0s extratos de S. mombin obtidos com solventes
organicos foi identificado maior nimero de compostos fendlicos, no
qual a maior influéncia da atividade antioxidante deve-se a presencga do
acido cafeico, acido elagico, catequina e rutina. JA para 0s extratos
obtidos a alta pressdo a atividade antioxidante pode ser relacionada a
presenga de acido eldgico e catequina, sendo estes diretamente
associados a atividade antimicrobiana apresentada no item 4.6,
destacando a importancia da definicdo da tecnologia empregada para
obtencdo dos extratos de acordo com a atividade biolégica desejada.

Podemos concluir que os compostos reportados sao,
provavelmente, os maiores responsaveis pela atividade biolégica dos
extratos estudados, de forma total ou parcial, sendo necessario demais
andlises para comprovagdo, como cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a um espectro de massas e analise de quantificacéo.






87
5 CONCLUSAO

Ao estudar as técnicas de extracao a baixa pressao observa-se que
ao utilizar solventes de maior polaridade obtém-se maiores valores de
rendimento. Estes foram significativamente maiores aos obtidos por
extracdo supercritica, no qual a adicdo de cossolvente permitiu um
aumento consideravel nos valores de rendimento, apresentando uma
relacdo direta para a quantidade de modificador adicionada.

As extragdes testadas permitiram a obtencdo de resultados
satisfatérios para o teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante,
no qual os extratos obtidos por solventes de alta polaridade em Soxhlet e
em ultrassom apresentaram os melhores resultados, superiores ao BHT
nas analises de DPPH e ABTS. De forma geral, a utilizacdo de
concentracBes mais baixas de cossolvente na ESC possibilitou
resultados superiores do que quando utilizado hexano a baixa presséo.

A atividade antimicrobiana apresentada pelos extratos de S.
mombin obtida por solventes de menor polaridade a baixa presséo e por
ESC tiveram resultados mais expressivos, inibindo pelo menos dois dos
microrganismos testados. Os extratos obtidos a alta pressdo com as
menores concentracdes de cossolvente destacam-se por serem 0s UNicos
gue apresentaram inibicdo para a levedura testada.

A andlise cromatogréfica revelou a presenca de compostos
similares para os extratos obtidos por diferentes técnicas de extracdo.
Estes compostos podem ser relacionados com a atividade antioxidante e
antimicrobiana.

O presente trabalho contribuiu para ampliar os estudos
relacionados a folha da cajazeira, mostrando-se fonte de compostos com
importante atividade bioldgica podendo ser utilizado para a geracéo de
outros produtos com valor agregado, aplicados na area alimentar,
medicinal ou farmacéutica.






89

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos in vivo
empregando culturas de células endoteliais;

e Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria e toxicidade dos
extratos;

e Avaliacdo da extracdo por liquido pressurizado:
Avaliagdo da composicdo quimica por CLAE de todos os
extratos, ampliando o nimero de compostos analisados;

e Avaliacio da composicdo quimica dos extratos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um espectro
de massa e andlise de quantificacéo.
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APENDICE A — Curvas de calibragéo

CURVA ANALITICA DE ACIDO GALICO

Figura 17 - Curva analitica de cido gélico utilizada na determinacéo do teor de
compostos fenolicos totais dos extratos da folha de cajazeira.
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CURVA ANALITICA DE TROLOX

Figura 18 - Curva analitica de Trolox utilizada na determinagdo de capacidade
antioxidante dos extratos da folha de cajazeira.
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APENDICE B — Cromatogramas CLAE

Figura 19 - Espectros de UV de alguns padrdes utilizados. A: Acido galico em
ensaio isolado; B: Acido ferrulico em ensaio com todos os padr@es analisados;
C: Acido elagico em ensaio isolado; D: Acido elagico em ensaio com todos os
padrdes analisados.
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Figura 20 - Cromatograma para a amostra obtida em Soxhlet com etanol.
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Identificacdo dos picos: 6- &c. galico, 14- &c. cafeico, 16- catequina, 21- ac.
elagico, 38- rutina.
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Figura 21 - Cromatograma para a amostra obtida em ultrassom com etanol.
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Identificacdo dos picos: 7-ac. galico, 12- &c. cafeico, 22- catequina, 29- Ac.
elagico, 37- rutina.

Figura 22 - Cromatograma para a amostra obtida em ultrassom com etanol*.
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Identificacdo dos picos: 10- &c. gélico, 21- &c. cafeico, 23- catequina, 36- &ac.
elagico.
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Figura 23 - Cromatograma para a amostra obtida por extragdo supercritica com
2,5% de etanol.
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Identificacdo dos picos: 12- 4c. galico, 25- 4c. vanilico, 26- catequina, 30- &c.
elagico.

Figura 24 - Cromatograma para a amostra obtida por extracdo supercritica com
2,5% de etanol+agua.
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Identificacdo dos picos: 11- &c. gélico, 26- catequina, 27- &c. vanilico, 34- 4c.
elagico.
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