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RESUMO

Com o passar do tempo, as técnicas de manipulacao e obtencéo dos principios ativos
de origem vegetal vém se diversificando e se tornando mais seletivas, eficientes e
ambientalmente seguras. Nos ultimos anos, a extragdo com CO:2 em estado
supercritico (ESF) se destaca por sua eficiéncia, seletividade e minimo impacto
ambiental. No Brasil a ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller) é utilizada como
alimento devido ao seu alto valor nutricional e pela sua capacidade cicatrizante e anti-
inflamatodria. Esse trabalho teve como objetivo avaliar o rendimento e a composi¢ao
dos extratos de ora-pro-nobis obtidos com as técnicas classicas de extragao: Soxhlet
e hidrodestilagédo; e técnicas modernas: ultrassom e fluido supercritico. Além disso,
também se determinou a atividade antioxidante dos extratos obtidos por meio da
técnica de reducado do radical DPPH. O etanol e o hexano foram utilizados como
solvente nas técnicas de soxhlet e ultrassom. As condi¢cdes de operagcédo do processo
supercritico compreenderam faixas de pressao de 80 a 200 bar, temperatura de 36 a
66 °C e 0 a 20% de cossolvente (Cs) — etanol. A composigao dos extratos foi avaliada
utilizando-se o GC-MS. Foi observado maiores rendimentos dos processos quando o
etanol foi utilizado como solvente: 9,71% para soxhlet, 3,01% para ultrassom e 3,83%
pra ESF nas condicdes de 140 bar, 50 °C e 20% Cs. O maior rendimento observado
para ESF a sem adi¢do de cossolvente foi de 0,830% nas condi¢coes de 170 bar e
60°C, mostrando a influéncia positiva do uso do etanol como cossolvente. O processo
ESF mostrou alta seletividade para o composto Fitol, principalmente em altas
pressdes e temperaturas na presencga de cossolvente. Também foi identificado outros
compostos majoritarios de grande interesse biotecnolégico: Ascaridol, Palmitato de
etila e metila, 2-tetradeceno e Esqaualeno. Os extratos obtidos com o uso de soxhlet
(etanol) e ESF nas condi¢cdes de 140 bar, 50 °C e 20% apresentaram maiores
atividades antioxidantes de ECso (ug/mL) = 242,7 e 274,05 respectivamente. Conclui-
se que os processos de extracao das folhas de P. aculeata Mill. pela técnica de ESF
com uso de cossolvente se mostrou eficiente quanto a seletividade de substancias de
grande interesse farmacéutico, indicando potencial aplicagao na formulagao de novos

medicamentos de origem natural.

Palavras-chave: Ora-pro-nobis (Pererskia aculeata Mill.). Fluido supercritico.

Extracao com CO2 supercritico. Técnicas de extracdo. Potencial antioxidante.



ABSTRACT

Over the time, manipulation techniques of plant sources are more selective, efficient
and environmentally safer. In recent years, extraction process with COz2 in supercritical
state (SFE) has stood out for its efficiency, selectivity and environmental minimum
impact. In Brazil, ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller) is used as food due to its
high nutritional value and its healing and anti-inflammatory capacity. This work aims to
evaluate the yield and composition of ora-pro-nobis extracts derived from classical
extraction techniques: Soxhlet and hydrodestilation; and modern techniques:
ultrasound and supercritical fluid. In addition, it was also possible to determine an
antioxidant activity of the extracts by DPPH radical scavenging technique. Ethanol and
hexane were used as solvent in soxhlet and ultrasound techniques. The operating
conditions of the supercritical process comprised pressure ranges from 80 to 200 bar,
temperature from 36 to 66 °C and 0 to 20% of co-solvent (Cs) - ethanol. The
composition of extracts was evaluated by GC-MS technique. The highest yields of the
processes were observed when ethanol was used as solvent: 9.71% for soxhlet, 3.01%
for ultrasound and 3.83% for SFE under conditions of 140 bar, 50 °C and 20% Cs. The
highest yield observed for SFE cosolvent free condition Cs was found at 170 bar 60°C,
indicating a positive influence of the use of ethanol. The ESF process showed high
selectivity for the Phytol compound, mainly at high temperature and pressure in the
presence of co-solvent. Other major components of great biotechnological interest
were also identified: Ascaridol, ethyl and methyl palmitate, 2-tetradecene and
sqaualene. The extracts obtained through soxhlet (ethanol) and ESF techniques under
conditions of 140 bar, 50 °C and 20% showed the highest ECso activities (ug/mL) =
242.7 and 274.05, respectively. It was concluded that the extraction processes of the
P. aculeata Mill. leaves by the SFE technique with the use of co-solvetivity proved to
be efficient in terms of the selectivity of substances of great interest, showing potential

application in the formulation of new drugs of natural origin.

Keywords: Ora-pro-nobis (Pererskia aculeata). Supercritical CO2 extraction.

Extraction techniques. Antioxidant potential.
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1.  INTRODUGAO

O conhecimento construido ao longo de séculos de interagdo das comunidades
tradicionais brasileiras (indigenas, quilombolas, ribeirinhos, vazanteiros, dentre
outros) com o ambiente no qual essas sociedades vivem influi diretamente na vida e
na cultura de toda nacéo brasileira. Por possuir a maior biodiversidade do planeta
aliada com uma abastada diversidade cultural e étnica, o conhecimento tradicional
acerca do uso de plantas medicinal no Brasil € potente, rico e uma fonte constante de
estudos e pesquisas (BRASIL, 2016).

De forma geral, essas populagdes tradicionais possuem um vinculo sinérgico
com o meio ambiente no qual estdo inseridos. A apreensao de um sujeito ou de povo
€ indissociada da natureza que o cerca. As comunidades possuem relagbes muito
especificas com as plantas. Grande parte as utiliza de forma ritualistica e religiosa,
uma vez que a medicina tradicional é transpassada por valores religiosos e de cunho
espiritual (ALMEIDA, 2003).

Os africanos, ao se depararem com uma fauna e flora completamente diferente
de sua terra de origem, tiveram de adaptar a sua nova condi¢cdo. A formagéo de
quilombos, por exemplo, foi uma das formas nas quais aquele povo reproduzia aqui o
que vivia em Africa, se amoldando aos novos ambientes e condi¢cdes, modificando e
adaptando conforme necessidade, de forma a introduzir novos conhecimentos acerca
de plantas e da sua relacdo com as espécies encontradas nas matas brasileiras.
Muitas espécies de plantas medicinais e alimenticias foram trazidas com o povo
africano nos navios durante a diaspora (CREPALDI e PEIXOTO, 2009).

Além disso, técnicas africanas acerca do uso de plantas, minerais e animais
também influenciaram na formacédo do conhecimento medicinal tradicional brasileiro.
Uma das técnicas afro-brasileiras mais conhecidas e utilizadas s&o as garrafadas
(ALBUQUERQUE, 1999).

A cultura e sabedoria dos povos indigenas contribuiu e ainda contribui
fortemente para a formacdo do conhecimento tradicional de plantas medicinais
brasileiras. Os povos indigenas foram os responsaveis por disseminar conhecimento
acerca da fauna, flora, geografia, alimentagdo, medicina, dentre outros aspectos, aos
colonizadores e demais povos trazidos ao Brasil. As marcas da sabedoria indigena
refletem no cotidiano do brasileiro, seja pelo consumo de espécies nativas, ou pelo

uso de técnicas de manipulacdo desses elementos (GASPAR, 2013).
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O uso terapéutico e biotecnologico de espécies medicinais e alimenticias ja foi
estudado de inumeras formas. A cultura africana trouxe consigo todo um saber
ritualistico e sagrado com certas plantas. O dendezeiro (Elaeis guineensis) € uma
palmeira originaria da porgdo ocidental da Africa que foi trazida ao Brasil pelo povo
africano durante a diaspora. Do dendé tudo se aproveita. Sua principal forma de
consumo € com 0 Oleo extraido de seus frutos. Esse 6leo serve de composig¢ao de
inimeros pratos africanos, possui uso ritualistico e medicinal. E indicado como
emoliente e anti-reumatico (ALMEIDA, 2011).

Agostini-Costa (2018) afirma que os estudos cientificos realizados acerca da
espécie Elaeis guineensis confirmam o valor medicinal e funcional que essa planta
possui. Isso sé se tornou possivel devido ao conjunto de conhecimentos etno-
farmacolégicos reunidos acerca do longo periodo de uso dessa planta.

O sabugueiro € uma planta que ilustra mais um exemplo da comunicagao da
cultura medicinal popular brasileira com a africana. Conhecida cientificamente como
Sambucus nigra L., foi introduzida na medicina popular por meio do culto ritualistico
dedicado a divindade Africana Obaluaiyé. Em sua histéria, Obaluaiyé é associado com
a cura de doengas, principalmente as ligadas a pele. A flor de sabugueiro é utilizada
como oferenda a esse Orixa e também sao feitos banhos para uso em seus rituais.
Na medicina popular a planta africana é conhecida por tratar sarampo. O cha de suas
flores alivia a febre e tem o poder de abrir as erupgdes na pele, conhecido
popularmente como o efeito de “puxar a doenga” (ALMEIDA, 2011).

Mtynarczyk, Walkowiak-Tomczak e tysiak (2018) mostraram que as flores e
frutos da Sambucus nigra L. sdo ricas em compostos bioativos, tais como anticioninas
e polifendis. Seus extratos possuem uma atividade antioxidante extremamente alta,
além de possuir atividades antiviral e bactericida. Ainda que comprovadas
propriedades antidepressivas e antitumorais, a capacidade antiviral encontrada nos
seus frutos é a mais estudada recentemente.

Algumas plantas nativas do Brasil, popularmente utilizadas na medicina
tradicional, se destacam devido ao seu uso para fins terapéuticos, principalmente de
origem indigena. As plantas mais utilizadas sado: Copaiba (Copaifera officinalis),
Andiroba (Carapa guyanensis), Urucum (Bixa orellana) e Guarana (Paulinia cupana).
Essas espécies vegetais sao bastante conhecidas no Brasil como medicinais, além

de serem largamente estudadas pela ciéncia (ALMEIDA, 2011).
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A ora-pro-nobis (P. aculeata Mill.) € uma planta nativa e largamente distribuida
no territério brasileiro. Seus principais usos populares estdo relacionados a fins
alimenticios, devido seu alto valor nutricional, sobretudo por seu alto teor de proteinas,
caracteristica que deu origem um dos seus nomes: “carne de pobre”. Por possuir em
suas folhas um grande teor de ferro esta planta também é utilizada no tratamento de
anemia. Além disso, devido sua capacidade cicatrizante, emplastros preparados com
suas folhas sao utilizados popularmente para no tratamento de feridas.

Os estudos das propriedades biolégicas, farmacoldgicas e nutricionais da
Pereskia aculeata Miller ganharam forga nos ultimos anos. Foram relatados altos
valores de atividade antioxidante dos extratos de suas folhas, bem como atividade
anti-inflamatéria, antimicrobiana (PINTO et al., 2016), neuroprotetiva (TORRES et al.,
2022a), antinociceptiva (PINTO et al., 2015), anticancerigena (SOUZA et al., 2016),
antitripanossomica (VALENTE et al., 2007), dentre outras. Estes estudos apontam
para um grande potencial biotecnolégico desta planta a ser explorado e com
pesquisas cientificas contribuir para o entendimento do potencial medicinal da ora-
pro-nobis.

Nos ultimos anos, técnicas de extragdo de substéncias de origem vegetal nas
quais oferegam alternativas sustentaveis e ambientalmente seguras tém apresentado
um crescimento consideravel. As técnicas de extracao classicas, tais como soxhlet,
hidrodestilagao, contam geralmente com baixa eficiéncia, uso de solventes organicos
e longo tempo de operagao. O estudo da utilizagdo de técnicas de extragdo nas quais
sejam suficientemente eficientes, do ponto de vista técnico, econédmico e ambiental se
tornam de grande interesse da comunidade cientifica. Obtendo destaque aquelas
técnicas livres de solventes de origem féssil, com seletividade, baixo custo e tempo
de operagao se tornam atrativas como objeto de estudo.

O uso do gas carbbénico em estado supercritico, como fluido extrator de
biocompostos de origem vegetal, apresenta caracteristicas impares nas quais tornam
0 seu uso vantajoso em relagdo as técnicas convencionais supracitadas. As principais
vantagens sao a producao de um extrato livre de solventes, principalmente de origem
fossil, alta eficiéncia, seletividade, e a possibilidade de operacido em baixas
temperaturas. Sua principal desvantagem esta relacionada a polaridade do gas
carbdnico, que é baixa, sendo pouco eficiente na solubilizagdo de substancias polares.
No entanto, para se contornar esta condicdo, podem ser utilizadas substancias

polares como cossolventes, tais como etanol e até mesmo agua, aumentando assim



21

a eficiéncia de extracdo de substancias polares nas quais o CO2 nao possui
capacidade de solubilizag&o.

Neste contexto, afim de contribuir para os estudos feitos com a planta Pereskia
aculeata Miller, este trabalho buscou avaliar a extragao dos biocompostos presentes
em suas folhas sob diferentes técnicas de extracdo, tanto as classicas como
hidrodestilacao e shoxhlet, quanto outras mais modernas, como a extragao com COz2

em estado supercritico com e sem a presencga de cossolvente e por ultrassom.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Obter extratos vegetais da espécie Pereskia aculeata Miller sob diferentes

técnicas de extracdo, com o intuito de identificar os compostos bioativos presentes.

2.2 Objetivos especificos

Os obijetivos especificos séo:

a)

b)

f)

Obter extratos vegetais de Pereskia aculeata Mill. a partir das técnicas de
baixa pressao — ultrassom e Soxhlet, utilizando solventes de polaridades
opostas;

Extrair o 6leo essencial da Pereskia aculeata Mill. por hidrodestilagao;
Avaliar as condicdes experimentais de temperatura e presséao, a fim de se
obter condic¢des ideais para extragao utilizando CO2 supercritico com e sem
adicdo de cosslvente;

Determinar e comparar o rendimento dos processos de extragao avaliados;
Identificar e comparar as substancias presentes nos diferentes extratos
obtidos usando a técnica de GC-MS (Cromatografia Gasosa acoplada a
espectofotometria de massa) bem como a seletividade das técnicas
aplicadas;

Determinar a curva de extragao supercritica;

Determinar o potencial antioxidante dos extratos obtidos no estudo pela

técnica de reducgao do radical DPPH.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Ora-pro-nobis

O ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller) € uma planta que, por apresentar
caracteristicas unicas, possui um uso diverso e é largamente consumida no Brasil.
Uma das suas caracteristicas de maior destaque é o alto valor nutricional de suas
folhas, tornando o seu uso como alimento o mais conhecido. Suas propriedades
emolientes sdo exploradas na medicina popular, no qual as folhas maceradas sao
aplicadas sobre pele, pois acredita-se que a planta possui acdo anti-inflamatoria e
cicatrizante. As folhas também sao utilizadas no tratamento de anemia, osteoporose,
constipacao intestinal e cancer (ALMEIDA et al, 2014) .

E uma planta nativa das Américas, distribuida desde o México e algumas
regides da Florida, na América do Norte e Central, até a Argentina. No Brasil, a
espécie € encontrada da Bahia ao Rio Grande do Sul (TRENNEPOHL, 2016). A

distribuicao da Pereskia aculeata Miller esta representada na Figura 1.

Figura 1 — Ocorréncia endémica da

Pereskia aculeata Miller
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Fonte: Pinto (2012).

Sua diversa ocorréncia fez dela conhecida por varios nomes distintos. No Brasil
a Ora-Pro-Nobis (OPN) também recebe os nomes de cipd-santo, lobrobé ou lobrobd,
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mata-velha, rosa-madeira, trepadeira-liméo, jumbeba, espinho-preto, espinho-de-
Santo-Anténio, surucucu, azedinha, groselha-das-américas e groselha-de-barbados.
No idioma guarani, é conhecida como guaiapé (planta que da frutos com espinhos). E
conhecida por guamacho na Venezuela, hungavilla blanca no México, bladappel no
Suriname e ramo de noiva e grosello em Cuba. A planta ainda possui alguns nomes
de lingua inglesa, tais como barbados gooseberry, Spanish goosebarry, leaf cactus,
lemon vine, Sweet maeey, dentre outros (PERESKIA ACULEATA, 2020; LIMA
JUNIOR, 2011; CAMPOS et al., 2017).

O nome ora-pro-nobis vem do latim e significa “rogai por n6s”. De acordo com
uma lenda local a planta que crescia nos fundos de uma igreja era utilizada como
alimento pelas pessoas pobres. Elas deveriam esperar a missa comegar para colher
as folhas sem que o padre visse. As pessoas aguardavam o padre dizer “Ora-pro-
nobis” para garantir que ele n&o estaria préximo a planta e entdo colhiam as folhas
que receberam o nome de ora-pro-nobis (TRENNEPOHL, 2016.) Devido ao seu alto
valor nutricional, principalmente seu elevado teor de proteina a planta também é
conhecida como “carne de pobre”. (SANTOS; SANTOS; MARISCO, 2018).

A espécie foi introduzida pelo ser humano em outras regides fora do continente
americano. Sua ocorréncia é observada em paises do sul da Africa, como KwaZulu-
Natal e Africa do Sul, no qual é tida como erva daninha em plantacdes e na vegetagao
nativa do pais; no leste asiatico em paises como Myanmar, China, Malasia e Vietn3,
e Australia e Havai na Oceania (PATERSON; DOWNIE; HILL, 2009).

Apesar de seu alto valor nutricional e medicinal, seu uso ainda é restrito a
algumas culturas e regides sendo considerada uma PANC (Planta Alimenticia Nao-
Convencional) pelo Ministério da Agricultura (BRASIL, 2010). No entanto, no estado
de Minas Gerais, maior produtor e consumidor brasileiro, a ora-pro-nobis é um
alimento bem difundido na alimentagdo mineira, fugindo da classificacdo de nao-
convencional. Na cidade de Sabara, na regido central do estado, anualmente é
celebrado o festival gastronbmico do ora-pro-nobis, ressaltando a importancia da
planta na alimentacao e cultura regionais (MERGAREJO NETTO, 2014).

Ora-pro-nobis € o nome dado a duas espécies do género Pereskia encontrados
na fauna nativa de todo Brasil, a Pereskia aculeata Mill. e Pereskia grandifolia. No
Quadro 1 sdo mostradas as diferencas estruturais entre essas duas espécies. Esse
género conta com um total de 17 espécies, todas com caracteristicas bem
semelhantes entre si. As espécies catalogadas sao P. aculeata, P aureiflora, P.
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grandifolia, P. nemorosa, P. sacharosa, P. zinniiflora, P. cubensis, P. weberiana, P.
sacharosa, P. quisqueyana, P. diaz-romeroana, P.marcanoi, P. portulacifolia, P.
bahiensis, P. bleo, P. lIychnidiflfora e P. horrida (EDWARDS; NYFFELER;
DONOGHUE, 2005).

Dentre os 127 géneros que compdem a familia Cactaceae, o Pereskia é
conhecido por reter uma maior quantidade de caracteristicas de seus ancestrais no
decorrer de seu processo evolutivo, por esse motivo, as espécies do género sao
conhecidas como “cactos ancestrais” ou “cactos primitivos”. Os principais caracteres
preservados foram: a presenca de um tronco lenhoso ou semilenhoso e nédo-
suculentos em algumas espécies; folhas bem desenvolvidas, persistentes,
fotossintetizantes e suculentas; caules finos e pouco espinhosos; inflorescéncia
disposta em cimeiras; grande quantidade de estiletes e habitos arboreos e arbustivos
(EDWARDS; DONOGHUE, 2006; EDWARDS; NYFFELER; DONOGHUE, 2005).

A ora-pro-nobis faz parte da alimentacdo de muitos brasileiros, por seu facil
acesso, simplicidade de cultivo, crescimento rapido e elevado valor nutricional. Garcia
et al. (2019) a consideram um superalimento, devido ao seu alto teor de nutrientes.
Além disso, a planta ainda se destaca por seu uso medicinal, mesmo que este uso
ainda seja menos conhecido. No saber popular a planta é indicada como fortificante
para a pele e auxiliadora na cicatrizagdo de queimaduras. Suas folhas ainda sao
utilizadas como emoliente para atenuar processos inflamatérios e auxilia no
tratamento de tumores. Os frutos sdo utilizados como agente antissifilitico e possui
acgao expectorante (SARTOR et al., 2010).

De acordo com Santos, Santos, Marisco (2018) a ora-pro-nobis possui
caracteristicas bioldgicas e nutricionais de grande relevancia para a pesquisa
cientifica. Seu uso popular e suas caracteristicas agronémicas tornam ainda mais
importante os estudos acerca dela, que sdo escassos. Silva et al. (2017) destacam
que trabalhos sobre as caracteristicas quimicas e a capacidade antioxidante de partes
da planta ainda sao insuficientes.
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(Continua)

Espécie

Pereskia grandifolia

Pereskia aculeata Mill.

Caracteristicas

Folhas

Sao folhas simples,
oblongadas de formato
ovado a obovado e
sustentadas por um
peciolo. Possuem textura
coriacea e sédo levemente
carnosas. Contém altos
teores de mucilagem. Suas
folhas sao grandes,
caracteristica essa que a
nomeia. Seu comprimento
médio € de 10,0 cm de
comprimento e 4,0 cm de
largura. (FARAGO et. al.,
2004)

Fonte: Leuenberger (2007)

Folha simples, simétrica e
de formato eliptico com
ambas extremidades
agudas. Concentram altos
teores de mucilagem e
possui textura coriacea.
Suas dimensdes médias
sdo 7 cm de comprimento
e 3 cm de largura
(DUARTE; HAYASHI,
2005).

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)




27

Quadro 1 — Diferengas basicas entre P. grandifolia e P. aculeata

(Continua)

Espécie Pereskia grandifolia Pereskia aculeata Mill.

Caracteristicas

Possui caules lenhosos
finos, alongados e bem-
desenvolvidos. De suas
auréolas emergem dois
espinhos curvos,
localizados na base do
peciolo. A medida que o
tronco envelhece, novos
espinhos em formato de
agulhas surgem, formando
assim feixes de espinhos
(DUARTE; HAYASHI,
2005, ESTRADA-
CASTILLO et. al., 2019).

Tronco lenhoso, espesso e
esverdeado no qual estdo
dispostos os feixes de
espinhos (SOUZA, 2014).

Caule

Fonte: Silveira (2015) Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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(Continua)

Espécie

Pereskia grandifolia

Pereskia aculeata Mill.

Caracteristicas

Caule

Tronco lenhoso, espesso
e esverdeado no qual
estao dispostos os feixes
de espinhos (SOUZA,
2014).

De coloragao rosa, as
flores séo dispostas em
cimeiras terminais
(SOUZA, 2014)

Possui caules lenhosos
finos, alongados e bem-
desenvolvidos. De suas
auréolas emergem dois
espinhos curvos,
localizados na base do
peciolo. A medida que o
tronco envelhece, novos
espinhos em formato de
agulhas surgem, formando
assim feixes de espinhos
(DUARTE; HAYASHI,
2005, ESTRADA-

CASTILLO et. al., 2019).

Flores

Fonte: Maciel, Yoshida e Goycoolea

(2019)

De coloragao rosa, as
flores
sao dispostas em
cimeiras
terminais (SOUZA, 2014)

Possui numerosa
inflorescéncia panicular.
Suas pequenas flores
brancas, dispostas em
cimeiras, apresentam um
diametro que varia de
2,5a4,5cm (ESTRADA-

CASTILLO et. al., 2019)

Fonte: Trennepohl (2016)
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(Conclusao)

Espécie

Pereskia grandifolia

Pereskia aculeata Mill.

Caracteristicas

Frutos

Fonte: Leuenberger (2007)

Sao bagas piriformes de
formato achatado e
anguloso. Quando
maduros, apresentam uma
coloragao verde-amarelada
(SOUZA, 2014).

Fruto pomaceo de
caracteristica cactidea.
Quando maduros
apresentam uma coloragao
que pode variar do amarelo
ao vermelho. Possuem
formato esférico. Sao
caracterizados por possuir
pericarpo € um hipanto
carnoso preenchido por
uma massa gelatinosa na
qual se encontram as
sementes (ROSA; SOUZA,
2003).

Fonte: Leuenberger (2007)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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3.2 Composicao quimica e atividades biolégicas da Pereskia aculeata Miller

Os seres vivos orquestram inumeras reagdes bioquimicas que, de forma
coordenada, desempenham os mais diversos papéis para a formagao e manutencgao
da vida. O conjunto de reagdes bioquimicas que ocorrem numa célula é conhecido
por metabolismo (VIJAYAKUMAR; RAJA, 2018).

Os processos metabdlicos podem ser divididos basicamente em dois grupos,
de acordo com a fungao de suas reacdes. O metabolismo primario é o responsavel
pelas reagbes que estdo ligadas a necessidades essenciais a vida, tais como
obtenc&do e sintese de nutrientes, crescimento e armazenamento de energia. Os
metabdlitos primarios, produto destas reagbes, sao encontrados em todos os
organismos que possuem uma ou mais células capazes de se dividirem. Nas plantas,
0 metabolismo primario corresponde ao conjunto de vias reacionais que atuam em
todo processo fotossintético, na produgcdo de aminoacidos, proteinas, acidos
nucléicos, horménios, carboidratos e acidos graxos, sendo utilizado como fonte para
alimentacgao e nutrigdo dos organismos que as consome (SIDDIQ; UBERSAX, 2018).

A ora-pro-nobis é famosa pelo seu valor nutricional, principalmente pelo
elevado teor de proteinas de suas folhas. Takeite et al. (2009) encontraram cerca de
28,04% de proteinas nas folhas secas de OPN (Ora-Pro-Nobis)), valor superior a
outras hortalicas convencionais conhecidas por serem boas fontes de proteina, tais
como espinafre que contém 3,2%, agrido 2,6% e folhas de batata doce com 3,8% de
proteinas totais (SALAZAR, et al., 2006; ISHIDA et al., 2000). A composi¢ao
nutricional dos metabdlitos primarios da OPN foi avaliada por Barbalho et al. (2016) e
foram encontrados um teor de 48,39% de carboidratos, 32,80% de fibras totais,
24,17% de proteinas, 3,71% de gorduras e 17,83% de cinzas.

O metabolismo secundario é responsavel pelo conjunto de reag¢des bioquimicas
que nao estdo ligadas diretamente com a sobrevivéncia de um organismo vivo. No
entanto, a sua falta ndo resultaria numa morte instantanea, mas sim na reducéao
expressiva da capacidade de sobrevivéncia daquele organismo, ja que estas
substancias desempenham um papel central em sua na adaptacao e defesa. Suas
principais fungbes estdo ligadas ao transporte de ions metdlicos, agentes
reprodutivos, a producido de substancias defensivas contra outros seres vivos € a
comunicagao e simbiose entre organismos. Nas plantas, essas substancias possuem

efeitos protetores contra parasitas, herbivoros e patégenos, atraem polinizadores e
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dispersores de sementes, conferem a cor, sabor e cheiro aos alimentos, dentre
inumeras outras fungdes especificas (VIZZOTO; KROLOW; WEWBER, 2010;
SIDDIQ; UBERSA, 2018).

De acordo com a Figura 2, os metabdlitos secundarios vegetais tém sua origem
a partir de uma via metabdlica primaria, de algum produto ou semi-produto reacional
oriundo dessa mesma via. Eles podem ser sintetizados por bactérias, fungos,
protozoarios, algas, plantas e animais. Dentre toda diversidade de compostos
organicos de origem natural conhecidos, 80% de todos os metabdlitos secundarios
catalogados séo de origem vegetal. Esse valor corresponde a cerca de 600 a 700 mil
substancias diferentes, dentre elas 200 mil compostos bioativos, sendo cerca 25 mil
compostos com efeito antibiético (VIJAYAKUMAR; RAJA, 2018).

Figura 2 — Representagao das interagdes entre os metabolismos primario e secundario
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Fonte: Vijayakumar e Raja, 2018. (Adaptado)

Os metabdlitos secundarios sdo substancias sdo de grande importancia para o
ser humano, uma vez que podem ser metabolizadas por outros organismos. Muitas
possuem efeitos benéficos a saude humana, sendo de extrema importancia para a
medicina, sendo os principios ativos da grande maioria dos medicamentos produzidos
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até os dias de hoje. Seus mecanismos de agao e atuagdo no organismo variam de

acordo com o tipo de metabdlito, que podem ser divididos em quatro grupos de acordo

com sua origem conforme Dhanarasu (2012):

a)

b)

c)

Terpenos — Sao o maior grupo de metabdlitos secundarios, contando com
cerca de 40 mil substancias catalogadas. Derivados da molécula 1-
desoxixilulose-5-fosfato, possuem uma unidade basica de 5 carbonos, o
isopreno (C5). Essas unidades basicas se fundem repetidamente, gerando
assim os grupos de terpenos. Podem ser classificados de acordo com a
quantidade de grupos (C5) presentes em suas moléculas. S&o estes o0s
monoterpenos (C10, compreendem aos Oleos e substancias volateis),
sesquiterpenos (C15, 6leos essenciais e substancias volateis), diterpenos
(C20, giberlinas), triterpenos (C30, limonoides), tetraterpenos (C40,
carotenoides), e ainda esterdis, esteroides, poliprendis (fitol) e politerpenos
(borracha natural).

Compostos fenodlicos — Essas substancias tém por caracteristica principal
a presencga de pelo menos um anel aromatico ligado a pelo menos uma
hidroxila em sua estrutura. Essa classe possui uma diversa variedade de
grupos que sao classificados de acordo com a quantidade de carbonos em
seu esqueleto aromatico, incluindo seus radicais, tais como: os acidos
fendlicos (C6-C1); acidos fenilacéticos (C6-C2), acidos hidroxicinamicos,
cumarinas e cromonas (C6-C3); naftoquinonas (C6-C4); xantonas (C6-C1-
C6); estilbenos e antraquinonas (C6-C2-C6); flavonoides (C6-C3-C6);
lignanos e neolignanos ([C6-C3]2), biflavonoides ([C6-C3-C6]z2), lignina ([C6-
C3]n), melanina ([C6]n) e taninos condensados ([C6-C3-C6]n);

Alcaloides — Sdo0 compostos que possuem nitrogénio em sua composic¢ao.
Sua grande maioria possui cadeia ciclica com pelo menos um nitrogénio em
seu anel. Podem ser agrupados de acordo com caracteristicas que
possuem em comum. Os grupos que se originam dos aminoacidos sao
conhecidos como protoalcaloides ou alcaloides verdadeiros. Caso derivem
de outras fontes como monoterpenos, diterpenos, policetideos, dentre
outras substancias, sdo chamados de pseudoalcaldides. Esse grupo conta
com cerca de 12000 susbtancias, sendo que muitas dessas possuem efeito

toxico para os seres humanos, enquanto outras ja sdo de uso comum como
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a cafeina e saponinas, além do uso médico dos opioides como morfina e
codeina;

d) Compostos contendo enxofre — Esse pequeno grupo conta com cerca de
200 substancias catalogadas e correspondem aquelas que possuem
enxofre em sua composic¢do, dentre eles estdo os glucosinolatos e seus

derivados, sulféxidos de cisteina, dialilsulfatos e ditioltionas.

Garcia et al. (2019) realizaram analises fitoquimicas e de atividade bioldgica
dos extratos das folhas da planta OPN. Foram identificados de 10 compostos fendlicos
diferentes, podendo ser reunidos em dois grupos. O primeiro é composto por 8 oito
flavonoides derivados de glicosideo de quercetina, kaempferol e isorhamnetina. O
segundo é composto por dois acidos fendlicos derivados do acido cafeico. O principal
componente identificado foi de acido cafeico, contribuindo com uma porcentagem de
46% no extrato, seguida por 14,99% de quercetina-3-O-rutinésido e 9,56%
isorhamnetina-O-pentosido-O-rutinésido como compostos majoritarios. Essas
substancias sao conhecidas pela sua agao antioxidante, sendo assim foram feitos
ensaios da capacidade antioxidante dos extratos utilizando o método de reducgao do
radical DPPH, apresentando uma atividade considerada alta, valores acima de 1Cs0>
50 pg/mL. Também foram identificadas capacidades antimicrobianas dos extratos,
sendo inibidora de algumas bactérias gram-positivas e gram-negativas.

Varios compostos de interesse farmacéutico ja foram isolados nas folhas da P.
aculeata. Agostini-Costa et al. (2014) encontraram altos niveis de carotenoides nas
folhas e nos frutos da Pereskia aculeata. Os niveis de B-caroteno encontrados variam
de uma faixa de 13,8 a 47,0 ug/g, luteina de 45,8 a 114,2 ug/g, a-caroteno de 5,0 a
35,1 ug/g e zeaxantina acima de 5.0 ug/g. Souza et al. (2016) concluiram que o 6leo
essencial da ora-pro-nobis é rico em serquiterpenos e fonte de substancias como 1-
nonadecen-ol, (5E,9E)-farnesil e (Z, Z) -metil-4,6-hexadecadieno acetona.
Substancias como Nerolidol, Acido palmitico, Ester metilico do &cido linoleico e Fitol
foram encontradas por Pinto et al. (2015) e B-lonona ,a-Muurolol, ar-Tumerona, (Z)-3-
Hexanil salicilato, 2-hexyl-(E)-Cinamaldeido, 1-Octadeceno e 2-Etil-hexil salicilato por
Souza et al. (2016), todas conhecidas por possuirem atividades antioxidante.

O triptofano € uma proteina encontrada em grande abundancia nas folhas de
OPN. Possui uma funcao percussora na producgao de indol, um alcaléide de estrutura

semelhante a aminas bioativas. Sendo assim, a P. aculeata se destaca pela presenca
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de alcaloides em seus metabdlitos. Ja foram isolados a e identificados a triptamina,
mescalina, hordenina e abrina. Essas substancias atuam no sistemas adrenérgico,
serotonérgico, dopaminérgico e colinérgico, conferindo as caracteristicas
antinociceptivas dessa planta (PINTO, 2012 ; 2015).

As propriedades bioldgicas dos extratos da ora-pro-nobis sdo estudadas a fim
de se conhecer as capacidades terapéuticas da planta. Santos, Santos, Marisco
(2018) apontam que as atividades biolégicas dessa espécie estdao ligadas
principalmente a agao cicatrizante, antinociceptiva, antiproliferativa e nutricional.

Valente et al. (2007) verificaram que os extratos aquosos da Pereskia aculeata
apresentaram atividades antitripanocida enquanto o extrato diclorometano/metanol
(1:1) foi responsavel por inibir o crescimento de células tumorais. O extrato bruto das
folhas da planta foi aplicado em feridas cutdneas de grupos de ratos Wistar adultos e
notou-se uma melhora significativa da cicatrizagdo do grupo que utilizava o extrato
quando comparado ao grupo de controle. Foi observado uma produgéo fibroblastica e
vascular mais intensa apés o 14° dia de pds-operatorio, promovendo uma reacgao

inflamatadria leucocitaria benéfica ao processo de cicatrizacdo (SARTOR et al., 2010).

3.2.1 Atividade antioxidante

O metabolismo de moléculas como carboidratos, proteinas, acidos nucleicos,
lipideos e acidos graxos poli-insaturados realizado por organismos aerébios conta
com etapas de oxidacdo dessas moléculas para obtencdo de energia. Alguns
subprodutos destas reacdes sdao conhecidos como Radicais Livres (RL), sdo atomos
ou moléculas que possuem um ou mais elétrons livres, 0 que o0s tornam espécies
quimicas extremamente reativas, realizando fungdes de extrema relevancia em
organismos vivos devido a suas fungbes homeostaticas, pois atuam como
intermediarios em reacdes de oxi-reducio, desintoxicagdo e sintese de mediadores
inflamatérios, por exemplo (LOPEZ; CORTES, 2013.).

Uma quantidade excessiva de oxigénio ou sua baixa redug¢ao propiciam um
aumento na quantidade de radicais livres em um organismo vivo. Devido ao seu
carater extremamente reativo, os RL em excesso facilmente reagem com varias
moléculas, causando oxidagdo de diversas substancias, desnaturando enzimas e
proteinas, proporcionando a inativagao e perda de funcédo de biomoléculas, mutacdes
no DNA e até mesmo a morte celular (LOPEZ; CORTES, 2013). Para contornar os
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seus efeitos deletérios, os organismos vivos, principalmente os aerobios,
desenvolveram alguns mecanismos para equilibrar a quantidade desses radicais,
evitado assim seus danos. Algumas saidas estdo relacionadas a mecanismos de
reparo e prevencao, defesas fisicas e com o de substancias antioxidantes. Diversas
classes de substancias possuem acéo antioxidante, podendo ser classificadas como
enzimaticas, tais como a catalase, superéxido dismutase e glutationa peroxidase e
nao-enzimaticas, por exemplo, carotenoides, flavonoides, glutationa e vitaminas C e
E. Uma quantidade de radicais livres em desequilibrio com as substancias
antioxidantes conduz as células a um estado conhecido com Stress Oxidativo (SO),
causando danos graves a saude daquele organismo (VALKO et al., 2007).

Em seres humanos o SO pode ser causado por diversos fatores, tais como
idade, exposicao aos raios UV, poluigcao e outros fatores sociais como diferentes tipos
de dietas e ingestdo de drogas (LOPEZ; CORTES, 2013). Doengas de cunho
oxidativo, como o cancer, surgem ou sdo agravadas em decorréncia a exposi¢cao a
esses fatores. Sendo assim, o consumo de substancias antioxidantes é fundamental
para a promoc¢ao e manutencdo da saude humana. Grande parte dos metabdlitos
secundarios das plantas conseguem reduzir os efeitos do SO devido sua atividade
antioxidante, principalmente os compostos fendlicos, que por sua vez se destacam
devido a sua atividade anticancerigena (ROLEIRA et al., 2015).

Existem diversas maneiras de se determinar a atividade antioxidante de
extratos vegetais. As mais comuns s&o pela reducéo dos radicais DPPH e ABTS, que
se destacam por sua simplicidade e baixo custo. O DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)
€ um radical livre estavel que reage com substancias doadoras de prétons. O método
se baseia na leitura da absor¢do de um comprimento de onda a 515 nm apéds a
reducao do radical na presenga do extrato vegetal. A solugdo de DPPH é preparada
em metanol e em seguida o extrato € adicionado a ela em diferentes concentragdes.
O decaimento na absorbancia apds 30 minutos de reagao indica atividade antioxidante
do extrato (KRISHNAIAH; SARBATLY; NITHYANANDAM, 2011).

3.3 Extracao de compostos bioativos
A extracao de substancias bioativas consiste num processo no qual compostos

de medicinalmente ativos s&o separados de por¢des de plantas ou tecidos animais,

fungicos e etc. com o uso de um determinado solvente inerte ou inativo e por meio de
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uma determinada técnica de extracdo. O produto de uma extracdo € denominado
extrato e geralmente em plantas € caracterizado por ser um liquido impuro podendo
conter uma ou mais fases. A composicdo de um extrato vegetal esta intimamente
ligada com o método de extragdo empregado e o solvente utilizado. Algumas
substancias possuem afinidade muito especifica com determinados solventes em
certas condigbes, sendo assim € importante avaliar os extratos vegetais por técnicas
distintas de extracdo (HANDA et al, 2008).

As técnicas de extragao sao diversas e estdo presentes no nosso dia-a-dia. A
mais conhecida e usada ao redor do mundo, principalmente no trato medicinal
popular, sdo as infusbes em forma de chas. Dentre algumas delas, as técnicas de
hidrodestilagao, Soxhlet, ultrassom e fluido supercritico foram definidas para serem
estudadas nesse trabalho.

Alguns autores realizaram estudos com extratos do ora-pro-nobis com objetivos
mais variados. Muitos se basearam na investigacdo do uso medicinal popular ou
alimenticio da planta. No Quadro 2 é mostrado a relagdo de alguns trabalhos

realizados com a técnica de extragao aplicada:
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(continua)
Técnica de extragao Parte_c_la sl Uso do extrato Autor(es)
utilizada

Infusdo direta em solvente Investigagdo da composicdo de substancias fendlicas. Os acidos
(Metanol e HCI em diferentes Folhas clorogénico, caféico p-cumarico e ferdlico foram os compostos majoritarios soyza (2014)
concentracgdes) sob refluxo encontrados
Maceracdo e infusdo na Avaliacdo da atividade antioxidante com auxilo do método de reducio do
presenca dos solventes: agua, Folhas radical DPPH. Os extratos que apresentaram maiores atividades foram os gpyza (2014)
metanol e etanol. metanalicos e etandlicos.

As técnicas de atividade antioxidante utilizadas foram as de reducgao dos

radicais DPPH, FRAP e ABTS. O melhor resultado de atividade antioxidante
Infusdo direta nos solventes para o método DPPH foi de ICso (mg/mL) = 29,21 utilizando uma extragao
agua e alcool 70% sob com agua deionizada a 25°C por 24h. Para o método de FRAP foi observado
agitacao constante a Folhas um resultado 6,54 umol TEAC.100 g para os extratos obtidos em agua (Rz%iréigues
temperatura e tempos deoinizada a 95°C por um tempo de extracdo 1 h. Para o método do radical
diferentes ABTS, o extrato que apresentou maior atividade foi aquele no qual foi

submetido a infusdo com agua deionzada 95°C por uma hora, obtendo um
valor de 5,20 umol TEAC/g.
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(continua)

Técnica de extracao

Parte da planta

utilizada

Uso do extrato

Autor(es)

Soxhlet

Folhas

Essa técnica foi utilizada para determinar o teor total de lipidios presente
nas folhas da planta. O solvente utilizado foi o éter de petrdleo. Foi

encontrado um total de 2,87% de lipideos.

Guimaraes
(2018)

Soxhlet

Folhas

Utilizando o éter de petréleo como solvente, esse método foi utilizado para
a determinacao do teor total dos lipideos, sendo encontrado um valor de

2,4 g/100 g de amostra liofilizada das folhas.

Trennepohl
(2016)

Hidrodestilagao

Folhas

O autor estudou a influéncia do processo de secagem no rendimento total
da extracao do oleo essencial da P. aculeata. A técnica de hidrodestilacao
foi utilizada para obtencdo do 6leo. Diversas substancias foram
identificadas, dentre elas 41,17% pertencentes a classe de sesquiterpenos,
23,5% de fenilpropanoides, 5,88% de diterpenos, dentre outros tipos de
substéancias (29,42%). Os compostos majoritarios foram Acorona (20,2%),
isotorquatona (19,87%), fitol (18,75%), 2-hexil-(E)-cinnamaldeido (13,5%),
(Z)-3-hexenil salicilato (11,83%), estearato de metila (9,35%) e &cido
linoleico (8,25%).

Hoscher (2019)
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(continua)
Técnica de extracao Parte da planta Uso do extrato Autor(es)
utilizada
A matriz vegetal foi agitada juntamente com metanol por um periodo de 2
minutos. O extrato obtido foi centrifugado e rotaevaporado. Em seguida as
Folhas e amostras foram resuspensas em solugdo acida para avaliagdo da
capacidade de adesdo das bactérias Lactobacillus casei. em células ,,. .
Infus&o direta em metanol farinha das Vieira et al.
tolhas epiteliais intestinais Caco-2. N&do foram observadas influéncias na (2019)
aderéncia dos probidticos nas células do epitélio intestinal. Além disso, o
consumo da farinha das folhas foi associado a perda de peso em homens
que participaram do estudo.
Os extratos foram obtidos pela técnica de turbodestilagao utilizando etanol
95% como solvente por 5 min. O material foi filtrado e o extrato foi
rotaevaporado. Foram avaliados o potencial antioxidante do extrato
Turboextragdo Folhas hidroalcoolico pelo do método de redugéo do radical DPPH e foi observado Carvalho et al.

um total de 19,92% SA para os extratos. Além disso, os autores concluiram
que mucilagem das folhas agiu beneficamente no fibroblasto de células

L929 de rato, contribuindo positivamente com processos de cicatrizagao.

(2014)




Quadro 2 — Diferentes tipos de técnicas de extragao aplicadas ao uso da Pereskia aculeata

40

(continua)

Parte da planta

Técnica de extragao -
utilizada

Uso do extrato

Autor(es)

Infusado Folhas

As folhas secas foram trituradas e deixadas em contato com etanol por 48h
e em seguida foi filtrado. O filtrado foi concentrado rotaevaporacéo e em
seguida liofilizado. O po6 obtido foi ressuspenso em Twin 20 numa
concentracdo de 50 mg/mL e aplicado em feridas cutdneas de ratos
machos da linhagem wistar. Os autores observaram uma influéncia do
extrato na cicatrizacdo das feridas devido a melhora da proliferagcao
vascular e fibroblastica e reeptelizagdo das feridas nos animais, concluindo

assim que os extratos possuem uma agao cicatrizante.

Sartor et al.
(2010).

Farinha de
Infusao
folhas

Os extratos hidroalcéolicos foram obtidos pela infusdo da farinha das folhas
secas deixadas em contato com uma solugéo de etanol 70% com agitagao
de 130 rpm por 2 h em abrigo da luz. A mistura foi filtrada e concentrada
por evaporagdao e posteriormente liofilizada. Os autores avaliaram a
atividade antioxidante, hepatoxicidade e atividade antibacterial dos
extratos. Foi observado auséncia de hepatoxicidade em células PLP2,
inibicdo do crescimento de cultivo de bactérias tanto gram-positivas quanto

gram-negativas.

Garcia et al.
(2019)
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(continua)

_ Parte da planta
Técnica de extracao Uso do extrato

sitlizes Autor(es)

As folhas foram secas e maceradas com metanol até a sua exaustdo. O
sistema foi filtrado e concentrado por rotaevaporagéo. Em seguida o extrato
foi fracionado por particdo ao se adicionar hexano como solvente. Foi

. testada a capacidade anti-inflamatoria dos extratos hexanicos utilizada em .

Maceragéo Folhas . o _ Pinto et al.
dermatite aguda e crénica de ouvidos de camundongo. Os autores (2015)
observaram que os extratos reduziram significativamente os processos
inflamatdrios estudados e apontam que a atividade anti-inflamatéria da P.

aculeata como uma area promissora a ser estudada.

Investigagdao da composicao do 6leo essencial. Os compostos majoritarios
Hidrodestilagao Folhas encontrados foram Fitol (29,4%), acido hexadecandico (17,4%), acido gouza (2014)
linoleico (17,4%) e 6-methyl-a-lonona (7,2%)
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(continua)
o . Parte da planta
Técnica de extragao STl Uso do extrato Autor(es)
Foram avaliados os rendimentos, atividade antioxidante e atividade
Soxhlet (solventes: hexano e _ . .
tanol) neuroprotetiva dos extratos das folhas de ora-pro-nobis por diferentes
etano
técnicas. Os maiores rendimentos foram observados para os processo de
ESF na pressao de 25 MPa e . _
_ soxhlet (etanol) e fluido pressurizado (etanol a 110 °C), obtendo resultados
nas seguintes temperaturas: . o )
de 15,08% e 13,09%, tendo esta ultima condicdo obtendo também maior
40, 50 e 60 °C. _ . ) _ o
o quantidade de compostos fenolicos extraidos. As maiores atividades
Extracdo por Liquido Folhas Torres et al.

Pressurizado (ELP). Solventes
agua e etanol. Pressao de
10 MPa e nas
seguintes temperaturas: 80, 50
e 110 °C.

operagao

antioxidantes observadas foram para a técnica de ELP utilizando agua a 80
°C, obtendo valores de ECso de 0,31 mg/mL para a técnica de redugao do
radical DPPH e 0,25 mmolte/g para a técnica de FRAP. Foi observado que
os melhores resultados foram obtidos quando se utilizou solvente de
carater polar. Além disso, os autores observaram que os extratos obtidos

apresentaram atividade anti-inflamatéria e neuroprotetiva.

(2022a)
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(continua)
o . Parte da planta
Tecnica de extragéo e Uso do extrato Autor (es)

Os autores avaliaram o rendimento, atividade antioxidante (ABTS, DPPH e

Utilizou-se a extragao FRAP) e total de compostos fendlicos dos extratos obtidos por meio de

sequencial combinando as técnicas de extragdo sucessivas. O maior rendimento acumulado foi

técnicas de Soxhlet + ELP; resultante da combinacédo dos processos de ESF + PLE (etanol) + PLE

. _ . 0 L.
ESF + ELP (solvente — agua); Folhas (dgua), obtendo um total de 18,82%, mostrando que a combinacdo de Torres et al.

ESF + ELP (solvente — etanol);
ELP (etanol) + ELP (agua) e
ESF + ELP (etanol) + ELP
(agua)

processos favoreceu o rendimento global do processo. Os processos nos
quais a agua foi utilizada como solvente apresentaram maior atividade
antioxidante e os ensaios nos quais se utilizou etanol apresentaram maior
teor de compostos fendlicos. Foram identificadas diversas substancias nos

extratos obtidos, das quais flavondides, acidos orgéanicos em sua maioria.

(2022b)
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(fim)

Técnica de extracao

Parte da planta

utilizada

Uso do extrato

Autor(es)

Foi utilizada a combinacéo
sequencial das  técnicas
ESF+Extracdo com Liquido
expandido a gas (ELG) + ELP
+ Extracdo com Agua em
estado Subcritico (EAS)

Folhas

Com o objetivo de se extrair proteinas, os autores submeteram as folhas
de ora-pro-nobis a um processo de extracdo sucessivo, combinando
diversas técnicas em diferentes condigdes de operagao. Os melhores
resultados de recuperacdo de proteinas e carboidratos foram obtidos
quando se utilizou a técnica EAS numa10,5 MPa e temperatura de 185
°C, além disso, esta técnica nestas mesmas condi¢des foi capaz de extrair
uma maior quantidade de compostos fendlicos. Também se observou uma
alta atividade antioxidante para extragdo com agua subcritica nas
condicdes de 10,5 MPa e 150 °C, obtendo um valor de ECso = 39,25 pg/mL.

Torres
(2022c)

et

al.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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De acordo com o Quadro 2, pode-se observar que apenas Torres et al. (2022a;
2022b; 2022c) realizaram estudos focados em técnicas de extragao de biocompostos
das folhas de ora-pro-nobis, havendo ainda uma série de condi¢cdes experimentais a
serem exploradas. Como exemplo, para a técnica de extragcdo com CO2 supercritico,
estudar a influéncia da variagcédo da pressao no rendimento e composi¢cao dos extratos,
uma vez que os trabalhos supracitados foram feitos a pressdo constante. Também
nao foi relatado uso de cossolvente nestes processos de extragcao, obtendo resultados
apenas com o uso do gas carbbnico puro. Além disso, ndo foram encontrados
trabalhos utilizando a técnica de ultrassom, largamente difundida na obtencéo de
extratos vegetais ricos em substancias bioativas.

Pode-se observar que a obtengao de biocompostos da Pereskia aculeata Mill.
por diferentes técnicas € promissor, uma vez que as substancias identificadas pelos
autores possuem alto valor para aplicagdes biotecnoldgicas e os extratos avaliados
apresentaram atividades bioldgicas relevantes para uso destes em formulagdes

farmacoldgicas.

3.3.1 Hidrodestilagao

A hidrodestilacdo € uma das formas mais utilizados para de extragdo de 6leos
essenciais. A matéria vegetal é disposta num aparato conhecido como “Aparelho de
Clevenger” (Figura 3 B) em contato direto com uma certa quantidade de agua. O
sistema € aquecido e o vapor de agua gerado arrasta as substancias volateis
presentes na planta, incluindo os 6leos vegetais. O vapor entdo é condensado com o
auxilio de um resfriamento indireto com agua num condensador (Figura 3 C). O
condensado possui duas fases distintas que sado separadas com o auxilio de uma
valvula (HANDA et al., 2008).
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Figura 3 — Aparato utilizado no

processo de hidrodestilacao
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Fonte: Handa et al. (2008)

3.3.2 Soxhlet

Essa técnica consiste no contato do vapor de um solvente com a matriz vegetal
por um longo periodo de tempo. O aparelho extrator utilizado € conhecido como
Soxhlet (Figura 4). A porgéo vegetal A, envolta num papel filtro, € alocada na camera
de extracao B onde entrara em contato com o vapor do solvente oriundo do frasco de
destilacdo C. Em seguida, a mistura contendo o vapor é entdo condensada em D e o
solvente agora liquido é acumulado até passar pelo sifao onde retorna ao frasco de
destilagao. O processo entao é repetido diversas vezes, concentrando as substancias
extraidas em C. Apds esse processo o solvente pode ser eliminado de diversas
formas. A rotaevaporacgao é indicada por trabalhar com temperaturas e pressoes
relativamente baixas, pois preserva um maior numero de compostos volateis

extraidos. Além disso uma das grandes vantagens desta etapa do processo é a
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recuperacao do solvente utilizado durante a extragdo (CASTRO; PRIEGO-CAPOTE,
2010).

Figura 4 — Sistema de extracdo tipo Soxhlet
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Fonte: Castro, Priego-Capote (2010)

3.3.3 Ultrassom

Conhecida por sua simplicidade e tempos reduzidos de processo, a extragao
por ultrassom consiste na aplicagado de ondas mecénicas (sonoras), num espectro de
20 kHz a 2000 kHz, diretamente sobre a mistura do solvente com a porgéo vegetal
Esta técnica se destaca por possuir baixo impacto ambiental e alta eficiéncia na
extragcao de compostos vegetais em tempos de extragao relativamente baixos quando
comparado a técnicas convencionais de extragcdo (HANDA et al., 2008).

A aplicacao das ondas pode ser feita de forma direta por uma sonda/ponteira

(Figura 5, A) ou de forma indireta por meio de um banho de agua (Figura 5, B).
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Figura 5 — Equipamentos para extragdo por ultrassom de ponteira e banho

ultrassoénico
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Fonte: Ohja et al. (2020)

As ondas se propagam pelo solvente criando microbolhas que variam o seu
volume constantemente. Ao aumentar e diminuir de tamanho, a for¢ca de compressao
criada pelas microbolhas gera a cavitagdo do meio. O colapso das bolhas gera altas
tensbes de cisalhamento no meio, causando a um aumento na permeabilidade das
paredes celulares das plantas, liberando e solubilizando uma maior quantidade de
compostos bioativos presentes no interior das células. Entretanto esse método possui
algumas desvantagens, pois ao liberar uma grande quantidade de energia, algumas
moléculas podem se decompor ou volatizar pela agdo do calor gerado no processo
(OHJA et al., 2020; VERNES; VIAN; CHEMAT, 2020).

3.3.4 Fluido supercritico

3.3.4.1 Estados da matéria: estado supercritico
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No nosso dia a dia, de maneira intuitiva, € possivel relacionar a mudanca do
estado fisico de alguma substancia com as variagdes de temperatura observadas ao
longo de um dia. Por exemplo, algumas gorduras como manteiga, 6leo de coco ou
dendé rapidamente se solidificam com uma queda da temperatura ou derretem caso
o clima esquente.

Isso ocorre devido ao ponto de fusdao dessas substancias se encontrar muito
préximo da temperatura média ambiente. Sendo assim, percebe-se que as variagdes
de temperatura estao diretamente relacionadas a mudanga e/ou permanéncia de uma
substancia nos estados so6lido, liquido ou gasoso. Entretanto, a temperatura n&o é o
unico fator que determina um estado fisico de alguma matéria. A pressdo € uma
variavel de igual importancia.

Nao é comum sentir os efeitos das variacées de pressao atmosférica ao nosso
redor, pois este fator esta relacionado, primordialmente, a altitude onde estamos
localizados, tendo como referéncia a superficie do mar. No entanto, varios fenébmenos
naturais também sido ocasionados devido a uma variagao de pressdo. Um bom
exemplo é todo o ciclo da agua que € regulado, dentre outras coisas, pelos gradientes
de temperatura e pressdo gerados entre massas de nuvens, correntes edlicas,
maritimas etc.

Dentre algumas formas, a relacao dos estados fisicos de uma substancia pode
ser determinada por meio da relagcao das variaveis termodinamicas: pressao (p) e
temperatura (T), desconsiderando variagdes de volume e composi¢cao quimica de uma
substancia pura. A representagao grafica dessa relagéo é conhecida como diagrama
de fases, no qual é possivel identificar em qual estado fisico determinada substancia

se encontra. Na Figura 6 é apresentado o diagrama de fases do gas carbdnico.
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Figura 6 — Diagrama de fases do COz2
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Fonte: Yu; Niu; Iwashi, (2020)

Na Figura 6 é ilustrado um grafico no qual quatro zonas sédo delimitadas por
retas conhecidas por isotermas. Essas retas representam o equilibrio de fases
correspondente aos estados indicados na figura. Qualquer ponto localizado
exatamente acima da isoterma representa as respectivas pressao e temperatura de
equilibrio. O ponto A denota um equilibrio sélido-liquido (sobre a curva de fuséo), o
ponto B liquido-gas (sobre a curva de ebulicdo) e o C sdlido-gas (sobre a curva de
sublimacéao), por exemplo. O ponto de interse¢ao das isotermas é conhecido como
ponto triplo. Isso significa que nessas condigdes ha um equilibrio dindmico entre essas
trés fases. E da mesma forma, a coexisténcia de ambas.

A medida que a curva ascende em relagdo ao aumento da temperatura, a
massa especifica da substancia pura diminui, possibilitado a mudancga das fases mais
densas (sélida e liquida) para a menos densa (gasosa). Do ponto C ao ponto triplo, €
observada uma diminui¢cao da densidade responsavel pela mudanca do estado sélido
para 0 gasoso (sublimagao). Ao seguir em direcdo além ao ponto B, a massa
especifica do liquido continua a diminuir até atingir um ponto no qual seu valor se
iguala a massa especifica do estado gasoso. Esse ponto é conhecido como ponto

critico, representado por uma temperatura critica (Tc= 31,1 °C) e uma pressao critica
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(Pc = 7,38 Mpa). Acima desse ponto, na zona indicada na Figura 5 como “Regiao
supercritica”, a substancia adquire um estado préprio, chamado de estado
supercritico. Por possuirem baixa densidade, as substancias apresentam um
comportamento fluido, por esse motivo sdo chamadas de Fluido Supercritico (FS)
(ATKINS, 2003).

Sendo assim, um fluido em estado supercritico reune propriedades dos estados
gasoso e liquido. Além de preencher todo o espago no qual esta armazenado, este
estado apresenta uma compressibilidade tipica do estado gasoso. Sua densidade e
poder de solvatacdo sao caracteristicos do estado liquido. A solvatacdo de uma
substancia em estado supercritico € menor do que seu estado liquido, porém superior
a do estado gasoso. Isso ocorre devido o poder de solvatagéo esta ligado a densidade
do material, e por sua vez, a densidade esta relacionada a pressao e a temperatura
da substancia. De maneira geral, altas pressdes tendem a aumentar o poder de
solvatacdo de um fluido a certas temperaturas, ja 0 aumento da temperatura a presséo
constante reduz a densidade e em consequéncia o poder de solvatagédo. Na Figura 7
demonstra-se o comportamento da densidade gas carbénico em relagao a pressao do

sistema em diferentes temperaturas (DEAN, 1993).

Figura 7 — Diagrama de fases do gas carbbnico
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Fonte: Dean (1993).



52

Outra caracteristica importante das substancias no estado supercritico € a sua
baixa viscosidade. Isso potencializa a capacidade que a substancia tem em fluir,
aumentando a penetrabilidade do fluido em matrizes, mesmo naquelas com baixas
permeabilidades. Essa caracteristica € de suma importancia para a processos de
extracdo que utilizam fluidos supercriticos como solvente, pois uma maior
penetrabilidade promove um aumento nas taxas de transferéncia de massa, que no
geral, sdo maiores para fluidos no estado supercritico quando comparadas com seu
estado liquido (DEAN, 1993).

Os FS tém sido amplamente estudados pela comunidade cientifica e suas
aplicacbes sdo diversas. Uma das mais estudas € a extracdo e purificagdo de
substancias, no qual se uma substancia inerte em estado supercritico € utilizada como
fluido extrator. O gas carbdnico é um dos mais utilizados nos processos de extragéo

e seu uso sera discutido detalhadamente a seguir.

3.3.4.2 Extragao com CO2em estado supercritico

A Extragcdo com Fluido em estado Supercritico (EFS) pode ser entendida pelo
processo em que um FS é utilizado para remover, isolar, concentrar ou purificar um
analito oriundo de uma matriz sdlida, liquida ou semissolida (TAYLOR, 1996). A baixa
viscosidade, uma difusividade relativamente alta, e tensdo superficial minima sao
caracteristicas que fazem dos FS excelentes solventes. Se difundem facilmente em
matrizes sélidas, resultando em menores tempos de extracéo, além da reducado do
uso de vidrarias e solventes organicos derivados de petréleo. Outra caracteristica
relevante dos FS é que sua densidade pode ser alterada com uma variacdo de
pressdo e/ou temperatura, isso significa que o poder de solvatagdo de um fluido
supercritico pode ser estudado, modificado e otimizado (DA SILVA; ROCHA-
SANTOS; DUARTE, 2016).

A técnica de extracao consiste na manipulagdao da densidade do solvente por
meio da variacdo da temperatura e pressao. Isso permite trabalhar com um fluido

extrator com baixa viscosidade e alta difusividade, caracteristicas que potencializam
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a sua penetracdo na matriz vegetal (ESSIEN; YOUNG; BAROUTIAN, 2020; BRUNO
etal., 2019.).

Como pode ser visto na Tabela 1, varias substancias podem ser utilizadas
como fluidos extratores no processo de EFS. No entanto, o gas carbénico é o mais

utilizado por possuir vantagens em relagado aos demais solventes, tais como:

a) Evita decomposi¢cao dos compostos organicos extraidos, tanto por operar
em baixas temperaturas (temperatura critica de 31,1° C) quanto pela
auséncia de solventes organicos quando necessario (HANDA, 2008;
ESSIEN; YOUNG; BAROUTIAN, 2020);

b) Ambientalmente seguro, uma vez que o uso do CO:2 substitui 0 uso de
solventes organicos como hexano, éter de petréleo, dentre outros (HANDA,
2008.);

c) Baixissima reatividade do COz2, diminuindo a possibilidade de formagéo de
radicais livres por decomposi¢cao dos compostos (HANDA, 2008);

d) Despressurizagdo e consequente separacdo do solvente é feita em
temperatura e pressdes ambientes, reduzindo custos energéticos e
financeiros (ESSIEN; YOUNG; BAROUTIAN, 2020);

e) Alta capacidade de extracdo de biocompostos vegetais de alto valor
agregado, tais como o6leos essenciais (ESSIEN; YOUNG; BAROUTIAN,
2020);

f) Abundéancia e baixo custo na obtengcdo do gas carbénico (HANDA et al.,
2008).
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Tabela 1 — Propriedades criticas de solventes utilizados em processos de extracio

em meio supercritico

Propriedade critica

Solvente Temperatura Pressao Densidade Solubilidade
(°C) (atm) (g/mL) (cal'2 . cm3/2)
Diéxido de carbono 31,2 72,9 0,470 7,5
Etano 32,4 48,2 0,200 5,8
Eteno 10,1 50,5 0,200 5,8
Metanol -34.,4 79,9 0,272 8,9
Oxido Nitroso 36,7 71,7 0,460 7,2
n-Butano -139,9 36,0 0,221 5,2
n-Pentano -76,5 33,3 0,237 5,1
Hexafluoreto de enxofre 45,8 37,7 0,730 5,5
Agua 101,1 217,6 0,322 13,5

Fonte: HERRERO; CIFUENTES; IBANEZ (2006)

Devido seu carater extremamente apolar, o CO2 supercritico ndo é eficiente
para a extragdo de compostos polares. Essa é a principal desvantagem do processo,
uma vez que compostos de interesse biotecnolégico, como os polifendis que séo
polares, ndo serao eficientemente extraidos devido a fraca forga de interagao do gas
carbénico com essas moléculas (FARIAS-CAMPOMANES; ROSTAGNO; MEIRELES,
2013).

A eficiéncia da extracdo de compostos polares pode ser aumentada ao se
adicionar um cossolvente de carater polar junto ao processo de EFS. A presencga do
cossolvente no sistema provoca um aumento nas interagdes intermoleculares,
principalmente ligagdes de hidrogénio, entre o cossolvente e o analito, possibilitando
a extracdo de biomoléculas como flavonoides e compostos fendlicos que sao
moderadamente ou completamente insoluveis em CO2, aumentando assim a
eficiéncia dos processos de EFS. Os cossolventes mais utilizados sao o etanol,
metanol e 4gua (TYSKIEWICZ; KONKOL; ROJ, 2018).

Rawson et al. (2012) apontam o etanol como o cossolvente ideal para EFS-CO2
devido a sua baixissima toxicidade, baixo custo e pelo fato de ser obtido de fontes
renovaveis. E indicado para extracdo de moléculas altamente e moderadamente

polares, apresentando boa eficiéncia para remocéao de acidos fendlicos e flavonoides.
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Além disso, sua remoc¢ao no fim do processo pode ser feita facilmente com o uso de
técnicas simples como destilacdo (RAWSON et al., 2012).

De maneira geral, um processo de extragdo de biocompostos com o uso CO2
em estado supercritico ocorre em batelada. Os equipamentos minimos necessarios
para sua realizagdo sdo bombas ou compressores, vasos de extracdo e separagao,
trocadores de calor e valvula de expansdo (PETERSEN, 2017). Na Figura 8 ilustra-se
um processo de EFS-CO2 (Extracdo com CO2 em estado Supercritico) com utilizagao
de cossolvente. O gas carbbnico presente no cilindro A é condensado em (B) e
pressurizado em (C) na entrada do processo, para s6 entdo ser misturado com o
cossolvente oriundo do reservatério (D). A mistura CO2-cossolvente € entéo
encaminhada para um aquecedor (F), para que se atinja a temperatura de operagao
desejada. A matriz vegetal esta alocada no vaso de extragao (G), local onde a mistura
se difunde na planta, realizando a extragdo dos compostos bioativos. Ao deixar o vaso,
a mistura contendo o extrato € encaminhada para o vaso de separacgao (l), no qual o
sistema é despressurizado. O COz2, que estava em estado supercritico, ao passar pela
reducao de pressao se converte em gas, se desprendendo da mistura de cossolvente
e extrato que é coletada em seguida (K) na saida do processo (ESSIEN, YOUNG e
BAROUTIAN, 2020).

Figura 8 — Processo de extracao utilizando o CO2 como fluido supercritico
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A eficiéncia e o rendimento de um processo de EFS-CO2 sao influenciados
fortemente pela pressao do sistema, uma vez que, em determinada temperatura, a
forca de solvatacdo do FS aumenta com o aumento da presséo. No entanto, outros
fatores também apresentam influéncia na capacidade de extragdo, tais como
temperatura, presenca de cossolvente, tempo de extragdo, vazido de solvente
tamanho e porosidade das particulas, solubilidade dos compostos de interesse e suas

interacdes com a matriz vegetal (TAYLOR, 1996).

3.3.4.3 Curvas de extracao

De acordo com Sovova (2004), a forma mais simples de se caracterizar um
processo de extracdo de compostos naturais de origem vegetal por EFS é pela da
curva de extracdo do processo, no qual € construida plotando a massa de extrato
acumulada ou a quantidade de solvente que passou pelo extrator versus o tempo de
extracdo. A analise desta curva cinética mostra que o processo de extragao esta divido
em trés etapas controladas por diferentes mecanismos de transferéncia de massa,
conforme mostrado na Figura 9. As trés etapas do processo sao divididas em
(ESSIEN, YOUNG e BAROUTIAN, 2020; (MOUAHID; DUFOUR; BADENS, 2017);
MARTINEZ, 2005.):

a) Etapa com taxa constante de extracao (Constant extraction rate - CER):
Ocorre a extragcao do “soluto de facil acesso”, ou seja, do soluto
presente na superficie externa da particula. Nessa etapa o mecanismo
de transferéncia de massa se da por convecgdo e o0 processo de
extracdo é limitado pelo equilibrio do solvente de facil acesso com o
soluto;

b) Etapa com taxa decrescente de extragao (Falling extraction rate - FER):
A medida que o tempo passa, o solvente ja removeu boa parte do
soluto de facil acesso, ao ponto que, os poros da superficie da particula
fiquem disponiveis para a penetragdo do solvente em camadas mais

internas. Nesta parte, ocorrem simultaneamente os mecanismos de
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transferéncia de massa por convecgcao (superficie da particula) e
difuséo (interior da particula);

c) Etapa difusional (Low rate extraction/Difusion-Controlled - LER/DC):
ApoOs a remogao de quase todo soluto extraivel, o processo entdo é
controlado pelas forgas difusivas de transferéncia de massa entre o

soluto no interior da particula e o solvente.

Figura 9 — Curva de extragdo com FS descrita pelo método de Sovova
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Fonte: Martinez (2005)

Um aumento na vazao de solvente do sistema influencia diretamente a extragao
do soluto de facil acesso, uma vez que a resisténcia a transferéncia de massa externa
diminui com o aumento da vazao. No entanto, valores muito altos de vazao implicam
em pouco tempo de contado do soluto com a superficie das particulas, causando
assim uma redugdo no rendimento do processo de EFS (EKINCI; GURU, 2019).
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos 0s passos necessarios para obtencao e
caracterizacao dos extratos das folhas de Pereskia aculeata M., bem como a analise
de sua da atividade antioxidante. A partir dos dados obtidos, foi possivel determinar
a variagcdo do rendimento global dos processos de extragcdo, e como as variaveis
temperatura, pressao e o tipo de solvente utilizado influenciaram tanto no rendimento
gquanto na composigao quimica dos extratos e nas atividades antioxidantes.

Para as técnicas de extracdo a baixa pressdo: Soxhlet e ultrassom, foram
utilizados dois solventes de polaridades destintas, o hexano (99% Neon) e o etanol
(99,8% Neon). Ja para técnica de hidrodestilagdo, o solvente utilizado foi a agua
deionizada. Para extragao em alta presséao foi utilizado gas carbdnico puro (99,99%
White Martins, Florianépolis — SC.) em estado supercritico como solvente e o etanol
como cossolvente.

As etapas de preparo do material, extracbes de baixa pressao, CO:2
supercritico e atividade antioxidante foram realizadas no Laboratério de Controle de
Processos e Polimerizagao — LCP, a caracterizacao do leito de particulas foi feita no
Laboratorio de Tecnologia Supercritica — LATESC e as analises de cromatografia
gasosa foram realizadas na Central de Analises do Departamento de Engenheira
Quimica e Engenharia de Alimentos, todos pertencentes a Universidade Federal de
Santa Catarina - UFSC.

4.1 Preparo e caracterizagao do material

As folhas secas de ora-pro-nobis foram gentilmente cedidas pela empresa
Charoma. Foram recebidas em sacos de polipropileno e armazenadas em freezer do
tipo doméstico a -18 °C. Apds o recebimento foi feita uma catacdo manual para
separar talos, galhos e espinhos das folhas.

As folhas secas separadas foram trituradas com o auxilio de um moedor de
café. Em seguida, foi peneirado em peneiras padronizadas de 35 mesh (500 ym), 45
mesh (355 ym), 60 mesh (250 pm) e 80 mesh (180 um).
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Para caracterizacdo do leito de particulas, a densidade real (pg) da matriz
vegetal seca foi medida com a técnica de Picnometria de gas hélio. Nesta técnica,
uma capsula cilindrica de 10 cm?® de volume foi preenchida completamente com as
folnas de Pereskia aculeata M. e em seguida é pesada e encaminhada para
equipamento de picnometria, no qual o volume da capsula € completado com gas
hélio. O equipamento mede a quantidade necessaria de gas para preencher todos os
espacgos vazios na capsula e nos poros na superficie das particulas. Sendo assim é
possivel aferir a densidade real e a porosidade do leito de particulas com grande
precisao, reprodutibilidade e facilidade de operacéo.

A densidade aparente da amostra (p,) foi calculada dividindo a massa de
amostra vegetal seca (m,) em gramas, necessaria para preencher completamente
uma capsula de 10 cm?® de volume, pelo volume da capsula (vc) de acordo com a
seguinte equagao:

g ) = mg (9) (1)
cm3  v.(cm3)

pa(

A porosidade total do leito de particulas (€) calculada por meio da relagao entre
a densidade real e aparente de acordo com a Equacgéo 2 mostrada a seguir:

f_q_Pa 2)

Pr

4.2 Extracao por Hidrodestilagao

Para obtencgéo do éleo essencial da ora-pro-nobis, 30 g de folhas secas, foram
colocadas em um baldo de fundo redondo contendo 1000 mL de agua destilada. O
aparelho de Clevenger de 100 mL foi conectado a um condensador na sua parte
superior e ao baldo na inferior, conforme mostrado na Figura 9. A hidrodestilacéo
ocorreu por 5h, conforme com Santos et al. (2004). O 6leo essencial foi recolhido num
frasco seco, limpo e previamente pesado. Apds a coleta, a massa de 6leo essencial
obtida foi aferida e armazenada em freezer a -18 °C para analises futuras. O processo

foi feito em ftriplicata.
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Figura 10 — Fotografia do
aparato  utilizado para

extragao por

hidrodestilacdo

\ )

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

4.3Extracao por Soxhlet

Para essa técnica, foram utilizados solventes de polaridades opostas, com o
objetivo de se observar alguma seletividade das substancias presentes na amostra.
O solvente apolar utilizado foi o hexano e o polar etanol. Todas as extracdes
aconteceram nas mesmas condi¢des, seguindo a metodologia adaptada de Zhang et
al. (2020), tendo apenas o solvente como variavel.

Foram adicionadas 3 g de amostra vegetal seca em uma capsula de papel filtro,
que foi em seguida lacrada e depositada no interior do extrator Soxhlet. Apds isso,
adicionou-se 150 mL de solvente em um baldo de fundo redondo de 250 mL seco e
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previamente pesado. O extrator foi conectado a um condensador e o baldo conforme
observado na Figura 11. O sistema foi aquecido com o auxilio de uma manta térmica
e a extragado ocorreu por um periodo de 5 h. Esse experimento foi realizado em
triplicata.

Figura 11 - Fotografia do

aparato utilizado na extragao

por Soxhlet

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Apos a extracdo, o solvente foi rotaevaporado e a massa do balao foi aferida.
A partir disso, foi obtida a massa do extrato e calculado o rendimento do processo

para ambos os solventes.

4.4 Extragao por Ultrassom

Conforme feito no item 4.3, nessa técnica foram utilizados solventes de
polaridades diferentes. O etanol e o hexano foram os solventes utilizados. Foram
adicionados 50 mL de solvente em um béquer de 100 mL e em seguida 1 g de amostra
seca. A técnica de extragdo por ultrassom ocorreu utilizando um sonicador de

microponteira 421-A Sonics Vibracell de 20 kHz + 50 Hz de poténcia, numa amplitude
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de 40% e pulso de 20 s ligados e 10 desligados, num tempo total de 10 min. O béquer
foi alocado em um banho de gelo para se evitar a evaporagédo do solvente uma vez
que o processo de cavitagdo das bolhas de ar libera calor para o meio. Apods a
extracao, o sistema foi filtrado a vacuo e o extrato recolhido em um frasco ambar no
qual foi encaminhado para a estufa para secagem a 40 °C. Depois de evaporado o
solvente, o frasco foi pesado e armazenado em geladeira convencional a— 18 °C para

posteriores analises. Na Figura 12 é mostrado o processo de extragao por ultrassom.

Figura 12 - Fotografia do
aparato utilizado para extracao

por ultrassom

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
4.5 Extragao com CO2 em estado supercritico

Para esta técnica, o equipamento de extragao utilizado foi o HPLC-SC da Jasco
Inc. Os experimentos foram realizados no Laboratério de Controle de processos e
Polimerizacao — LCP, da UFSC. A unidade de extracdo HPLC-SC esta representada
de acordo com Figura 13. Em A é mostrado o equipamento localizado no LCP e em B
€ representada a unidade de extragao supercritica, composta pelos reservatorios de

COz2 e cossolvente, trés bombas de alta pressédo, sendo B1 uma para o gas carbdnico,
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B2 é a bomba de cossolvente e B3 a bomba de eluente. O material a ser extraido &
alocado na capsula de extracdo E de volume interno de 0,010 L, que é inserida no
forno do equipamento. Para evitar que algum particulado danifique as linhas de
extragdes a capsula contém em sua saida um filtro de 10um. Além disso, equipamento
possui um detector de espectro UV-VIS. O equipamento possui uma interface de
comunicagao LC-net Il (Jasco Inc.) com um computador, no qual é operado por meio
do software ChromNAV,

Figura 13 — Unidade de extrag&o supercritica
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Fonte: Arauco (2013) (Adaptado).

Os ensaios de extracdo foram realizados sob diferentes condicbes
experimentais de presséao (P), temperatura (T) e quantidade de cossolvente utilizada
no processo (Cs), sendo possivel estudar o rendimento global de extracdo em
diferentes condigbes. Também foram determinadas as curvas de extragcdo e a

composicao do extrato de maior rendimento global.

4.5.1 Rendimento global da ESF-CO:2
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Inicialmente, foram realizados estudos preliminares com objetivo de se
determinar o rendimento global da extracdo sem a presenga de cossolvente. Para
isso, trés condi¢oes diferentes de temperatura e pressao foram avaliadas de acordo
com a Tabela 2. Esses estudos preliminares foram feitos em triplicata, numa vazao de

COz2 de 3 mL/min num tempo total de extragdo de 120 min.

Tabela 2 — Condigbes experimentais de

extracdo utilizando COz2 supercritico

Fatores
Presséao (bar) Temperatura (°C)
110 40
140 50
170 60

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Tomando os resultados obtidos nos testes anteriores, com objetivo se estudar
a influéncia da pressao, temperatura e presenca do etanol como cossolvente no
rendimento do processo de extragao, foi realizado um planejamento experimental
fatorial completo do tipo DCCR (Delineamento composto central rotacional). Através
deste planejamento experimental é possivel observar de forma estatisticamente
apurada como se dao as interagdes dos fatores analisados experimentalmente.

Esse planejamento consiste na combinagao de trés fatores (n =3) com niveis
e quatro repetigdes do ponto central, contabilizando um total de 18 experimentos. Na
Tabela 3 estdo descritos os fatores e niveis estudados (-a, -1, 0, +1, +a).

O valor de a foi calculado de acordo com a seguinte equagéo:
o= 2% (1)

o =2 =168 (2)
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Tabela 3 — Condigbes experimentais utilizadas no planejamento DCCR para trés fatores

Niveis
Fatores -a -1 0 +1 +a
p (bar) 80 110 140 170 200
T (°C) 34(1) 40 50 60 66
Cs (% massa de
cossolvente/massa 0 5 10 15 20

total de solvente)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
(1) A temperatura minima de 34 °C foi adotada para garantir a operagdo do processo com o CO2 em

estado supercritico.

Na Tabela 4 esta exposta a matriz de variaveis utilizada nos experimentos. A

abreviacao “cod” vem de codificado, as que foram calculadas.

Tabela 4 — Variaveis codificadas e reais utilizadas no

planejamento experimental DCCR

Ensaios Pcod Tcod Cscod Preal Treal Csreal
1 -1 -1 -1 110 40 5
2 1 -1 -1 170 40 5
3 -1 1 -1 110 60 5
4 1 1 -1 170 60 5
5 -1 -1 1 110 40 15
6 1 -1 1 170 40 15
7 -1 1 1 110 60 15
8 1 1 1 170 60 15
9 -1,68 0 0 80 50 10
10 1,68 0 0 200 50 10
11 0 -1,68 0 140 34 10
12 0 1,68 0 140 66 10
13 0 0 -1,68 140 50 0
14 0 0 1,68 140 50 20
15 0 0 0 140 50 10
16 0 0 0 140 50 10
17 0 0 0 140 50 10
18 0 0 0 140 50 10

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Foram utilizadas em média 3,730 g de folhas secas de Pereskia aculeata M. e

uma vazao de 3mL/min e um tempo de extragdo de 120 min. No decorrer da extragao,
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os extratos foram recolhidos em frascos ambar e posteriormente encaminhados para
secagem em estufa a 40 °C, com tempo de duragado variando para cada amostra.
Apbs completa evaporacdo do solvente (com excecdo da amostra com 0% de
cossolvente que nao foi levada a estufa) as amostras foram pesadas e armazenadas
sob refrigeracao para analises posteriores.

Todo o planejamento experimental fatorial completo DCCR, quanto demais
analises estatisticas tais como ANOVA e teste de Tukey com 90% de confianga foram
realizadas utilizando a software Statisica 13.0.

Para melhor compreensdo das relacbes das variaveis estudadas neste
trabalho, foram realizadas extra¢des adicionais com o objetivo de se construir graficos
para auxiliarem na avaliagao da relagao entre a temperatura e presséo do processo
de extracao das folhas de P. aculeata Mill. As condigbes estudadas estao listadas na
Tabela 5 a seguir. Os pontos extras foram feitos a uma concentracdo de 5% de
cossolvente em duplicata, aproveitando os pontos ja realizados no planejamento

experimental fatorial DCCR nessa mesma concentracao de cossolvente.

Tabela 5 — Condicbes de pressao e temperatura

utilizadas nos ensaios adicionais

Fatores a 5% de cossolvente

Presséao (bar) Temperatura (°C)
110 40
140 40
170 40
110 50
140 50
170 50
110 60
140 60
170 60

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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4.5.2 Curvas de extragcao

Para avaliar os efeitos cinéticos do processo de extragao, as curvas de extragao
foram construidas com os dados de massa extraida acumulada ao longo do tempo.
Para isso, os experimentos foram conduzidos nas condi¢gdes de maior rendimento
observadas no planejamento DCCR (140 bar, 50°C e 20% Cs), uma vazéo de
3 mL/min e num tempo total de 180 min. As massas de extrato foram coletadas em
tubos de ensaio previamente identificados e secos, distribuidos em 20 pontos durante
0 processo de extracdo. Apds a coleta, os frascos foram encaminhados para estufa a
40 °C para evaporacéao do cossolvente, tendo por fim sua massa do extrato aferida.

As curvas de extracao foram feitas com o auxilio do software Excel.

4.6 Analise da composicao dos extratos

Tanto os extratos de Pereskia aculeata M. obtidos no planejamento
experimental da extragdo com COz2 supercritico, quanto os oriundos dos processos de
baixa pressao foram caracterizados com a técnica de cromatografia gasosa acoplada
ao espectro de massa (GC-MS). Esses ensaios foram realizados na Central de
Andlises do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal de Santa Catarina.

O equipamento de GC-MS utilizado nas caracterizagdes € do tipo Aligent GC
7890A acoplado a um detector MS Aligent 5975C e a coluna caplilar utilizada Aligent
HP5M5 (30m de comprimento e espessura 25 uym) composta de silica fundida esta
conectada a um detector que opera no modo El a 70 eV.

A fim de se realizar uma identificacdo de substancias mais apurada, duas
metodologias de analise foram feitas, sob diferentes condi¢des. A primeira,
comumente utilizada para Oleos essenciais, € descrita por Adams (2017). A
temperatura do forno utilizada subiu gradualmente a 40°C durante 2 min, depois disso
numa taxa de 3°C/min a temperatura subiu até 145 °C e em seguida, numa taxa de
10 °C/min aqueceu até atingir a temperatura de 250 °C durante 10 min. A vazao do
gas de arraste (Hélio) foi de 1 mL/min. Ambas as temperaturas de injecao e interface
utilizadas foram de 250 °C, com uma relagao de divisao de 1:50, em modo split.
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A outra metodologia foi feita de acordo com Torres et al. (2022a), utilizada para
identificar compostos volateis de extratos de Pereskia aculeata Mill. Para isso, foi
empregada uma vazao de gas de arraste (He) de 0,8 mL/min, a temperatura do forno
foi programada para ser iniciada aos 60 °C e aquecido numa taxa de 10 °C/min até
atingir a temperatura de 325 °C, no qual foi mantida por 10 minutos. A injecao foi feita
em modo split numa relacdo de divisdo de 1:10 e fluxo de 8,4 mL/min em uma
temperatura de 250 °C.

Para ambas as metodologias, o volume de amostra injetado foi de 1 pL feitas
com o uso de um amostrador Aligent GC Sampler 80. Todos os compostos foram
identificados por meio da comparacdo dos espectros de massa obtidos com os

fornecidos pelo National Institute of Standards and Technology (NIST, 2011).
4.7 Calculo do Rendimento global de extracao
O rendimento global (R%) dos processos de extragdo por hidrodestilagao,

sohlet, ultrassom e com CO2 supercritico foi calculado de acordo com a seguinte

equacao:

No qual mextrato € @ massa de extrato seco ou do 6leo essencial € mrlhas @ Massa
de folhas secas de ora-pro-nobis utilizadas para cada processo de extragdo. No caso
da EFS, a mrihas € @ massa necessaria para preencher completamente a capsula de

extracao.

4.5 Atividade antioxidante

Para o célculo da atividade antioxidante, foi utilizada a técnica da redugao do
radical DPPH, juntamente com os extratos que apresentaram maior rendimento em
suas respectivas técnicas de extracdo. A metodologia foi adotada conforme Lima,
Ferreira e Block (2019) e Mensor et al. (2001) e consistiu reagir uma solugéo etandlica

de DPPH a 0,3 mM com os extratos de Pereskia aculeata M. nas concentracbes de
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500, 250, 125, 50 10 e 5 pg/mL durante 30 min ao abrigo da luz. Apos esse tempo, as
absorbancias das amostras foram lidas em um espectrofotémetro HITACHI U-1900.
Em posse das leituras das absorbancias (abs), foi calculada a porcentagem de

inibicado de acordo com a seguinte equacgao:

Absamostra - Absbranco (4)

AA(%) = 100 —
Abscontrole

A partir dos dados calculados acima, foi tracada uma reta AA(%) versus
concentragdo com o objetivo de se calcular ECso de cada amostra. Esse valor
representa a concentragcdo de extrato necessaria para reagir com 50% do radical
DPPH, sendo assim, valores de ECso mais baixos representam maiores atividades

antioxidantes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesse capitulo serdo expostos e discutidos os resultados obtidos nos
processos de caracterizagao do leito de particulas, rendimentos globais de extragéo a
baixa e alta presséo, identificagdo de substancias e atividade antioxidante dos
extratos. Serao discutidas as como e variaveis tipo de solvente, temperatura e pressao
influenciaram no rendimento global dos processos de extragdo estudados, na
composicao e atividade antioxidante dos extratos vegetais de Pereskia aculeata M.
Os rendimentos das técnicas de baixa e alta pressdo foram comparados entre si, além

disso foram avaliadas possiveis aplicacdes dos extratos obtidos.

5.1 Caracterizagao do leito de particulas

O estudo da caracterizagao do leito de particulas auxilia na compreensao dos
fendmenos de transferéncia de massa e na cinética dos processos de extracado. Com
0 uso da técnica de picnometria de gas hélio foi possivel se determinar as densidades
real (p,) e aparente (p,) e a porosidade (€) do leito de particulas composto por folhas
de Pereskia aculeata Miller. Além disso, o didmetro médio das particulas foi
determinado por meio de analise granulométrica.

Os resultados estao dispostos na Tabela 6 a seguir:

Tabela 6 — Parametros do leito fixo

Parametros
Diametro médio Densidade real Densidade aparente Porosidade
500 um pe =1,4370g/cm®*  p, = 0,2587 g/cm? e =0,8199

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

O diametro de particula definido para esse trabalho foi o correspondente a
fracao de folhas de ora-pro-nobis retidas entre as peneiras de 35 e 45 mesh. Particulas
com menor diametro favorecem o aumento do rendimento dos processos de extracao
pois quanto menor for o didmetro maior sera a area superficial disponivel para a

transferéncia de massa. No entanto, foi observado que a fragdo compreendida entre
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45 mesh (355 pm) e 60 mesh (255 ym) apresentou alto grau de compactagao no
interior da capsula de extragdo supercritica, causando um grande aumento gradativo
na pressao do sistema, impedindo que o fluxo de COz2 e etanol passe continuamente
pelo leito de particulas.

A porosidade do leito de particulas corresponde a quantidade de espacgos
vazios presentes no leito de particulas, isso significa dizer que ha 81,99% do volume
do leito é espaco vazio onde o CO2 em estado supercritico flui no decorrer do processo
de extragcdo. Esses parametros foram considerados constantes e igualmente validos
para todas técnicas de extracao estudadas.

Ndo se fez necessaria analise de umidade pois, as amostras foram

encaminhadas a estufa, no qual ocorreu a secagem do material antes da extragao.

5.2 Extracao por Hidrodestilagao

A extracao do 6leo essencial das folhas de Pereskia aculeatta Mill. foi realizada
utilizando a técnica tradicional de hidrodestilagdo em ftriplicada e apresentou um
rendimento em base seca de 0,024 % (+ 0,0002). E sabido que, principalmente se
tratando de folhas, os rendimentos de 6leos essenciais podem ser bem baixos para
varias espécies vegetais. No entanto, os valores obtidos estdo dentro dos tipicos para
essa espécie, que compreende de 0,02 a 0,03% de rendimento (SOUZA et al., 2014;
SOUZA et al., 2016)

As substancias e as respectivas areas relativas (em %) identificadas por GC-
MS estao dispostas na Tabela 7 de acordo com a metodologia proposta por Torres et
al. (2022a), e na Tabela 8 de acordo com Adams (2017).



72

Tabela 7 — Compostos volateis identificados no dleo essencial de Pereskia aculeata Miller
obtido por hidrodestilagdo de acordo com a metodologia proposta por Torres et al. (2022)
via GC-MS

Area
relativa

Tempo Eje Composto identificado Sinénimo
Retencao

31,8626 31,8626

16,5256 20,2214
15,8651 17,2508
15,0648 7,7178
17,6625 6,2003
6,5604  3,2422
17,491  2,0934
12,4227 1,8543
15,3379  1,2226
12,3084 1,1236
16,3351 0,8552
15,0077 0,5586
14,525  0,4627
18,3548 0,3686
11,0826  0,2537

9,12,15-Octadecatrienoic acid, ethyl ester,
(Z,2,2)-

Hexadecanoic acid, ethyl ester

Hexadecanoic acid, methyl ester
2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl-

Phytol

2,3-Dioxabicyclo[2.2.2]oct-5-ene
9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl ester

Propanoic acid, 2-methyl-, 1-(1,1-dimethylethyl)-
2-methyl-1,3-propanediyl ester

Phthalic acid, butyl 2-methylpent-3-yl ester
1H-Cycloprop[e]azulen-7-ol, decahydro-1,1,7-
trimethyl-4-methylene-, [1ar-
(1a.alpha.,4a.alpha.,7.beta.,7a.beta.,7b.alpha.)]-

Ethyl 9-hexadecenoate
Bicyclo[3.1.1]heptane-2-carboxaldehyde, 6,6-
dimethyl-

Tetradecanoic acid, ethyl ester

Octadecanoic acid, ethyl ester

Benzene, 1-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-4-methyl-

Linolenato de
etila

Palmitato de etila

Palmitato de
metila

Fitona
Fitol

Ascaridol

Acido
alfalinolénico
alfa-metilbutil
isobutirato

Acido ftalico, butil
2-metilpent-3-il
éster

Espatulenol
Etil-9-
hexadecanoato

Mytrenal
Miristato de etila
Estereato de etila
Benzeno-1-(1,5-

dimetil-4-
hexenil)-4-metil

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Tabela 8 — Compostos volateis identificados no 6leo essencial de Pereskia aculeata Miller
obtido por hidrodestilagdo de acordo com a metodologia proposta por Adam (2017) via GC-
MS

Tempo Eje Arga Composto identificado Sinénimo
Retencdo relativa
Biciclo [4.3.0] non-

Bicyclo[4.3.0]non-3-ene, 3,4-dimethyl-7-exo- 3-eno, 3,4-dimetil-

11,2431 0,521 methylene- 7-exo-metileno
1,3-Isobenzofurandione, 3a,4,7,7a-tetrahydro-, 1,3-
11,1249 0,5413 trans- isobenzofurandiona

1H-Cycloprop|[e]azulen-7-ol, decahydro-1,1,7-
trimethyl-4-methylene-, [1ar-
28,3565 0,1906 (1a.alpha.,4a.alpha.,7.beta.,7a.beta.,7b.alpha.)]- Espatulenol
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Foram identificados no total 18 compostos, sendo primeiramente 15, de acordo
com Torres (2021) e 3 de acordo com Adam (2017). Os compostos identificados que
apresentaram maior area relativa foram aqueles derivados de acidos organicos, o
Linonelato de etila (31,86%), Palmitato de etila (20,22%) e Palmitato de metila
(17,25%), fitona (7,72%) e fitol (6,20%).

Hosher (2019) identificou um total de 20 substancias no 6leo essencial de ora-
pro-nobis extraido por hidrodestilagdo. Os compostos majoritarios encontrados foram
acorona (20,2%) isotorquatona (19,87%), fitol (18,75%), 2-hexil-(E)-cinnamaldeido
(13,5%), (£)-3-hexenilsalicilato (11,83%), estearato de metila (9,35%) e acido linoleico
(8,25%).

Conforme destacado por Simdes et al. (2010), fatores como condi¢gdes de
cultivo e colheita, volume de chuvas, composi¢ao do solo, intensidade de luz, dentre
outros, podem afetar a composi¢ao dos 6leos essenciais. Além disso, de acordo com
Hoscher (2019) a composi¢ao também ¢ afetada pelo processo de secagem na qual

as folhas foram submetidas antes do processo de hidrodestilagao.
5.3 Técnicas de extragao sob baixa pressao
Os rendimentos dos processos de extracdo sob baixa pressao utilizando

solventes de polaridades distintas foram calculados e as médias encontradas estao

expostas na Tabela 9:
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Tabela 9 — Rendimento massico global das extragcdes sob baixa

pressao das folhas de Pereskia aculeata Mill.

Técnica de extragdo Solvente Rendimento (%) " IP@
Soxhlet Etanol 9,712+ 0,32 5,2
Soxhlet Hexano 1,58 + 0,47 0
Ultrassom Etanol 3,01¢+ 0,18 5,2
Ultrassom Hexano 2,47° £ 0,20 0

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
() Resultados expressos em média = desvio padrdo. Letras iguais mostram que ndo ha
diferencga significativa das médias para o teste de Tukey (p > 0,05).

@ indice de polaridade do solvente.

Avaliando o uso do etanol como solvente, é possivel observar na Tabela 9 que
a técnica de soxhlet apresentou um rendimento global médio estatisticamente
diferente e maior do que o encontrado com o método de ultrassom, 9,71% e 3,01%
respectivamente. Isso pode ser explicado devido as condi¢gdes na qual o soxhlet
opera, pois essa técnica trabalha na temperatura de ebuligdo do solvente, levando a
reducao da viscosidade e tensado superficial do sistema quando comparada com
temperaturas mais baixas, tipicas utilizadas na extragdo por ultrassom, propiciando
condigdes mais favoraveis para que o solvente adentre o interior da matriz vegetal e
realize uma maior solubilizacdo das substancias. Além disso, o longo tempo de
extracdo e o reciclo de solvente também sao fatores que contribuem para maiores
rendimentos (MEZZOMO et al., 2010; MARKOM et al., 2007).

Para o uso do hexano, solvente de menor polaridade, foi observado um maior
rendimento global médio de extragdo estatisticamente diferente para a técnica de
ultrassom (2,47%) quando comparada com o soxhlet (1,58%). Essa diferenga pode
ser justificada elo fato do fenbmeno de cavitagdo, provocado pela formacado das
microbolhas ocasionadas pelo ultrassom, aumenta a polaridade do solvente
empregado durante o processo de extragdo. Além disso, ha um aumento da
permeabilidade do solvente na parede celular da matriz vegetal acarretado pelo
afastamento e aproximagao repetida das moléculas do sistema ocasionada pelas

ondas sonoras durante o processo de extracdo. Sendo assim, o solvente com baixa
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polaridade favoreceu a solubilizagdo de substancias para a técnica de extracédo por
ultrassom (LAURENTINO, 2020), ndo apresentando diferenga estatistica em relagao
ao uso do etanol.

Para a técnica de ultrassom, ndo houve diferenga estatistica significativa entre
os rendimentos obtidos ao se utilizar o etanol e 0 hexano como solventes. O aumento
da polaridade do sistema que o processo de ultrassom promove aumenta a
capacidade de solubilizagédo do hexano, e uma vez que o0 processo atua em baixas
temperaturas, ha um aumento na densidade dos solventes e consequente diminuigao
do poder de solvatagao, fatores que podem contribuir para valores de rendimentos
equiparaveis entre si.

Nota-se que o rendimento dos processos é favorecido quando a polaridade do
solvente € maior ou aumentada pelo fendmeno da cavitagdo (para a técnica de
ultrassom). Torres et al. (2022a), observaram maiores rendimentos em solventes de
maior polaridade, no qual obtiveram um valor cerca de trés vezes maior, quando o
solvente utilizado na extragdo soxhlet foi o etanol (15,08%) em relagdo ao hexano
(4,66%). Tais resultados apontam para uma maior quantidade de substancias polares
presentes nas folhas de Pereskia aculeata Mill.

Os valores de rendimento para o processo Soxhlet encontrados por Torres et
al. (2022a) foram superiores aos obtidos neste trabalho, pois o tempo de extragao
utilizado foi de 6 h e razdo de massa de amostra/solvente 1:30. Neste utilizou-se um
tempo de extracao foi de 5 h e uma razédo de 1:50. Além disso, as matérias-primas
foram cultivadas, obtidas e processadas em condi¢cbes diferentes. De acordo com
Rodrigues et al. (2011) fatores como métodos de cultivo, condigcdes meteoroldgicas,
praticas pds-colheita e processamento apresentam influencia tanto na composigao
quanto no rendimento de extratos vegetais.

Os compostos volateis identificados estao dispostos nas Tabelas 10, 11,12, 13
e 14. Tanto para as técnicas de baixa pressdo quanto para a extracdo com CO:
supercritico (a ser explorado no item 5.4.4) foi observado uma baixa deteccao de
substancias, sendo testada duas metodologias para a técnica de GC-MS. A baixa
deteccao de substancias estad provavelmente relacionada a presenca de ceras e
compostos de alto peso molecular nos extratos, por possuirem tempos de retencéo

molecular maiores do que os estudados nas técnicas citadas anteriormente. Utilizando
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propano e CO2 em estado supercritico como técnica de extragdo, Corréa (2016)
observou o mesmo fenbmeno ao analisar os extratos da inflorescéncia de banana
(Musa paradisiaca).

Para a técnica de soxhlet, somente os extratos em hexano apresentaram uma
quantidade detectavel de substancias, num total de 14 substancias, sendo os
compostos com maior area relativa 3-metil-2-ciclopentanona (11,35%), 2,3-Dimetil-
1,4-pentadieno (3,60%) e 3-metilpenta-1,4-dieno-3-ol (1,54%); ascaridol (3,63%),
palmitato de metila (2,90%) e palmitato de etila (1,42%). Nao foram encontrados
compostos detectaveis para as técnicas de soxhlet utilizando etanol como solvente
por GC-MS. Esse comportamento também foi observado por Torres et al. (2021) no
qual 11 substancias foram identificadas apenas para as extragbes realizadas
utilizando solventes de baixa polaridade (CO2 e hexano). Para a técnica de soxhlet
utilizando hexano como solvente os autores identificaram 10 compostos, sendo os
majoritarios o y-Sitosterol (6,98%), vitamina E (4,37%), Lupeol (3,09%), 2,4-Di-tert-
butylphenol (1,62%), esqualeno (1,48%), campesterol (1,00%).

Foram realizadas busca por titulo das seguintes palavras-chave: ultrasound,
extraction, pereskia aculeata, ora-pro-nobis, extracao, ultrassom no periodo de 2000
a 2022 nas bases de dados Periddicos Capes (2022), Springer (2022), Science Direct
(2022), PubMed (2022) e Google Académico (2022), e dentro destas buscas nao
foram encontrados estudos do rendimento e composi¢cao dos extratos vegetais de
Pereskia aculeata Mill. utilizando a técnica de ultrassom para fins de comparagéo. No
presente trabalho, conforme mostrado nas Tabelas 12, 13 e 14 foram encontradas 12
substancias nos extratos em etanol e 19 para os extratos em hexano. Os compostos
identificados que apresentaram picos de maior area relativa foram o 2-tetradeceno
(26,35%), 1-hexadeceno (19,93%), 1-dodeceno (16,96%), esqualeno (13,34%), 3-
octadeceno (8,24%) e fitol (5,86%) para o etanol como solvente e 3-metil-2-
ciclopenten-1-ona (8,16%), 1,2,3-trimetilbenzeno (7,13%), ascaridol (5,43%),
palmitato de metila (3,46%), octadecano (2,45%), Acido oxalico, éster de isobutil
tetradecil (2,20%), Z-14-Nonacosano (1,57%) e palmitato de etila (1,50%).

Cruz (2016) avaliou a composigdo dos extratos de sementes de Butia
catarinesis obtidos por ultrassom e encontrou como compostos majoritarios

metilciclopentano (4,01%), 2,24,6,6 pentametilheptano (1,03%), octanoato de prata
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(0,85%) e acido cinédmico (0,25%) no extrato hexanicos e acido cinamico, p-

(trimetilsiloxi), metil éster (25,85%), acido cinéamico, m-(trimetilsiloxi), metil éster
(8,86%), acido caprilico (1,61%) e octanoato de prata (0,88%).

Tabela 10 - Compostos volateis identificados no extrato de Pereskia aculeata Miller obtido

por Soxhlet/hexano de acordo com a metodologia proposta por Torres et al. (2022) via

GC-MS
-Ir?eerpeaoggs Area relativa Composto identificado Sindénimo
6,6047 3,6269 2,3- Ascaridol
Dioxabicyclo[2.2.2]oct-5-ene
15,8649 2,9034 Hexadecanoic acid, Palmitato de metila
methyl ester
16,5254 1,417 Hexadecanoic acid, ethyl Palmitato de etila
ester
17,764 0,4867 Heptadecanoic acid, 16- Isostearato de

methyl-, methyl ester

metila

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

() Metodologia de andlise via GC-MS feita de acordo com as condigbes propostas por Torres et al. (2022a).

Tabela 11 - Compostos volateis identificados no extrato de Pereskia aculeata Miller obtido

por Soxhlet/hexano de acordo com a metodologia proposta por Adam (2017) via GC-MS

(Continua)

Tempode Area

Retencdo relativa Composto identificado

Sinbnimo

40,1305 11,3497 2-Cyclopenten-1-one,
3-methyl
7,1539 3,6008 2,3-Dimethyl-1,4-
pentadiene
5,232 1,56392 3-Methylpenta-1,4-
diene-3-ol
12,0266 0,3281 1-Penten-3-yne, 2-

methyl-

3-metil-2-ciclopentenona

2,3-Dimetil-1,4-pentadieno

3-metilpenta-1,4-dieno-3-ol

1-Penten-3-ine, 2-metil
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(final)
Tempo de Area
Composto identificado Sinénimo
Retencao relativa
40,6979 0,2287 Hexadecanoic acid, Palmitato de metila
methyl ester
19,7581 0,1307 6,8-Nonadien-2-one 6,8-Nonadien-2-ona
42,865 0,0762 Hexadecanoic acid, Palmitato de etila
ethyl ester
25,6114 0,0627 2-Piperidinone, N-[4- 1- (4-bromobuitil) piperidin-
bromo-n-butyl]- 2-ona
11,0284 0,0248 3- 3-Oxabicyclo[3.3.0]octan-2-

Oxabicyclo[3.3.0]octan-2-one,
4-methoxy-6-methylene-,

trans-

one, 4-methoxy-6-methylene-,

trans-

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Tabela 12 - Compostos volateis identificados no extrato de Pereskia aculeata Miller obtido por

Ultrassom/etanol de acordo com a metodologia proposta por Adam (2017) via GC-MS

(Continua)

Tempo 96 Arga Composto identificado Sindnimo
Retencéo relativa

21,3823 26,3485 2-Tetradecene, (E) 2-tetradeceno

29,197 19,9295 Cetene 1-Hexadeceno

13,2262 16,958 1-Dodecene 1-dodeceno
55,3422 13,3445 Squalene Esqualeno

36,355 8,2441 3-Octadecene, (E)- 3-octadeceno
46,4593 5,8604 Phytol Fitol

27,3889 3,2431 Benzene, 2,4-difluoro- 2,4-Difluorophenyl

1-isocyanato-

isocyanate



79

(Final)
Tempo de Area o o
Composto identificado Sinénimo
Retencao relativa
42,8913 3,2355 3-Eicosene, (E)- 3-eicoseno
26,1061 2,0119 Phenol, 2,4-bis(1,1- (3,5-ditert-butilfenoxi) -
dimethylethyl)- trimetilsilano
49,9223 0,5293 Tritetracontane Tritetracontano
58,8577 0,2357 Eicosane Eicosano
49,9486 0,0594 Hexatriacontane Hexatriacontano

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Tabela 13 - Compostos volateis identificados no extrato de Pereskia aculeata Miller obtido por

Ultrassom/hexano de acordo com a metodologia proposta por Torres et al. (2022) via GC-MS

Tempode Area

Retencdo  relativa Composto identificado Sinénimo
6,5921 5,4286 2,3- Ascaridol
Dioxabicyclo[2.2.2]oct-5-ene
15,8714 3,4618 Hexadecanoic acid, Palmitato de metila
methyl ester
3,6548 2,4472 Octadecane Octadecano
8,4086 2,1983 Oxalic acid, isobutyl Acido oxalico, éster de
tetradecyl ester isobutil tetradecil
8,3006 1,5722 Z-14-Nonacosane Z-14-Nonacosano
16,5319 1,5052 Hexadecanoic acid, Palmitato de etila
ethyl ester
5,4171 1,0256 Benzene, 1,3-diethyl- 1,3-dietilbenzeno
9,5836 0,4333 9-Methyl-Z-10- [(Z) -9-metiltetradec-10-enil]
tetradecen-1-ol acetate acetato
13,515 0,3619 Eicosane Eicosano

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Tabela 14 - Compostos volateis identificados no extrato de Pereskia aculeata Miller obtido por

Ultrassom/hexano de acordo com a metodologia proposta por Adam (2017) via GC-MS

Tempode Area

Retencdo  relativa Composto identificado

Sin6nimo

5,5167 8,1656 2-Cyclopenten-1-one,
3-methyl-

6,4755 7,1297 Benzene, 1,2,3-
trimethyl-

3,6473 0,7449 Furan, 2,5-dihydro-2,5-
dimethyl-

11,2562 0,4688 cis-8-Methyl-

bicyclo(4,3,0)non-3,7-diene
11,1205 0,4038 3-

Oxabicyclo[3.3.0]octan-2-one,

4-methoxy-6-methylene-,

trans-
12,0311 0,2926 3-Cyclohexen-1-ol
40,7024 0,1057 Pentadecanoic acid,
14-methyl-, methyl ester
25,4408 0,0676 Hentriacontane
16,7768 0,0641 Tetratetracontane

1-Penten-3-yne, 2-
11,0067 0,028 methyl-

3-metil-2-ciclopenten-1-ona

1,2,3 - trimetilbenzeno

2,5-Dimetil-2,5-
dihidrofurano
cis-8-Metil-biciclo (4,3,0)
non 3,7-dieno
3-Oxabicyclo[3.3.0]octan-2-
one, 4-methoxy-6-methylene-,

trans-

3-ciclohexen-1-ol

Acido isopalmitico

Hentriacontano

Tetratetracontano

2-Metil-1-penten-3-ino

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Alguns dos compostos maijoritarios identificados neste trabalho se destacam

por possuirem aplicagdes bioldgicas e/ou comerciais relevantes, conforme verificadas

na literatura disponivel. O composto 3-metil-2-ciclopentanona € uma cetona ciclica,

identificada em alguns alimentos, tais como o funcho (Foeniculum Vulgare Var.) e café

(Coffea arabica). Possui sabor adocicado, frutado e gorduroso, tornando seu uso
relevante como aromatizante e flavorizante (ESQUIVEL-FERRINO et al., 2012;
AYSELI; KELEBEK; SELI, 2021). Além disso, é utilizado como matéria-prima para
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sintese de outras substancias de origem natural, tais como jasmindides, muscona,
prostanoides e cortisona (REN et al., 2016). Esse composto foi identificado tanto para
a extracao soxhlet (hexano) quanto para ultrassom (etanol).

O ascaridol € um monoterpeno amplamente estudado por sua atividade anti-
helmintica (RIBEIRO, et al., 2020). Essa substancia é encontrada como composto
majoritario nos Oleos essenciais das plantas do género Chenopodium, tendo o
mastruz (Chenopodium ambrosioides), uma das principais plantas de uso popular
para o tratamento de verminoses, com 49,77% do ascaridol na composi¢cao do OE
conforme identificado por Degenhardt et al. (2016). E relevante ressaltar que esse
composto foi encontrado como majoritario em ambas as extragdes a baixa presséo,
utilizando o hexano como solvente.

Os ésteres metilico e etilico do acido hexadecandico foram identificados nos
extratos obtidos com o soxhlet e ultrassom, no qual o hexano foi utilizado como
solvente. S&o substancias com alto grau de hidrofobicidade derivadas do acido
palmitico, obtidas a partir de uma reacdo de esterificagdo. Essas substancias
possuem uma vasta atividade biologica e seus usos vém sido estudados largamente
nos ultimos anos. Saeed et al. (2012) destacam a capacidade anti-inflamatoria destes
compostos. Em seus estudos os autores observaram a redugdo de edemas nas patas
e orelhas em ratos wistar de sob diferentes condicbes experimentais. Foi observada
atividade acaricida tanto para o palmitato de etila conforme verificado por Bu et al.
(2012) quanto para o éster metilico, de acordo com Wang et al. (2009). Shaaban,
Ghaly e Fahmi (2021) constataram a eficacia do éster metilico do acido hexadecanoico
na inibicdo de bactérias Staphylococcus aureus W35, Pseudomonas aeruginosa D31,
Klebsiella pneumoniae DF30, e K. pneumoniae B40 multiresistentes a antibidticos.

Os hidrocarbonetos de cadeia longa 2-tetradeceno, 1-hexadeceno, 1-dodeceno
identificados, obtidos com ultrassom utilizando etanol como solvente, também foram
identificados em diversos extratos vegetais e apresentaram atividades biolégicas
relevantes. Tiloke et al. (2018) relataram a presenca de 2-tetradeceno em sementes
de Moringa olifera, e que este composto esta associado a atividade anticancerigena
no qual essa planta apresenta. Dentre os compostos majoritarios identificados no éleo
essencial de Osmunda regalis por Bouazzi et al. (2018) foi observada a presencga do

1-hexadeceno e 1-dodeceno. Os autores cultivaram células epiteliais humanas e as
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infectaram com o virus Coxsackie, e observaram atividade antiviral para os cultivos
feitos na presencga do 6leo essencial de O. regalis, tendo este como promissor agente
antiviral.

O esqualeno é um triterpeno linear encontrado em organismos superiores.
Pode ser encontrado em diversos vegetais, destacam-se o amaranto, oleo de oliva e
soja, arroz, germe de trigo e amendoim. De acordo com a literatura, possui diversos
beneficios a saude humana, sendo comprovada sua acgado quimioprotetiva e
quimioterapica, inibindo o crescimento de células tumorais de pulmao, pele, mama e
célon (LOZANO-GRANDE et al, 2018; GUNES, 2013.). Latief et al. (2020)
identificaram esqualeno como composto majoritario dos extratos de Abroma augusta,
obtidos pela maceragao com os solventes hexano, acetato de etila e metanol, tendo
este ultimo apresentado maior rendimento (1,66%). Os autores também isolaram o
composto do extrato metandlico e, juntamente com o extrato bruto, testaram a
capacidade anti-inflamatéria de ambos. Foi observada uma reducao de 33 e 30% nos
edemas provocados nas patas de ratos wistar para o uso do extrato bruto e do
esqualeno isolado, indicando uma grande capacidade anti-inflamatéria.

Dentre as técnicas de baixa pressao estudadas neste trabalho, pode se
observar que uso do hexano como solvente, apesar de apresentar rendimentos
estatisticamente menores quando comparados com o etanol, se mostrou menos
seletivo na extragdo de substancias volateis. Por outro lado, o etanol apresentou
maiores rendimentos e uma maior seletividade dos compostos extraidos, se
mostrando o solvente estudado mais adequado para utilizagcdo como cossolvente na

técnica de extragdo com CO2 em estado supercritico.
5.4 Extragao por CO2 em estado supercritico
5.4.1 Rendimento do processo
Foram realizados testes preliminares com objetivo de se verificar o rendimento

global da extragcado de substancias bioativas das folhas de Pereskia aculeata Mill.

utilizando CO2 em estado supercritico. Foram avaliadas trés condigcbes diferentes de
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temperatura e pressao. Os resultados estao expressos de acordo com a Figura 14 a
sequir:

Figura 14 — Rendimento global de extracdo das folhas de Pereskia aculeata Mill.
utilizando COz2 supercritico sem o uso de cossolvente sob diferentes condi¢gdes de
temperatura e pressdo. ()
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
(™ As letras sobrescritas diferentes significam que as médias obtidas se diferem estatisticamente de

acordo com o teste de Tukey com significancia de 95%.

De acordo com a Figura 13, pode-se observar que o rendimento do processo
de extracao é favorecido pelo aumento da pressao da temperatura e pressao. Torres
et al. (2021) encontram rendimentos de 1,78% (+ 0,08), 1,69% (+ 0,01) e 1,68% (*
0,11) para as respectivas temperaturas de 40, 50 e 60 °C, ndo apresentando
diferengcas estatisticamente significativas entre as médias dos rendimentos
encontrados. Os valores de rendimento global de extragao encontrados neste trabalho
sdo inferiores aos relatados anteriormente, uma vez que a pressao utilizada por Torres
et al. (2021) foi de 250 bar (25 MPa). Estes resultados indicam que maiores pressdes

contribuem para maiores rendimentos globais de extragéo.
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Perante os bons resultados obtidos na utilizagdo do etanol como solvente nas
extracdes sob baixa presséo, os efeitos do seu uso como cossolvente no processo de
extragao de biocompostos das folhas de Pereskia aculeata Mill. com o gas carbonico
em estado supercritico foi avaliado de acordo com o planejamento experimental
fatorial DCCR. Os valores dos rendimentos obtidos estdao expostos na Tabela 15 a

seqguir:

Tabela 15 — Rendimento global obtido pelo
planejamento experimental DCCR para
folhas de Pereskia aculeta Mill. obtidos por
extragcdo com CO2 supercritico com etanol

como cossolvente

Ensaios Preal Treal Csreal R (%)

1 110 40 5 0,613
2 170 40 5 1,220
3 110 60 5 1,100
4 170 60 5 1,813
5 110 40 15 2,976
6 170 40 15 2,776
7 110 60 15 3,032
8 170 60 15 3,562
9 80 50 10 2,456
10 200 50 10 2,988
11 140 36 10 2,755
12 140 64 10 2,743
13 140 50 0 0,386
14 140 50 20 3,834
15 140 50 10 2,366
16 140 50 10 2,501
17 140 50 10 2,774
18 140 50 10 2,828

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Conforme observado na Tabela 15, o maior rendimento encontrado foi de
3,834% nas condicdes de 140 bar, 50 °C e 20% de cossolvente e 0 menor rendimento
foi aquele no qual ndo se usou cossolvente, 0,386% para as condigdes de 140 bar e
50 °C. Foram realizadas busca por titulo das seguintes palavras-chave: supercritical

fluid extraction, supercritical CO2, cossolvente, etanol, pereskia aculeata, ora-pro-
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nobis, extragcdo supercritica, extracdo CO2 supercritico, cossolvente e etanol no
periodo de 2000 a 2022 nas bases de dados Periddicos Capes (2022), Springer
(2022), Science Direct (2022), PubMed (2022) e Google Académico (2022), e nao
foram encontrados estudos na literatura que utilizassem o etanol como cossolvente
no processo de extragdo de biomoléculas de Pereskia aculeata Miller com gas
carbdnico em estado supercritico para fins de comparagéo.

A partir dos dados expostos € possivel observar a influéncia da presenga do
cossolvente no aumento do rendimento global das extragdes. Na Figura 15 ilustra-se

a relagao da porcentagem de cossolvente com o rendimento global das extragdes.

Figura 15 — Relacao entre o rendimento global da extragao frente a concentragao de
cossolvente no processo de extragao com CO:2 supercritico de folhas de Pereskia

aculeata Mill.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Tomando as condi¢des centrais do planejamento experimental (140 bar e
50 °C) da Figura 14, pode-se observar que o aumento do rendimento global de
extracao ocorre com o aumento da concentragcdo de cossolvente no processo,
obtendo valores de 0,386%; 2,366% e 3,834% para 0%, 10% e 20% de cossolvente.
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Pode-se observar um aumento relativo de 10 vezes quando comparada a menor e
maior concentracao de etanol utilizado. Devido ao carater apolar que o CO2 possui ha
apenas uma solubilizagcdo de substancias igualmente apolares, e ao se adicionar
etanol ao processo uma série de substancias de carater polar também sao
solubilizadas, ocasionando o aumento no numero de substancias extraidas e o
respectivo aumento no rendimento do processo.

As Figuras 16 e 17 a ilustram relagao entre a concentracao de cossolvente com

a pressao e temperatura frente ao rendimento do processo.

Figura 16 — Graficos de linhas de contorno (A) e superficie de resposta (B) do rendimento
global de extragao supercritica das folhas de Pereskia aculeata Mill: Temperatura em fungao

da concentragao do cossolvente
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Figura 17 — Graficos de linhas de contorno (A) e superficie de resposta (B) do rendimento global
de extracao supercritica das folhas de Pereskia aculeata Mill: Pressao em fung¢ao da concentragao

do cossolvente
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Os graficos expostos na Figuras 16 mostra que o aumento da temperatura em
funcdo do aumento da concentracdo do cossolvente resulta em maiores valores do
rendimento do processo de extracdo. No entanto, em baixas concentragcdes de
cossolvente o aumento da temperatura nao resulta em um aumento significativo do
rendimento global. De acordo com o grafico da Figura 17 maiores resultados de
rendimento podem ser obtidos em menores faixas de presséo. Os graficos das Figuras
16 e 17 mostram que o rendimento do processo é favorecido quando a concentragcao
de cossolvente utilizada no processo € superior a 10%.

Diversos autores também obtiverem resultados satisfatérios ao utilizarem o
etanol como cossolvente no processo extracdo com CO:2 supercritico. Dentre eles,
Cristofoli (2017) relatou um aumento de 13,8 vezes no rendimento do processo de
extragcdo quando se adicionou 7,5% de etanol ao processo, quando comparado com
o rendimento utilizando apenas CO2 puro. Frohlich et al. (2018) obtiveram um
rendimento de 0,92% no processo de extragao de folhas de Syzygium aromaticum ao
utilizarem apenas CO2 no processo, com a adi¢cao de 25% de cossolvente este valor
aumentou para 1,33%. Pimentel et al. (2013) avaliaram o etanol e o metanol como
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cossolventes no processo de extracao supercritico de folhas de Piper piscatoru e
observaram que o maior rendimento do processo ocorreu quando se utilizou o etanol
como cossolvente.

Pode-se observar na Figura 18 as isotermas do rendimento do processo,

construidas nas temperaturas de 40, 50 e 60 °C e pressao de 110, 140 e 170 bar.

Figura 18 — Isotermas de rendimento do processo de extragdo com CO:

supercritico das folhas de Pereskia aculeata Mill. com 5% de cossolvente
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Conforme a Figura 17 acima, pode-se perceber que para uma mesma faixa de
temperatura constante, o aumento da pressido do sistema promove maiores
rendimentos. Isso pode ser explicado, pois, conforme dito anteriormente, ao se elevar
a pressao ocorre uma elevacao da densidade do fluido supercritico e consequente
aumento no poder de solvatagao do fluido, no qual observa-se que o rendimento do
processo a temperatura constante de 40 °C praticamente dobrou, aumentando de
0,613% para 1,22% quando elevada a pressao de 110 bar para 170 bar.

De acordo com Bruner (1994), a diminuigdo da temperatura do sistema
proporciona 0 aumento da pressdo de vapor e da densidade do solvente. Sendo
assim, o processo tende a apresentar maiores rendimentos em menores
temperaturas, pois o poder de solvatagao é favorecido nesta situacdo. Este efeito

pode ser observado neste processo, conforme exposto na Tabela 15, na condi¢ao de
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36 °C, 140 bar e 10% cossolvente, obteve-se um rendimento de 2,755% e para a
mesma faixa de pressao e concentragao de cossolvente, as temperaturas de 50 e 66
°C apresentaram rendimentos de 2,387% e 2,743%, respectivamente. Este fenbmeno
também pode ser observado com o auxilio das isotermas representadas na Figura 17,
no qual o rendimento do processo a 50 °C se manteve superior a temperatura de 60
°C nas pressoes de 110 e 140 bar. Para esses casos o efeito da pressao de vapor é
dominante no processo de extragao.

Ainda analisando as curvas da Figura 17, percebe-se uma inversao nas
isotermas de 50 e 60 °C, a partir da pressao de 140 bar. Esse fenbmeno é conhecido
como retrogradagao, e implica na mudanga do efeito dominante do processo. Neste
caso, a elevacao da pressao, que ocasiona um aumento na densidade do solvente,
passa a ser dominante no processo, apresentando maiores valores de rendimento,
enquanto o efeito da pressdo de vapor do solvente ja ndo se faz tdo relevante ao
processo (BRUNER, 1994). De acordo com a Tabela 15, na mesma faixa de 50 °C e
10% de cossolvente observa-se uma diminuicdo do rendimento de 2,456% para
2,366% ao elevar a pressao de 80 bar para 140 bar, e ao continuar a elevar a presséo
para 200 bar o rendimento voltou a crescer, apresentando um valor de 2,988%,
indicando a predominancia do efeito da massa especifica do CO2 no processo.

Os graficos expostos na Figura 19 a ilustram com precisao este fendbmeno, no
qual pode se observar uma inversdo no rendimento do processo quando este atinge
uma pressao circundante a 140 bar e temperatura de 50 °C, evidenciando mais uma

vez o fenbmeno da retrogradagao do processo.
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Figura 19 — Graficos de linhas de contorno (A) e superficie de resposta (B) do rendimento global de
extracao supercritica das folhas de Pereskia aculeata Mill: Temperatura em fung¢ao pressao.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Beneli (2010) relatou a inversao das isotermas a 40 e 50 °C na faixa de presséo
de 140 a 150 bar ao estudar a extracdo de biomoléculas presentes na casca de laranja
(Citrus sinesis L. Osbeck) em meio supercritico. A autora pontuou uma diminui¢cédo do
rendimento quando ha ocorre um aumento na temperatura de 40 para 50°C abaixo do
ponto de inversao das isotermas, de 1,66% para 0,84%. Além disso, também observou
que o aumento da temperatura relatado acima de 150 bar promoveu um aumento no
rendimento do processo, evidenciando o efeito dominante da pressao de vapor acima
desta pressdo. A inversdo das isotermas do processo de extracdo supercritica da
Cordia verbenacea (erva baleeira) estudadas a 30, 40 e 50 °C também foi relatada
por Michielin et al. (2009) na faixa de pressdo que compreende 14 e 15 MPa.

A curva do grafico da Figura 19 mostrou que R cresce a medida que se afasta
das condi¢des centras de temperatura (50 °C) e pressao (140 bar), isso resultou numa
curva de superficie do tipo cela, evidenciando-se dois pontos de R maximo locais. O
primeiro em temperaturas e pressées mais baixas, em que o efeito da pressado de

vapor é mais evidenciado e um segundo em temperaturas e pressdes elevadas, no
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qual o aumento da densidade do solvente € o efeito responsavel por valores mais

elevados do rendimento. No entanto, vale ressaltar que temperaturas e pressoes

inferiores a 31,1 °C e 73,8 bar estdo fora da faixa supercritica do gas carbénico,

tornando inviavel a operagcdo do processo abaixo deste ponto, indicando assim

condi¢cdes de operacdo mais favoraveis em temperaturas e pressdes elevadas.

5.4.2 Analise estatistica

Os resultados analise de variancia ANOVA realizada para os dados de

rendimento do processo de extragdo supercritica das folhas de ora-pro-nobis de

acordo com o planejamento experimental DCCR estao descritos na Tabela 16.

Tabela 16 — Analise ANOVA para o rendimento do processo de extragcado supercritica

das folhas de Pereskia aculeata Mill.

Fatores (") sSQ@  GL® QM@ Fcal P R2,(®)
(1) p (L) 0,00879 1 0,00879 0,1804 0,699616 0,92601 0,84277
p (Q) 0,03033 1 0,03033 0,6226  0,487706
(2) T (L) 0,04451 1 0,04451 0,9137  0,409655
T(Q) 0,00016 1 0,00016 0,0033  0,957501
(3) %Cs (L) 11,3072 1 11,30725 232,1094 0,000614
%Cs (Q) 0,57926 1 0,57926 11,8908 0,040987
1L x2L 0,17102 1 0,17102 3,5107  0,157677
1L x 3L 0,22515 1 0,22515 46218  0,120725
2L x3L 0,17752 1 0,17752 3,6440 0,152286
Falta de
ajuste 0,85738 5 0,17148 3,5200 0,164621
Erropuro  0,14615 3 0,04872
Total SQ 19,9632 g

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

(1) p: presséao; T: temperatura; Cs: concentragao de cossolvente.

(2) SQ: Soma dos quadrados.

(3) GL: Graus de liberdade.
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(4) QM: Quadrado médio.
(5) R% Coeficiente de determinacao = SQr/SQT.
(6) R24: R? ajustado.

Os valores em negrito representam significancia estatistica, com p <0,1. Pode
ser observado que a concentracdo de cossolvente foi o fator que apresentou
significancia estatistica nos modelos linear e quadratico. Isso mostra que essa variavel
contribuiu com mais de 90% do aumento do rendimento global do processo. Esses
resultados mostram que o uso do etanol como cossolvente na ESF-CO2 favoreceu o
aumento do rendimento global do processo. A influéncia da varavel cossolvente

também pode ser verificada na Figura 20.

Figura 20 — Grafico de Pareto: influéncia das variaveis estudadas no rendimento

do processo de extracio supercritica das folhas de Pereskia aculeata Mill.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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O modelo matematico obtido para a concentracao de cossolvente esta descrito

na equacao:

—0,159056x% + 0,710801x + 2,620296 = 0 (5)

De acordo com o valor de encontrado de R? e R?, pode se inferir que 92,6%
(para o modelo de regressao linear) e 84,3% (para o modelo de regressao multipla)
do aumento do rendimento € explicado pela variagado da concentracdo do cossolvente

no processo. Na Tabela 17 € mostrado os coeficientes de regressao encontrados.

Tabela 17 — Coeficientes de regressédo para a os valores do rendimento global da

extracdo supercritica de folhas de Pereskia aculeata Miller

Coeficiente
Erro
Fatores (1) de R t(4) P -90% +90%
B padréo

regressao
Média 2,620296 0,110353 23,74467 0,000164 2,360595 2,879997
(1) T (L) 0,054312 0,127857 0,42479 0,699616 -0,246581 0,355206
T(Q) -0,130710 0,165660 -0,78902 0,487706 -0,520568 0,259148
(2)p (L) 0,105488 0,110358 0,95587 0,409655 -0,154224 0,365199
p (Q) -0,005337 0,092252 -0,05786 0,957501 -0,222439 0,211764
(3) %Cs (L) 1,681313 0,110358 15,23514 0,000614 1,421601 1,941024
%Cs (Q) -0,318112 0,092252 -3,44831 0,040987 -0,535214 -0,101011
1Lx2L 0,292425 0,156069 1,87369 0,157677 -0,074862 0,659712
1L x 3L 0,335525 0,156069 2,14985 0,120725 -0,031762 0,702812
2L x3L -0,297925 0,156069 -1,90893 0,152286 -0,665212 0,069362

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

() P: presséo; T: temperatura; Cs: concentragio de cossolvente.

Os dados expostos na Tabela 17 a sdo referentes aos coeficientes de
regressao preditivos linear (L) e quadratico (Q) do rendimento global da extragao
supercritica das folhas de P. aculeata Mill. em fungcdo das variaveis pressao,
temperatura (T) e concentracao (T) de cossolvente (%Cs). Os valores expostos em

negrito apresentaram significancia estatistica maior que 90% (p < 0,10). A variavel
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%Cs apresentou valores de p dentro da faixa de significancia, apontando para uma
maior a dependéncia de R associado ao fator %Cs do que aos demais (T e p).

O valor de R?, que representa o ajuste da reta de regresséao frente ao conjunto
dos dados obtidos no processo, fornece a propor¢ao da variagdo explicada da
equacao de regressao linear pela variagéo total das respostas obtidas. Sendo assim,
o modelo proposto possui uma preditibilidade significativa. Além disso, o grafico dos
valores preditos pelo modelo estatistico frente aos valores encontrados no processo
estad representado na Figura 21. E possivel observar que pontos (valores de
rendimento) obtidos no processo de extracdo se adequaram bem ao modelo linear

predito (linha vermelha).

Figura 21 — Preditibilidade do processo de extracado supercritica de folhas de

Pereskia aculeata Mill.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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5.4.3 Curvas globais de extragao

Conforme mencionado anteriormente, as condigdes experimentais de 140 bar,
50 °C, 20% de cossolvente e vazdo de 3 mL CO2/min proporcionaram o0 maior
rendimento do processo de extracdo. Perante esta informacéo, realizou-se o estudo
do comportamento da massa extraida no processo em fungédo do tempo. Na Figura
22 mostra-se as curvas cinéticas obtidas para cada ensaio da triplicata realizada. A

linha sdlida representa a média dos valores obtidos.

Figura 22 — Curva de extragao supercritica normalizada para folhas de Pereskia aculeata Miller

Curva de extracdao normalizada - Pereskia aculeata M.

120,00%

DR

CER

FER
100,00%

80,00%

® Ensaiol
60,00%
@® Ensaio2

Y normalizado

Ensaio 3
40,00%
—@— Média

20,00%

0,00% ”

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Tempo (min)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

A partir da curva cinética obtida, exposta na Figura 21, € possivel constatar um
comportamento tipico das curvas de extragao com COz2 supercritico, no qual trés pode-
se observar as trés etapas do processo de extracao supercritica, conforme descrito
no item 3.3.4.3 (LAURENTINO, 2017).

A primeira etapa (CER), conhecida como etapa de extragao constante ocorreu
de forma rapida e crescente nos primeiros 20 minutos de extracdo. Pode-se perceber
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um comportamento linear da curva de extragdao neste intervalo de tempo. Os altos
valores de extracdo encontrados nesta etapa, superiores a 50% da massa total
extraida, ocorrem devido a alta solubilizagdo das substancias pelos solventes, uma
vez que apos a etapa de moagem do material, os compostos presentes no interior das
células se depositam na superficie das particulas, facilitando sua remocéao. A etapa
seguinte (FER), caracterizada pelo platé da curva, a taxa de extragdo comeca a cair,
indicando que a mobilidade do solvente pelas particulas de P. aculeata Mill. cai em
funcao do tempo. Na etapa de difusional (DR) ha uma baixa solubilizacdo do soluto
pelos solventes, apresentando uma baixa variacdo de massa extraida em funcao do
tempo, no qual em mais da metade do tempo total de extracdo houve apenas uma
extracédo de 15,4% da massa total extraida (DAHN et al., 2009).

5.4.4 Identificagcdo de substincias dos extratos supercriticos de Pereskia

aculeata Mill.

Foi investigada a composi¢ao dos extratos supercriticos das folhas de ora-pro-
nobis nos quais apresentaram os maiores rendimentos no processo. Sendo assim, 0s
ensaios 14 (140 bar, 50°C, 20% Cs e 3,834 % R) e 8 (170 bar, 60 °C, 15% Cs e
3,562% R) foram submetidos a analise de GC-MS nas metodologias de Torres et al.
(2021) e Adams (2017). A seguir, componentes identificados estdo descritos nas

Tabelas 18, 19 para o ensaio 14 e nas Tabelas 20 e 21 para o ensaio 8.

Tabela 18 — Compostos volateis identificados no extrato de Pereskia aculeata Miller obtido por
ESF-CO2 nas condigbes de 140 bar, 50 °C e 20% Cs de acordo com a metodologia proposta
por Torres et al. (2022) via GC-MS

Tempode Area

~ ) Composto identificado Sindnimo
Retencao relativa
16,532 6,4567 Hexadecanoic acid, Palmitato de etila
ethyl ester

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Tabela 19 - Compostos volateis identificados no extrato de Pereskia aculeata Miller obtido por

ESF-COz2 nas condigbes de 140 bar, 50 °C e 20% Cs de acordo com a metodologia proposta
por Adam (2017) via GC-MS

(Continua)
Tempo de Area
Composto identificado Sindénimo
retencéo relativa
46,4945 44,9329 Phytol Fitol
60,0268 5,0806 Heptadecane Heptadecano
Acido hexadecanosico/acido
42,0333 4,4642 n-Hexadecanoic acid
palmitico
Hexadecanoic acid,
42,9177 3,9068 Palmitato de etila
ethyl ester
9,12,15-
48,0618 3,6371 Octadecatrienoic acid, ethyl a-linonelato de etila
ester, (Z,2,2)-
55,3249 2,5957 Squalene Esqualeno
2-Pentadecanone,
38,0625 2,014 Fitona
6,10,14-trimethyl-
2(4H)-Benzofuranone,
26,4478 1,8753 5,6,7,7a-tetrahydro-4,4,7a- Dihydroactinidiolide
trimethyl-
50,0407 1,7979 Eicosane Eicosano
5,9,13-Pentadecatrien-
40,4223 1,5899 2-one, 6,10,14-trimethyl-, Farnesil Acetona
(E,E)'
47,8779 1,4673 Linoleic acid ethyl ester Linonelato de etila
9,12,15-
46,0655 1,0471 Octadecatrienoic acid, methyl a-linonelato de metila

ester, (Z,2,2)-
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(Continua)
Tempo de Area o o
_ Composto identificado Sinénimo
retencéo relativa
4,6(1H)-
28,2997 0,9248 Pyrimidinedione, 3,4,5,6- Malonil guanidina
tetrahydro-2-imino
9-Undecen-2-one, 6,10- 9-Undecen-2-ona, 6,10-
49,581 0,893
dimethyl dimetil
46,7309 0,8054 3-Eicosene, (E)- 3-Eicosano
Cyclopropaneoctanal, .
47,2826 0,786 Ciclopropanoctanal
2-octyl
3-Cyclohexene-1-
methanol, .alpha.,4-dimethyl-
53,9677 0,7286 a-bisabolol
.alpha.-(4-methyl-3-pentenyl)-,
[R-(R*,R*)]
51,8137 0,6705 Heptacosane, 1-chloro- 1-Cloroheptacosano
4,8,12,16-
4,8,12,16-
53,0921 0,5286 Tetramethylheptadecan-4- . .
. Tetrametilheptadecan-4-olida
olide

Phthalic acid, butyl Butil-tetradecil éster acido

38,728 0,492
tetradecyl ester ftalico

Hexadecanoic acid,
40,7462 0,4621 Palmitato de metila

methyl ester
58,1705 0,4449 Diisooctyl phthalate Ftalato de diisooctil

13-
47,1118 0,4222 Epoxiciclododecano
Oxabicyclo[10.1.0]tridecane
3-Buten-2-one, 4-(4- . . _
. 3-Hidroxi-5,6-epoxi-beta-

32,4806 0,4019 hydroxy-2,2,6-trimethyl-7-

oxabicyclo[4.1.0]hept-1-yl)

ionona
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(Continua)
Tempo de Area o o
Composto identificado Sinénimo
retencéo relativa
2-Methoxy-4-
18,0946 0,4014 _ 4-vinilguaiacol
vinylphenol
10,13-Octadecadienoic Ester metilico do acido
45,8816 0,3998
acid, methyl ester 10,13-octadecadiendico
46,9279 0,3987 9-Eicosene, (E)- 9-Eicosano
Benzenesulfonamide,
35,6809 0,3806 Benzenossulfonamida
N-butyl
Octadecanoic acid,
48,8849 0,3699 Estearaato de etila
ethyl ester
5,9-Undecadien-2-one,
23,7597 0,3531 Trans-geranil acetona
6,10-dimethyl-, (E)
49,743 0,3098 Tritetracontane Tritetracontano
29,1709 0,2997 Diethyl Phthalate Ftalato de dietila
Cyclobutane, 1-butyl-2- . o
34,2056 0,2607 1-butil-2-etil-ciclobutano
ethyl
3-Buten-2-one, 4-
24,9899 0,2119 (2,6,6-trimethyl-1-cyclohexen- B-lonone
1-yl)
50,0144 0,2095 2-methyloctacosane 2-Metiloctacosano
1H-Cycloprop[elazulen-
7-ol, decahydro-1,1,7-
28,4222 0,1891  trimethyl-4-methylene-, [1ar- Espatulenol

(1a.alpha.,4a.alpha.,7.beta.,7a
.beta.,7b.alpha.)]-
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(Fim)
Tempo de Area o o
Composto identificado Sinénimo
retencéo relativa
50,137 0,1158 Tricosane Tricosano
50,3603 0,1081 Tetracosane Tetracosano
49,0381 0,1041 Cycloeicosane Cicloeicosano

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Tabela 20 — Compostos volateis identificados no extrato de Pereskia aculeata Miller obtido por
ESF-CO2 nas condigbes de 170 bar, 60 °C e 15% Cs de acordo com a metodologia proposta
por Torres et al. (2022) via GC-MS

Tempo de Area
Composto identificado Sindénimo
retencao relativa
Hexadecanoic acid,
16,5257 16,4132 Palmitato de etila

ethyl ester

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
(1) Metodologia de analise via GC-MS feita de acordo com as condigbes propostas por Torres
et al. (2022a).

Tabela 21 — Compostos volateis identificados no extrato de Pereskia aculeata Miller obtido por
ESF-CO2 nas condigbes de 170 bar, 60 °C e 15% Cs de acordo com a metodologia proposta
por Adam (2017) via GC-MS.

(Continua)
Tempo de Area
Composto identificado Sinénimo
retencao relativa
46,4726 53,6289 Phytol Fitol

15,0077 19,3058 Phytol, acetate Acetato de Fitol
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(continua)
Tempo de Area o o
_ Composto identificado Sinénimo
retencéo relativa
9,12,15-
48,0574 9,3738  Octadecatrienoic acid, ethyl a-linonelato de etila
ester, (Z,2,2)
Hexadecanoic acid,
42,9177 8,9028 Pamitato de etila
ethyl ester
55,3292 5,1609 Squalene Esqualeno
1-(2-Thienyl)-1- o
35,0461 4,2801 2-Propionil Tiofeno
propanone
47,8779 3,4965 Linoleic acid ethyl ester Linonelato de etila
2-Pentadecanone,
38,0669 2,5972 Fitona
6,10,14-trimethyl
2,6,10-Dodecatrien-1-
40,4222 1,5636 Trans-Farnesol
ol, 3,7,11-trimethyl
2-Cyclohexen-1-one, 4- 2-Ciclohexen-1-ona, 4-
35,9786 1,211 hydroxy-3,5,6-trimethyl-4-(3-  hidroxi-3,5,6-trimetil-4-(3-oxo-1-
oxo-1-butenyl) butenil)
49,5809 1,2075 Isophytol Isofitol
2(4H)-Benzofuranone,
26,4521 1,0544 5,6,7,7a-tetrahydro-4,4,7a- Dihydroactinidiolide
trimethyl-
2,6,10,14-
2,6,10,14-Hexadecatetraen-
Hexadecatetraen-1-ol,
53,972 0,894 1-ol, 3,7,11,15-tetrametil-, acetato,
3,7,11,15-tetramethyl-,
(E,E,E)
acetate, (E,E,E)
Acido hexadecandico/acido
41,9457 0,8671 n-Hexadecanoic acid

palmitico
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(Fim)
Tempo de Area o o
Composto identificado Sinénimo
retencéo relativa
9,12,15-
46,0698 0,7307 Octadecatrienoic acid, methyl a-linonelato de metila
ester, (Z,2,2)
Octadecanoic acid,
48,8848 0,7285 Estearato de etila
ethyl ester
Tricyclo[4.3.1.1(3,8)]un
58,1749 0,7213 1-Bromohomoadamantano
decane, 1-bromo
4,8,12,16-
4,8,12,16-
53,0964 0,5335 Tetramethylheptadecan-4-
_ Tetrametilheptadecan-4-olida
olide
34,2011 0,396 6-Tridecene, 7-methyl 6-Trideceno, 7-metil
Hexadecanoic acid,
40,7506 0,3855 Palmitato de metila
methyl ester
Benzene, 2,4-difluoro-
27,389 0,3788 . 2,4-Difluorofenil isocianato
1-isocyanato
29,1796 0,3566 Diethyl Phthalate Ftalato de dietila
9,12-Octadecadienoic Ester metilico do acido
45,8772 0,1924

acid, methyl ester

octadecanodico

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Analisando os dados expostos acima, pode-se contabilizar um total de 40

compostos identificados no extrato do ensaio 14 e 24 para o ensaio 8. Conforme

discutido anteriormente no item 5.4.2, a concentragao de cossolvente é o fator que

mais influenciou no rendimento do processo, sendo também observada esta influéncia

na composic¢ao do extrato, pois ao se utilizar 20% de cossolvente no ensaio 14 houve

uma maior solubilizacdo dos compostos presentes nas folhas de Pereskia aculeata
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Mill., contribuindo assim para uma maior massa de extrato obtido no processo de
extracao.

No entanto, ao comparar a area relativa dos compostos majoritarios extraidos
em ambos experimentos, pode-se inferir que as maiores condigbes de temperatura e
pressao, na quais o ensaio 8 foi conduzido, contribuiram para uma maior seletividade
dos compostos identificados. Esta diferenga pode ser notada, por exemplo, em ambas
as metodologias de analise por GC-MS estudadas, no qual o ensaio 8 apresentou
maiores areas relativas para o Palmitato de etila (16,41%) e Fitol (53,63%) enquanto
no ensaio 14 se obteve 6,46% para o Palmitato de etila e 44,93% de area relativa de
Fitol. Este efeito pode ser explicado, pois aumento da capacidade de solvatagdo do
CO2 é aumentado com a elevagao da pressao, conforme dito anteriormente. Torres et
al. (2021) observaram esta mesma relagdo, uma vez que a area relativa dos
compostos majoritarios identificados no processo de extragao supercritica com CO2
puro foi maior na temperatura de 60 °C quando comparada com as demais
temperaturas de 40 e 60 °C estudadas.

Os compostos encontrados no processo de extracao supercritica de maior pico
da area relativa foram os mesmos para ambos os ensaios — Fitol e Palmitato de etila,
para as duas metodologias de analise estudadas. Além destas, para o ensaio 14,
foram identificados os compostos heptadecano (5,08%), Acido palmitico (4,46%), a-
linonelato de etila (3,64%), esqualeno (2,59%) e fitona (2,01%) e para o ensaio 8
identificou-se acetato de fitol (19,30%), a-linonelato de etila (9,37%), esqualeno
(5,16%), 2-Propionil Tiofeno (4,28%) e linonelato de etila (3,50%).

O estudo das propriedades bioldgicas fitol, diterpeno derivado da clorofila, vem
crescendo os ultimos anos devido a relevancia dos resultados encontrados. Foram
constatadas atividades anti-inflamatéria (SILVA, et al., 2013), antimicrobiana (PEJIN
et al., 2014, MORAES et al, 2014), anticonvulsiva (COSTA et al, 2012),
anticancerigena (ITOH et al., 2018; DE ALENCAR et al., 2019; KIM et al., 2015) dentre
outras, se destacando como uma substéncia com alto valor terapéutico com potencial
faramacolégico (ISLAM et al., 2015).

O heptadecano € um alcano volatil de cadeia longa (C17Hss) identificado como
composto majoritario nos extratos etandlicos de Eclipta prostrata, apresentando uma
area relativa de 14,78% do pico do cromatograma, feita com GC-MS. Os extratos
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foram utilizados no cultivo de células 6sseas e observou-se que os cultivos fetos com
os extratos de E. prostrata contribuiram positivamente para a formacao osteoblastica
ossea (LIN et al., 2010). Kim et al. (2013) identificaram que o heptadecano possui a
capacidade de reduzir efeitos inflamatérios causados em tecidos renais ocasionados
pela acdo do stress oxidativo relacionado ao envelhecimento em ratos Fisher 344
idosos. Além disso, a capacidade anti-inflamatéria do heptadecano também foi
observada em cultivos in-vitro de células endoteliais YPEN-1 e tecidos renais
envelhecidos, constatando uma potente atividade anti-inflamatéria deste composto.

O acido hexadecandico, também é chamado de acido palmitico devido ser o
principal constituinte do 6leo de palma (Elaeis guineenses). Possui um alto potencial
comercial e suas atividades bioldgicas sao tema recente de diversos estudos (LAI;
TAN; AKOH, 2012). Chhouk et al. (2018) destacam as atividades antioxidantes,
hipocolesterémica, nematicida, pesticida antiandrogénica e hemolitica do acido
palmitico. Bharath et al. (2021) relataram atividade anticancerigena do acido
hexadecandico ao observarem a apoptose em 77,83% de células de cancer de célon
HT-29 cultivadas na presenga do acido graxo isolado da alga marrom Turbinaria
ornata. Os autores sugerem o uso da substancia como uma alternativa natural para o
desenvolvimento de medicamentos para o tratamento de cancer.

Jamuna, Paulsamy (2013) avaliaram a composi¢cao do extrato metandlico das
raizes de Hypochaeris radicata L. utilizando GC-MS e identificaram o acetato de fitol
como composto majoritario, correspondendo a uma area relativa do pico de 19,22%.
Os autores relatam que este composto, derivado do fitol, possui acédo antitubercular.
Numa concentracdo de 500 pg/mL de acetato de fitol foi observada atividade
antimicrobiana para o Mycobacterium tuberculosis, comprovado com o ensaio de
suscetibilidade radiométrica BATEC460.

A Figura 23 a seguir mostra de forma comparada os compostos em comum
identificados nos processos de extracado das folhas de ora-pro-nobis estudados neste
trabalho.
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Figura 23 — Comparagédo dos compostos identificados em comum nos extratos de Pereskia

aculeata Mill. obtidos por diferentes técnicas de extracao
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

De acordo com a Figura 22, com excec¢ao da técnica de ultrassom/etanol, o
palmitato de metila foi identificado em ambas técnicas de extracédo, sendo assim pode-
se notar que ndo ha nenhuma substancia identificada que esteve presente em ambos
os processos de extracao estudados. Isso pode ocorrer devido as diferencas das
condicdes em que os processos foram conduzidos, que favoreceram a extracao de
um composto em detrimento de outros.

Os processos de extragcao supercritica e hidrodestilacdo apresentaram, de
maneira geral, maiores areas relativas dos compostos extraidos, mostrando uma alta
seletividade nos processos. Apesar da extracdo por hidrodestilagao ter apresentado
boa seletividade seu rendimento foi o menor encontrado neste estudo, e somado com
o longo tempo de extragao este se torna menos atrativo para aplicagdes industriais

e/ou comerciais. Por mais que o processo de extragdo supercritica ndo tenha
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apresentado os maiores rendimentos encontrados neste estudo, sua alta seletividade
e maior capacidade em solubilizar substancias mostra uma vantagem no uso desta

técnica em relagao as demais.

5.5 Atividade antioxidante dos extratos de Ora-Pro-nobis

Os resultados atividade antioxidante dos extratos etandlicos obtidos dos
processos de sohlet, ultrassom e EFS (nas condigdes de maior rendimento — 140 bar,
50°C e 20% Cs; 170 bar, 60°C e 15% Cs) feita pelo método de redugao do radical
DPPH estao dispostas na Tabela 22 a seguir em termos de ECso, conforme discutido
anteriormente no item 4.7. As letras iguais apresentadas na coluna de atividade
antioxidante representam que nao ha diferenca estatistica de acordo com o teste de
Tukey (p> 0,05).

Tabela 22 — Atividade antioxidante dos extratos etandlicos obtidos por

diferentes técnicas de extragao

Técnica de extragao Atividade antioxidante (ECso: pg/mL)
Soxhlet 242,72 + 12,65
Ultrassom 367,20 + 5,34
EFS — 140 bar, 50 °C e 20% Cs 274,052 + 4 81
EFS —170 bar, 60 °C e 15% Cs 315,51¢ + 25,03

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

De acordo com os dados expostos na Tabela 22 acima, pode-se notar que as
técnicas de Soxhlet e ESF nas condigbes de 140 bar, 50°C e 20% Cs apresentaram
maiores atividades antioxidantes, tendo seus valores de ECso ndo se diferindo
estatisticamente entre si de acordo com o teste de Tukey. De maneira geral, diversos
autores relataram maiores indices de EC50 dos extratos vegetais Soxhlet em relagéo
as demais outras técnicas utilizadas (LAURENTINO, 2020; TRAMONTIN et al., 2019).

Isto pode ser explicado pelo uso do etanol como solvente, combinado com o

alto tempo de extracdo demandado pelo processo soxhlet, criando condigdes
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propicias para uma maior extragdo de compostos polares, o que leva altas atividades
antioxidantes observadas pelo método de redugao do radical DPPH. Contudo, neste
trabalho também foi observado que a técnica de CO2 supercritico (140 bar, 50 °C e
20% Cs) forneceu uma atividade antioxidante estatisticamente semelhante ao
processo soxhlet, devido ao fato de se utilizar uma quantidade superior de cossolvente
(20% etanol) no processo de extragdo. De acordo com os dados expostos no item
5.4.4, estas condigbes de extracdo promoveram uma maior solubilizacdo de
compostos, que por sua vez, contribuem para os altos valores de atividade
antioxidante observados neste trabalho.

Pode-se observar que a adicdo de etanol como cossolvente ao processo de
extragao supercritica das folhas de Pereskia aculeata Mill. favoreceu o aumento da
atividade antioxidante dos extratos. Torres et al. (2022a) observaram uma atividade
antioxidante de ECso 1000 pg/mL quando comparado aos valores obtidos neste
trabalho, ECso 274,05 pg/mL. Além disso, Torres et al. (2022b, 2022c) ao utilizarem
solventes polares nas técnicas extragado sequenciais de baixas e altas pressbes de
folhas de ora-pro-nobis obtiverem maiores valores de atividade antioxidante quando
comparado com o uso de solventes apolares, incluindo os valores obtidos neste
trabalho. Isto pode ser explicado, considerando que os compostos antioxidantes
possuem maior solubilidade em solventes polares conforme destaca Ferro et al.
(2019), além do que, técnicas de extragao sequenciais promovem uma maior remogao
de compostos, potencialmente influenciando no maior resultado da atividade
antioxidante dos extratos.

Nao foram encontrados na literatura trabalhos nos quais foram obtidas as
atividades antioxidantes de extratos das folhas de P. aculeata Mill. utilizando a técnica
de ultrassom para fins de comparagao.

Diversos autores estudaram a atividade antioxidante de extratos das folhas de
ora-pro-nobis obtidos pelo método de reducdo do radical DPPH. Os valores
observados n&o sdo homogéneos pois as técnicas de extragao, solventes e condi¢des
de cultivo e preparo das amostras das folhas de ora-pro-nobis possui influéncia na
atividade antioxidante calculada. Utilizando um extrato composto por 70% etanol e
30% agua Garcia et al. (2019) obtiveram ECso 72,9 pg/mL. Os extratos metandlicos
obtidos por Souza et al. (2016) apresentaram um valor de EC50 de 7090 pg/mL.
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Tehnnepohl (2016) aferiu a atividade antioxidante nos extratos obtidos por diferentes
composic¢des de solvente, obtendo a maior atividade antioxidante para o extrato
alcodlico contendo fragdo de acetato de etila de 25,29 pg/mL e uma menor atividade
para o extrato preparado com acetona seguida da extragao de hexano, 389,16 ug/mL.
Estes dados apontam a capacidade destes solventes em solubilizar as substancias
polares das folhas de Pereskia aculeata, contribuindo de forma positiva no incremento
da atividade antioxidante dos extratos.

De acordo com Oliveira (2015) apenas uma técnica de determinacdo de
atividade antioxidante nao é suficiente para estudar-se a totalidade da real capacidade
antioxidante de um extrato vegetal, sendo necessaria a execucdo de outros
procedimentos que contemplem a atividade antioxidante de moléculas de diferentes
polaridades, tais como a utilizagdo do sistema B-caroteno/acido linoléico, FRAP
(Ferring-reducing ability of plasma), ORAC (Oxigen radical absorbance capacity),
ABTS (acido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) e TRAP (Total radical —

trapping antioxidant parameter), por exemplo.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, foi possivel observar como as
diferentes técnicas e condigbes experimentais influenciaram no rendimento dos
processos de extracdo e na composicao dos extratos de ora-pro-nobis.

O dleo essencial obtido com a técnica de extragao por hidirodestilagao obteve
um rendimento de 0,024%, tipico para obtengado de 6leo essencial de ora-pro-nobis,
tendo o Linonelato de etila (31,86%), o Palmitato de etila (20,22%) e o Palmitato de
metila (17,25%), como compostos majoritarios.

Em relacdo as técnicas de extragdo a baixa pressio, constatou-se maiores
rendimentos quando se utilizou o etanol como solvente nesses processos. Encontrou-
se um rendimento global de 9,71% para a técnica de soxhlet quando se utilizou o
solvente polar, enquanto se obteve 1,58% de rendimento ao utilizar-se o hexano como
solvente para a mesma técnica. Por meio das metodologias de GC-MS estudadas n&o
foram encontrados compostos identificaveis com essa técnica, no entanto, quando se
utilizou o hexano como solvente, foi identificada uma grande quantidade de
substancias, devido a sua baixa especificidade, tendo como compostos majoritarios
identificados o Ascaridiol, Palmitato de metila, 3-metil-2-ciclopentanona e 2,3-dimetil-
1,4-pentadieno.

A técnica de extracao por ultrassom nao apresentou diferenga estatisticamente
significativa ao se utilizar solventes e diferentes polaridades. Os rendimentos obtidos
foram 3,01% e 2,71% para os solventes etanol e hexano. Foi possivel identificar que
a utilizacdo do etanol como solvente neste processo favoreceu a extracdo de
hidrocarbonetos de cadeia longa, tendo o 2-tetradeceno, 1-hexadeceno e o 1-
dodeceno como compostos de maior area relativa. Para o uso do solvente de menor
polaridade, foi observada a presenca do Ascaridol, palmitato de metila, 3-metil-2-
ciclopenten-1-ona e 1,2,3-trimetilbenzeno como compostos maijoritarios.

Quanto as extragdes utilizando o CO2 em estado supercritico, pode-se observar
que a presenca do etanol como cossolvente exerceu influéncia direta no rendimento
do processo, proporcionando um aumento relativo no rendimento de cerca de 4,29
vezes quando comparado a condicdo de 170 bar e 60°C e sem cossolvente com a
adicao de 15% de etanol nestas mesmas condigdes. Isso pode ser verificado uma vez



110

que o maior rendimento obtido foi observado na condi¢cdo de 140 bar, 50° e 20% de
cossolvente..

Pode-se constatar que a técnica de extragcao supercritica utilizando etanol como
cossolvente apresentou uma maior seletividade, uma vez que, em ambas as situagdes
analisadas, o composto majoritario identificado foi o fitol. Este composto foi
encontrado nas outras técnicas estudadas, entretanto apresentou menor area relativa
na analise GC-MS. Foi possivel identificar que maiores condi¢gdes de pressao e
temperatura proporcionaram maior seletividade do componente Fitol nos extratos
supercriticos analisados. Além disso, o composto palmitato de etila foi identificado em
quantidade significativa em ambas as condigdes de extracédo estudadas.

A curva cinética de extracao supercritica das folhas de Pereskia aculeata Mill.
exibiu um comportamento tipico das curvas de extragcdo com o gas carbdénico em
estado supercritico, apresentando cerca de 50% da massa total extraida nos primeiros
20 minutos do processo estudado. Tais resultados apontam para futuras aplicagdo de
modelos de matematicos de modelagem cinética, com o intuito se aperfeicoar o
entendimento dos mecanismos do processo.

Os compostos majoritarios obtidos em ambas as técnicas de extragao
apresentaram, de maneira geral, atividades bioldgicas relevantes, corroborando para
a aplicagdo dos extratos obtidos e aplicagcbes biomédicas, farmacoldégicas e/ou
cosmeéticas, revelando grande potencial técnico, econdémico e industrial dos extratos
das folhas de ora-pro-nobis.

Foi possivel observar que os extratos etandlicos promoveram uma atividade
antioxidante consideravel, comprovadas pela metodologia de redugcdo do radical
DPPH. As técnicas de soxhlet e extracao por fluido supercritico nas condigées de 140
bar, 50 °C e 20% de cossolvente apresentaram maiores atividades, uma vez que o
etanol apresentou uma maior capacidade de solubilizacdo dos compostos presentes
nas folhas de P. aculeata Mill. Todavia, € necessario estudar outras técnicas de
determinagcao da atividade antioxidante a fim de se obter uma totalidade da
capacidade exercida pelos extratos, uma vez que a técnica estudada (redugédo do
radical DPPH) contempla apenas a atividade antioxidante de moléculas polares.

Até a data de conclusao deste trabalho, ndo foram identificados trabalhos de
extracdo das substancias presentes nas folhas de ora-pro-nobis utilizando a técnica
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de ultrassom. Ainda que este processo nao apresentou os maiores rendimentos
observados, o curto tempo de extracao, facilidade de operacdo e boa capacidade de
solubilizagcdo dos compostos independente do solvente utilizado, mostram esta
técnica possui grande relevancia para futuros estudos e aplicagdes cientificas e

industriais.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos, apresenta-se as seguintes sugestdes para

trabalhos futuros:

Aferir a atividade antioxidante por outras técnicas, tais como ABTS, FRAP,
ORAP e B-caroteno/acido oléico;

Estimar a quantidade de ceras presentes nos extratos;

Estudar técnicas de separacaol/isolamento do fitol obtido com a extracao
supercritica;

Avaliar a composicdo dos extratos utilizando outras técnicas de
cromatografia em estado liquido, tais como HPLC, UPLC e/ou LC-MS;
Verificar a atividade antitumoral dos extratos supercriticos obtidos com

adicdo de cossolvente bem como os obtidos pela técnica de ultrassom.
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