UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

CARACTERIZACAO QUIMICA DE
EXTRATOS DE Hibiscus tiliaceus L:
ESTUDO COMPARATIVO DE
METODOS DE EXTRACAO

MARIA INES SOARES MELECCHI

Tese de Doutorado

PORTO ALEGRE

Outubro 2005



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

CARACTERIZACAO QUIMICA DE
EXTRATOS DE Hibiscus tiliaceus L:
ESTUDO COMPARATIVO DE
METODOS DE EXTRACAO

MARIA INES SOARES MELECCHI

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em Quimica da UFRGS como

parte dos requisitos para a obtenc¢éo do titulo de Doutor em Quimica

PORTO ALEGRE
Outubro de 2005



DECLARACAO DE AUTORIA

Este trabalho foi realizado pela autora, orientado pela Prof* Dra. Elina Bastos
Caraméao. Todo o trabalho foi desenvolvido no laboratério de pesquisa E-202 e
central analitica, do Instituto de Quimica da UFRGS e nos laboratérios de

Bioquimica e Biociéncias da UFRGS.



Esta tese foi julgada adequada para a obtencdo do titulo de Doutor em
Quimica e aprovada em sua forma final, pela orientadora e pela banca examinadora

do Programa de P6s-Graduagdo em Quimica.

Orientadora: Profa. Dra. Elina Bastos Caramao

Banca Examinadora:

Profa Dra. Nilva Ré Poppi (UFMS/Campo Grande)

Profa. Dra. Rosana de Cassia de Souza Schneider (UNISC/Santa Cruz do Sul)

Prof. Dr. Pedro José Sanches Filho (CEFET/Pelotas)

Profa. Dra. Marcia Martinelli (IQ-UFRGS/Porto Alegre)

Prof. Dr. Adriano Lisboa Monteiro

Coordenador do Curso de Pés-Graduacdo em Quimica



DEDICATORIA

Ao Fernando, que compartilhou comigo todos os momentos

deste trabalho.

Aos meus filhos, Carolina e Felipe.

A ti Elina, professora, orientadora e amiga que acreditou em

mim.



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Elina Bastos Caramé&o, por seu comprometimento profissional, e
orientacao deste trabalho.

Aos professores Dra.Claudia Alcaraz Zini, Dra.Marcia Martinelli e Dr. Ricardo
Baumhardt Neto pelo apoio e incentivo

As professoras Dra. Ana Ligia de Paula Ramos e Dra. Jenifer Saffi, pela
colaboracéo e suporte técnico.

Aos professores Dr. José Vladimir e Dr. Claudio Dariva, pela orientacdo da
etapa desenvolvida em Erechim, na Universidade Regional Integrada.

Aos professores Dr. Carlos Alexandre Neto, do Departamento de Bioquimica
da UFRGS e Dra. lonara Rodrigues Siqueira, da UNIVATES — Lajeado, pelo suporte
técnico.

Aos colegas, agora ja doutores, Maria Regina Alves Rodrigues, Pedro José
Sanches Filho, Iraja do Nascimento Filho, Eniz Conceicéo Oliveira, Maria Cecilia Vaz
de Campos, Rosangela Assis Jacques e Valéria Flores Péres, pelo carinho e
amizade.

Aos queridos companheiros de jornada, Fernanda Contieri Abad, Lisiane dos
Santos Freitas, Priscila Peterlevitz Zini, Laiza Canielas Krause, Rafael Dutra Soares
e Carin von Mihlen, que com sua juventude, me davam for¢as para continuar na
caminhada.

A todos os alunos de iniciacéo cientifica do laboratério E-202 da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, pela colaboracéo.

Ao amigo Carlos Alberto Gravina.

Aos colegas do Colégio Militar de Porto Alegre, pelo incentivo e apoio.

A todos os demais professores do Instituto de Quimica e a seus funcionarios.



11
1.2

2.1

2.1.1
2.1.2
2.1.3

2.1.4
2.2
221
2.2.2
2.2.3
224
2.24.1
2.24.2
2.24.3
2244
2.2.4.5
2.24.6

2.2.5
2.3
23.1
2.4
241
2.4.2
2.5
251
2.5.2
2.5.2.1

2.5.2.2

3.1
3.2

INDICE GERAL

indice Geral

indice de Tabelas

indice de Figuras

Lista de Abreviaturas e Siglas

Resumo

Abstract

INTRODUCAO

Objetivo geral e objetivos especificos

Novidade do trabalho

REVISAO DA LITERATURA

Género Hibiscus

Generalidades

Descricdo botanica da espécie H. tiliaceus L.

Habitat e distribuicdo geografica da familia Malvacea, da espécie H.
tiliaceus L.

Composicéo quimica da espécie H. tiliaceus L.

Métodos de extracdo e caracterizagdo de produtos naturais
Maceracéo

Extracdo com Soxhlet

Extragdo com ultra-som

Extracdo com fluido supercritico (SFE)

Gas carbonico supercritico

Principios de extragdo com fluido supercritico

Extracédo de solidos com fluido supercritico

Extrag&o de liquidos com fluido supercritico

Vantagens e desvantagens da extracdo com fluido supercritico
Interacdo de solventes modificadores em solugdes para fluido
supercritico

Extracdo com liquido pressurizado (PLE)

Métodos de caracterizacédo dos extratos

Métodos cromatograficos

Planejamento e andlise de experimentos

Planejamentos fatoriais

Metodologia de superficie de resposta

Atividade biolbgica

Uso na medicina tradicional

Atividade antioxidante

Potencial antioxidante total in vitro (TRAP) e reatividade antioxidante
total (TAR)

Potencial antioxidante total in vivo: levedura Saccharomyces
cerevisiae como modelo de estudo

MATERIAIS E METODOS

Solventes e reagentes

Coleta e processamento do material vegetal

pag.

viii
Xi
Xiv
Xvii
XViii

~N~No oo obh bR

12
13
13
15
23
24
25
25
26
27

28
35
35
37
38
39
39
40
41
43

45
47

47
47



3.3
3.4
34.1
3.4.2
3.5
3.6
3.7
3.7.1
3.7.2
3.7.3
3.7.4
3.7.5
3.8
3.8.1
3.8.2
3.9

3.10
3.11
3.11.1
3.12

4.1

4.2

4.2.1
4211
4.2.1.2
42121
42122
42123
42124
42125
4.2.2
4221

4222

4.2.3
4231
4.2.3.2
4.3
4.3.1
4.3.2

Vi

pag.

Secagem, trituracdo e armazenamento do material vegetal 48
Determinacéo dos parametros de qualidade das flores 48
Determinacéo do conteudo de umidade residual 48
Determinacéo de cinzas totais 48
Andlise dos macro e micro nutrientes das flores de H. tiliaceus L. 49
Estudo fitoquimico 49
Estudo comparativo dos métodos de extragédo 52
Extracdo por maceracao 52
Extracdo com Soxhlet 52
Extracao por ultra-som 53
Extracdo com fluido supercritico (SFE) 56
Extracdo com liquido pressurizado (PLE) 57
Fracionamento cromatogréafico dos extratos metandlicos 60
Procedimento 60
Derivatizagdo com metanol/BF; 61

Andlise dos extratos pelo sistema acoplado cromatografia gasosa / 62
espectrometria de massas (GC-MS)

ANALISE QUANTITATIVA 63
Avaliacao do efeito antioxidante dos extratos 65
Determinacédo de TRAP E TAR 66
Avaliagdo mutagénica do extrato aquoso 67
APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS 69

12 PARTE: CARACTERIZAC}AO INICIAL DAS FLORES DE H. 70
tiliaceus L.

22 PARTE: OTIMIZACAO DOS METODOS DE EXTRACAO 74
Extracao por ultra-som 74
Estudo de alguns parametros que influem no processo de extracao 74
Estudo analitico do extrato metandlico fracionado 82
FracOes separadas com n-hexano 82
FracOes separadas com n-hexano-benzeno 83
Fracdes separadas com diclorometano 85
FracOes separadas com acetato de etila 86
FracOes separadas com metanol 89
Extracdo com fluido supercritico (SFE) 91

Estudo de alguns parametros que influem no processo de extracdo 91
com fluido supercritico
Estudo cromatografico dos extratos obtidos no processo de extracdo 98
com fluido supercritico

Extragdo com liquido pressurizado ( PLE) 107
Estudo de alguns parametros que influem no processo de PLE 107
Estudo cromatografico dos extratos obtidos 119
32 PARTE: COMPARACAO ENTRE METODOS DE EXTRACAO 129
Comparacéo entre os rendimentos percentuais em massa 129

Andlise cromatografica (GC-MS) dos extratos obtidos por diferentes 132
métodos de extracao



4321
4.3.2.2
4.3.2.3
4.3.2.4
4.4

4.4.1

4.4.2

Extrato obtido com CO, supercritico

Extratos obtidos com n-hexano

Extratos obtidos com acetato de etila

Extratos obtidos com metanol

42 PARTE: ESTUDO BIOQUIMICO DA QUALIDADE DOS
EXTRATOS: DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E
DA MUTAGENICIDADE

Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos: Determinacdo de
TAR e TRAP

Estudo toxicolégico: avaliacdo da atividade genotéxica (Ensaio de
Ames)

CONCLUSOES

Conclusdes gerais

Conclusbes especificas

REFERENCIAS

SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

PRODUCAO CIENTIFICA GERADA NO PERIODO

Resumos em anais de eventos

Artigos completos

vii

pag.
132
134
138
142
146

146
148

150
150
150
154
193
194
194
197



Tabela |
Tabela ll

Tabela Il
Tabela IV
Tabela VvV
Tabela VI
Tabela VII
Tabela VI
Tabela IX
Tabela X
Tabela Xl
Tabela XlI
Tabela XIII
Tabela XIV
Tabela XV
Tabela XVI

Tabela XVII
Tabela XVIII

Tabela XIX

Tabela XX

Tabela XXI

Tabela XXII

Tabela XXIII

LISTA DE TABELAS

Principais aplicacdes das ondas ultra-sonicas de alta poténcia
Aplicacdo dos processos de SFE com CO, na obtencédo de
extratos na area de farmacos

Aplicacbes dos processos de SFE com CO; na obtencdo de
extratos na area de alimentos

Aplicacdo dos processos de SFE com CO, na obtencédo de
extratos na area de combustiveis e tabaco

Aplicacdo dos processos de SFE com CO; na obtencéo de
extratos na area de aromas

Outras aplicacbes dos processos de SFE

Fluidos mais utilizados na extragdo supercritica

Aplicacbes da extracdo com liquido pressurizado (PLE) em
matrizes ambientais

Principais referéncias encontradas na bibliografia sobre a
aplicacdo do método PLE na extracdo de plantas

Vantagens e desvantagens das diferentes técnicas de
extracao aplicaveis ao estudo de plantas

Matriz utilizada no planejamento fatorial 2°*

Matriz utilizada no planejamento fatorial 2°

Planejamento estatistico da extracdo com fluido supercritico
(SFE)

Planejamento experimental 2** para a extracdo com liquido
pressurizado (PLE)

Planejamento experimental 2° para a extracdo com liquido
pressurizado (PLE)

Planejamento experimental por superficie de resposta —
modelagem para a extracdo com liquido pressurizado (PLE)
Condicdes cromatograficas usadas na analise dos extratos
Principais caracteristicas dos padrées usados na andlise
quantitativa dos extratos de flores de H. tiliaceus L.

Valores médios de cinzas e umidade para as flores de H.
tiliaceus L.

Resultados da andlise dos macro e micro nutrientes nas
amostras das flores de H. tiliaceus L.

Resultados da andlise quantitativa de componentes por
ensaios fitoquimicos

Variagdo do rendimento em massa de acordo com as
variaveis estudadas no planejamento fatorial 2°*: comparacéo
entre o valor tedrico e o obtido experimentalmente

Variacdo do rendimento em massa de acordo com as
variaveis estudadas no planejamento fatorial 2°: comparacéo
entre o valor tedrico e o obtido experimentalmente

viii

pag.
17
18
18
19
20
28
31
33
34
55
55
57
58
59
59

63
64

70
71
73

76

78



Tabela XXIV

Tabela XXV

Tabela XXVI

Tabela XXVII

Tabela XXVIII

Tabela XXIX

Tabela XXX

Tabela XXXI

Tabela XXXII

Tabela XXXIII
Tabela XXXIV
Tabela XXXV
Tabela XXXVI

Tabela XXXVII

Tabela XXXVIII

Tabela XXXIX

Tabela XL

Tabela XLI
Tabela XLII

Influéncia do tempo de extragcdo sobre o rendimento em
massa para a extragdo por ultra-som usando metanol como
solvente extrator

Identificacdo dos compostos encontrados nas fracdes obtidas
com n-hexano a partir dos extratos metandlicos em diferentes
tempos de extracao

Identificagdo dos compostos encontrados nas fragdes obtidas
com hexano/benzeno a partir dos extratos metandlicos em
diferentes tempos de extracéo

Identificacdo dos compostos encontrados nas fracGes obtidas
com diclorometano a partir dos extratos metandlicos em
diferentes tempos de extracéo

Identificagéo dos compostos encontrados nas fragcdes obtidas
com acetato de etila a partir dos extratos metandlicos em
diferentes tempos de extracéo

Identificacdo dos compostos encontrados nas fracGes obtidas
com acetato de etila, derivatizadas com BF; em metanol a
partir dos extratos metandlicos em diferentes tempos de
extracao

Identificacdo dos compostos encontrados nas fracdes obtidas
com metanol, derivatizadas com BF3; em metanol a partir dos
extratos metanolicos em diferentes tempos de extracao(*)
Variagdo do rendimento das extragcbes de acordo com as
condicbes experimentais para a extragcdo supercritica das
flores de H. tiliaceus L.

Identificacdo dos picos assinalados na Figura 4.12
Identificagédo dos picos assinalados na Figura 4.13
Identificacdo dos picos assinalados na Figura 4.14

Célculo dos fatores de resposta e da repetibilidade para a
analise quantitativa dos extratos de SFE

Andlise quantitativa dos extratos obtidos por
supercritica

Estudo da influéncia dos fatores que interferem no processo
de extracdo por PLE estudados aplicando-se um modelo de
experimento 2**

Estudo da influéncia dos fatores que interferem no processo
de extracdo por PLE estudados aplicando-se um modelo de
experimento 2°

Estudo da influéncia das variaveis aplicando-se um modelo de
superficie de resposta - modelagem

Estudo da influéncia das variaveis aplicando-se um modelo de
superficie de resposta - deslocamento

Identificacdo dos picos assinalados na Figura 4.20

Célculo dos fatores de resposta e da repetibilidade da analise
quantitativa

extracao

pag.
80

83

84

86

87

88

90

95

98
102
102
104
105

110

114

116
117

120
121



Tabela XLIII

Tabela XLIV

Tabela XLV

Tabela XLVI

Tabela XLVII
Tabela XLVIII
Tabela XLIX
Tabela L
Tabela LI
Tabela LII

Andlise quantitativa dos extratos obtidos por extragdo com
liquido pressurizado (PLE), usando n-hexano nas condicfes
otimizadas para cada planejamento experimental aplicado
(2**, 2% e superficie de resposta)

Andlise quantitativa dos extratos obtidos por extragdo com
liquido pressurizado (PLE), usando acetato de etila nas
condicbes otimizadas para cada planejamento experimental
aplicado (2**, 2% e superficie de resposta)

Andlise quantitativa dos extratos obtidos por extragdo com
liquido pressurizado (PLE), usando metanol nas condicfes
otimizadas para cada planejamento experimental aplicado
(2**, 2% e superficie de resposta)

Resultados do rendimento (% de massa) para o0sS
procedimentos de extracdo aplicados as flores de H. tiliaceus
L.

Identificacdo dos picos assinalados na Figura 4.25
Identificagdo dos picos assinalados nas Figuras 4.26 a 4.30
Identificacdo dos picos assinalados nas Figuras 4.31 a 4.35
Identificagéo dos picos assinalados nas Figuras 4.36 a 4.40
Valores de TAR e TRAP para os extratos estudados
Resultados da aplicagdo do Teste de AMES ao extrato
metanolico de H. tiliaceus L.

pag.
122

123

124

130

133
137
141
145
147
149



Figura 2.1

Figura 2.2
Figura 2.3

Figura 2.4
Figura 2.5
Figura 2.6
Figura 2.7
Figura 3.1
Figura 3.2
Figura 3.3
Figura 3.4
Figura 3.5
Figura 3.6
Figura 3.7
Figura 3.8
Figura 4.1
Figura 4.2

Figura 4.3

Figura 4.4

Figura 4.5

Figura 4.6

Figura 4.7

Figura 4.8

LISTA DE FIGURAS

Fotografias da espécie H. tiliaceus L.: detalhes da flor (a) e do
arbusto (b)

Habitat brasileiro da espécie H. tiliaceus L. estudada

Estrutura quimica de alguns componentes isolados de H.
tiliaceus L. na madeira, raizes, flores e frutos

Diagrama de fases do dioxido de carbono

Equipamento ASE®300

Esquema da extracdo por liquido pressurizado com solvente
(PLE)

Gréfico da variacdo da quimiluminescéncia (Q;) do ABAP com o
tempo de inducdo (i) para a adicao de Trolox

Esquema da extracdo sucessiva do material vegetal para a
aplicacao de técnicas no estudo fitoquimico

Esquema das andlises realizadas no extrato etéreo

Esquema das andlises realizadas no extrato alcodlico

Esquema das andlises a serem realizadas no extrato aquoso
Esquema usado para a extragao por ultra-som

Esquema representativo do sistema de extragdo a altas
pressodes utilizado

Esquema do fracionamento cromatografico em silica gel

Reacao genérica de esterificacdo de um acido organico
Comparacdo entre os valores obtidos para o rendimento em
massa do processo ultrassénico e aqueles previstos segundo o
modelo tedrico

Comparacéo grafica entre os resultados experimentais e teéricos
para o planejamento fatorial 2°

Variacdo do rendimento em massa com o tempo de extracao,
para o processo de extragdo de H. tiliaceus L. usando ultra-som
com metanol

Cromatograma do ion total (TIC) para a fracdo obtida com n-
hexano a partir do extrato metandlico com ultra-som das flores
de H. tiliaceus L., com 140 minutos de extracao

Cromatograma do ion total (TIC) para a fracdo obtida com
hexano-benzeno a partir do extrato metandlico com ultra-som
das flores de H. tiliaceus L., com 140 minutos de extracao
Cromatograma do ion total (TIC) para a fracdo obtida com
diclorometano a partir do extrato metandlico com ultra-som das
flores de H. tiliaceus L., com 140 minutos de extracao
Cromatograma do ion total (TIC) para a fracdo obtida com
acetato de etila a partir do extrato metanélico com ultra-som das
flores de H. tiliaceus L., com 140 minutos de extracao
Cromatograma do ion total (TIC) para a fracdo obtida com
acetato de etila, derivatizada com BFs/metanol, a partir do
extrato metandlico com ultra-som das flores de H. tiliaceus L.,
com 140 minutos de extracao

Xi

pag.

22
30
30

50
51
51
53
56

61

62

77

81

92

92

93

93

94



Figura 4.9

Figura 4.10
Figura 4.11

Figura 4.12

Figura 4.13

Figura 4.14

Figura 4.15
Figura 4.16
Figura 4.17
Figura 4.18

Figura 4.19

Figura 4.20

Figura 4.21
Figura 4.22
Figura 4.23
Figura 4.24
Figura 4.25

Figura 4.26

Cromatograma do ion total (TIC) para a fracdo obtida com
metanol, derivatizada com BFs/metanol, a partir do extrato
metandlico com ultra-som das flores de H. tiliaceus L., com 140
minutos de extracao

Comparacdo entre os rendimentos da extracdo supercritica
obtidos em diferentes condi¢cdes de extracédo

Curvas de extracdo obtidas para flores de H. tiliaceus L. usando
CO, a altas pressdes com 6mL de solventes modificadores
Cromatograma do ion total (TIC) para os extratos das flores de
H. tiliaceus L. obtidos com CO, supercritico em diferentes
condi¢cbes de temperatura e pressao

Cromatograma do ion total (TIC) para os extratos das flores de
H. tiliaceus L. obtidos com CO, supercritico em diferentes
condicbes de temperatura e pressdo, e usando metanol como
solvente modificador (3 mL)

Cromatograma do ion total (TIC) para os extratos das flores de
H. tiliaceus L. obtidos com CO; supercritico nas condi¢des mais
drasticas de extracdo (P = 200 bar e T = 40 °C), e usando
diferentes solventes modificadores

Distribuicdo quantitativa dos hidrocarbonetos saturados de 18 a
34 atomos de carbono nos extratos obtidos por SFE

Distribuicdo quantitativa dos eésteres metilicos, vitamina E e
derivados do estigmasterol nos extratos obtidos com SFE
Comparacao grafica entre os resultados experimentais e teéricos
para o planejamento fatorial 2**

Comparacao grafica entre os resultados experimentais e teéricos
para o planejamento fatorial 2°

Comparacao grafica entre os resultados experimentais e teéricos
para o planejamento fatorial com o modelo de superficie de
resposta

Cromatogramas do ion total (TIC) para os extratos obtidos
aplicando-se o modelo da superficie de resposta, utilizando
como solvente extrator n-hexano

Resultados da andlise quantitativa de hidrocarbonetos saturados
nos extratos obtidos por PLE das flores de H. tiliaceus L.
Resultados da andlise quantitativa de vitamina E e fitol nos
extratos obtidos por PLE das flores de H. tiliaceus L.

Resultados da andlise quantitativa dos fitosterdis nos extratos
obtidos por PLE das flores de H. tiliaceus L.

Resultados da andlise quantitativa dos ésteres metilicos nos
extratos obtidos por PLE das flores de H. tiliaceus L.
Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
obtido por SFE com CO, (P = 200 bar; T =40 °C).
Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
extraido com n-hexano com Soxhlet.

Xii

pag.
94

96
97

99

100

101

106
107
111
115

118

119

125
126
127
127
132

134



Figura 4.27
Figura 4.28

Figura 4.29

Figura 4.30
Figura 4.31
Figura 4.32
Figura 4.33

Figura 4.34

Figura 4.35
Figura 4.36
Figura 4.37
Figura 4.38

Figura 4.39

Figura 4.40

Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
extraido com n-hexano por maceracéo

Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
extraido com n-hexano com ultra-som

Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
obtido por SFE com CO; (P = 200 bar; T = 40 °C) e n-hexano
como solvente modificador

Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
obtido por PLE com n-hexano

Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
extraido com acetato de etila com Soxhlet

Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
extraido com acetato de etila por maceracao

Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
extraido com acetato de etila com ultra-som

Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
obtido com SFE com CO; (P= 200 bar; T = 40 °C) e acetato de
etila como solvente modificador

Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
obtido por PLE com acetato de etila

Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
extraido com metanol por maceracgao

Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
extraido com metanol com Soxhlet

Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
extraido com metanol com ultra-som

Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
obtido por SFE com CO, (P = 200 bar; T = 40 °C) e metanol
como solvente modificador

Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
obtido por PLE com metanol

Xiii
pag.
135
135

136

136
139
139
140

140

141
143
143
144

144

145



TAR
TRAP

SFE
PLE

PLC

GC
GC-MS

SAE

HPLC

LC
sub-FC
EFC

ASE

MAE

UV-VIS
NMR

MS
RSM

ERO

Xiv

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Hibiscus
Reatividade antioxidante total (do inglés Total Antioxidant Reactivity)

Potencial de reatividade antioxidante total (do inglés Total Reactivity
Antioxidant Potential)

Extracdo com fluido supercritico (do inglés Supercritical Fluid Extraction)

Extracdo com liquido pressurizado (do inglés Pressurized Liquid
Extraction)

Cromatografia liquida preparativa (do inglés Preparative Liquid
Chromatography)

Cromatografia gasosa (do inglés Gas Chromatography)

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (do inglés
Gas Chromatography/ Mass Spectrometry)

Extrac&o assistida por ultra-som (do inglés Sonication Assisted
Extraction)

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés High Performance
Liquid Chromatography)

Cromatografia liquida (do inglés Liquid Chromatography)
Extracdo com fluido subcritico (do inglés Subcritical Fluid Extraction)

Cromatografia de fluidez aumentada (do inglés Enhanced Fluid
Chromatography)

Extracdo acelerada por solvente (do inglés Accelerated Solvent
Extraction)

Extracéo assistida por microondas (do inglés Microwave Assisted
Extraction)

Ultravioleta visivel

Ressonancia magnética nuclear (do inglés Nuclear Magnetic
Ressonance)

Espectrometria de massas (do inglés Mass Spectrometry)

Metodologia de superficie de resposta (do inglés Response Surface
Methodology)

Espécies reativas de oxigénio



SOD
CAT
GPx
ABAP
SODMN
SODCuZn
p.a.

W
W/cm?
SIM
SCAN
MIC

TIC
S9

NB
FEC
AAS
PCBs
PAHs
PCDDs
PCDFs
Tc

Pc

FRi
Ci(sp)

Superoxido dismutase

Catalase

Selénio dependentes
2-2’-az0-bis(2-amidino propano)
Superoéxido dismutase mitocondrial
Superoxido dismutase citoplasmatica
Puro para anélise

Watt (unidade de poténcia)

Watt / cm?

Monitoramento de ions simples (do inglés Single lon Monitoring)
Varredura de espectro de massas

Cromatograma de monitoramento de ions (do inglés Monitoring lon
Chromatogram)

Cromatograma do ion total (do inglés Total lon Chromatogram)

Extrato de figado de rato, descrito pela Corporacéo de Toxicologia
Molecular, Maryland, EUA

Meio liquido completo

Fase estacionéria de crescimento
Espectrometria de absorgéo atdmica
Bifenilas policloradas
Hidrocarbonetos polinucleares aroméaticos
Dibenzo-p-dioxinas policloradas
Dibenzofuranos policloradas
Temperatura critica

Presséo critica

densidade

Fator de resposta do composto i

Concentracao do composto i na solucéo padréo

XV



Ai(sp)

FRRIi
FRpi
Ci

mi
Mdroga

Ai

n;
[X]i
Ki

DMSO
FEC
MM
NB
NRSP

XVi

Area do pico cromatogréafico correspondente ao composto i na solucéo
padrao

Fator de resposta relativo do composto i

Fator de resposta do padrao interno

Concentracdo do composto i na planta analisada

Massa do composto i no extrato analisado

Massa de droga (planta) usada para obter o extrato

Area do pico cromatogréafico correspondente ao composto i no extrato
Massa de padré&o interno usado em cada extrato analisado

Area do pico cromatogréfico correspondente ao padrdo interno colocado
no extrato analisado

Numero de radicais livres por molécula de antioxidante
Concentragao de antioxidante no fluido testado

Reatividade dos compostos em relacédo aos radicais armazenados
Intensidade de luminescéncia antes da varredura

Intensidade de luminescéncia depois da varredura
Dimetilsulfoxido

Fase estacionéria de crescimento

Mistura do meio

Meio liquido completo

Natural Resources Support Project



Xvii

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estudar a composicdo quimica das

flores de Hibiscus tiliaceus L usando diferentes técnicas de extragéo.

Os métodos de extracdo usados foram maceracdo, Soxhlet, ultra-som,
extracdo com fluido supercritico e extracdo com liquido pressurizado. Foram
investigadas as variaveis que podem influenciar no processo de extracdo tais como
temperatura, presséao, polaridade do solvente, tempo de extracdo e massa de
amostra, entre outras. A identificacdo dos compostos foi realizada por cromatografia

gasosa acoplada com detector de espectrometria de massas.

Os métodos de extragdo utilizados mostraram-se eficientes para a obtencéo
dos extratos, com algumas diferengas qualitativas. Quantitativamente, 0s compostos
majoritarios, em todas as técnicas de extracdo usadas, foram é&cidos carboxilicos
(C16 e C18), hidrocarbonetos com numero impar de carbonos (C27, C29 e C31) e
fitosterdis. Entre os meétodos de extracdo que utilizam solventes organicos, a
extracdo com liquido pressurizado apresentou maior rendimento em massa de
extrato e maior concentracdo de alguns dos compostos presentes nas flores de
Hibiscus tiliaceus L., com as vantagens de reducdo de solventes e do tempo de

extracao.

A variavel que se mostrou mais importante nos procedimentos de extracao foi

a polaridade do solvente.

A composi¢cdo quimica das flores Hibiscus tiliaceus L apresentou além dos
compostos citados, alcoois, aldeidos e vitamina E.

A determinagdo do potencial antioxidante da planta, utilizando o método por
quimiluminescéncia, permitiu encontrar valores para TAR e TRAP superiores ao

trolox, utilizado como padrao, indicando a presenca de antioxidantes nos extratos.

A avaliacdo da atividade genotoxica, do extrato metanodlico, ndo apresentou

efeito mutagénico nem toxico.
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ABSTRACT

The objective of the present work was the study of the chemical composition

of the flowers of Hibiscus tiliaceus L. using different extraction techniques.

The extraction methods used were maceration, Soxhlet, sonication,
supercritical fluid extraction and pressurized liquid extraction. The investigated
variables, which can influence in the extraction process, were temperature, pressure,
solvent polarity, extraction time and sample amount, among others. The identification
of the compounds was accomplished by gas chromatography with mass

spectrometry detection.

The methods showed equal efficiency with respect of the amount and quality
of the extracts, presenting only some qualitative differences. Quantitatively, the major
compounds, in all the extraction techniques used, were carboxylic acids (C16 and
C18), hydrocarbons with odd number of carbons (C27, C29 and C31) and
phytosterols. Among the extraction methods that use organic solvents, pressurized
liquid extraction presented larger mass yield and higher concentration of some of the
present compounds, with the advantage of reduction of solvent consume and

extraction time.

The variable which showed more influence in the extraction procedures was

the solvent polarity.

The chemical composition of the flowers of Hibiscus tiliaceus L presented

beyond the mentioned compounds, alcohols, aldehydes and vitamin E.

The determination of the antioxidant potential of the plant, using the method
for chemiluminescence, allowed finding values for TAR and TRAP superiors to the

Trolox, used as reference, indicating the presence of antioxidants in the extracts.

The evaluation of the genotoxic activity, of the methanol extract didn't present

effect mutagenic nor toxic activity.



1 INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido utilizadas desde tempos remotos como
medicamentos para o tratamento de uma série de doencas.

Em paises desenvolvidos, como Alemanha, cerca de 25 % da populacdo faz
uso de fitoterapicos (Roberts et al.,1998; Blumenthal et al.,1998). O interesse na
terapia natural, fundamentalmente de origem vegetal, tem aumentado muito — néo
somente em paises subdesenvolvidos, mas também em paises desenvolvidos
(Shu,1998).

As plantas medicinais sdao uma importante fonte de produtos
biologicamente ativos, muitos dos quais tém servido como modelos para a sintese
de um grande numero de farmacos, propiciando importantes avangos na terapéutica

de vérias enfermidades (Dohadwalla, 1985).

Segundo Souza Brito (1993), o niumero de estudos que se realizam na
area de plantas medicinais tem aumentado, com um crescimento médio de 10 % ao
ano quanto a variedade de espécies estudadas. Entretanto, somente 15 a 17 % das
plantas existentes no mundo tém sido pesquisadas do ponto de vista medicinal
(Soejarto, 1996).

O Brasil é hoje um dos paises que mais exporta plantas medicinais.
Possui aproximadamente 120.000 espécies de plantas superiores, sendo um
verdadeiro império vegetal (Gottlied,et al.,1996). Entretanto, a investigacao brasileira
de plantas medicinais € ainda insuficiente se comparada a de outros paises. Apesar
da biodiversidade brasileira, ainda sdo poucos 0s grupos de investigacdo que
trabalham neste campo, existindo, em geral, falta de interdisciplinaridade
(Elisabetsky et al., 1996; Brito et al., 1997).
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A utilizacdo da flora como fonte de matéria prima para a obtencdo de
fitomedicamentos somente podera ser efetivamente implementada a partir da total
caracterizagcdo de suas espécies. Envolvendo complexa mistura de compostos
organicos, essa caracterizacao requer técnicas adequadas de fracionamento para a

analise devida de seus componentes.

Hibiscus (H.) tiliaceus L. € uma planta tipica de clima tropical encontrada,
em quantidades significativas, nas regides de mangues. Suas flores sdo amplamente
utilizadas como anticoncepcionais na medicina tradicional dos paises asiaticos e

africanos (Brondegaard,1973) embora, no Brasil, se desconheca esse uso.

Uma das diretivas da Organizacdo Mundial de Saude é realizar
investigacbes na area de plantas medicinais que permitam um maior conhecimento
das mesmas para avaliar seu emprego na medicina tradicional. Uma das vias para
se alcancar esse objetivo € o desenvolvimento de técnicas de extracao e analise dos
principios ativos presentes nestas plantas. Assim, objetivando normatizar o registro
de fitomedicamentos no Brasil, o Ministério da Saude, através de seus 6rgaos de
vigilancia sanitéria, tem publicado uma série de regulamentacbes (Marques et al.,
2001).

A extracdo é um dos processos mais utilizados para o isolamento de
produtos ativos presentes em uma planta medicinal (Marcano, 1991). Dentre os
métodos de extracdo solido-liquido mais comumente empregados, destacam-se 0s
tradicionais: maceracdo, percolacdo e a extracgdo com Soxhlet; e o0s néo
convencionais: ultra-som, extracdo com fluido supercritico (SFE) e extracdo com

liquido pressurizado (PLE).

O ultra-som é um procedimento que utiliza a energia de ondas sonoras e
pode ser usado como técnica de extracdo alternativa ao processo Soxhlet, tendo
sido empregado para extracdo de compostos organicos (Koh, 1983). Ainda que a
eficiéncia desta técnica tenha sido citada como igual, ou melhor, que a obtida com o
extrator Soxhlet, sdo muito escassos os trabalhos que referem seu uso para a
extracdo de produtos naturais a partir de plantas (Tena et al., 1997; Sargenti et al.,
2000). Sao citadas como vantagens desta técnica a sua alta reprodutibilidade, a

possibilidade de utilizagdo para uma ampla variedade de tamanhos de amostra,
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rapidez no processamento da amostra e baixo custo, envolvido em todo o

procedimento analitico.

A extracao supercritica com dioxido de carbono (CO,) é outra técnica que
tem sido proposta como alternativa (Moyler, 1992; Stahl et al., 1980; Reverchon,
1992) para extracdo de fragrancias naturais. CO, tem sido usado como fluido
supercritico, pois apresenta como vantagens a nao inflamabilidade, o fato de nao ser
toxico, seu custo relativamente baixo e a facilidade de remog¢&o na descompresséo.
Por sua baixa temperatura critica (31,1 °C), a possibilidade de decomposicdo

térmica de amostra é bastante reduzida.

Porém, CO, puro ndo € um fluido de extracdo apropriado para analitos
polares. Para aumentar o poder de solvatagcdo do CO,, recomenda-se a adicdo de
solventes modificadores (List, et al., 1989; McNally, et al., 1996).

A extracdo com liquido pressurizado (PLE) é uma técnica recente na
obtencéo de produtos naturais. Sua eficacia tem sido comparada a outras técnicas
modernas e a procedimentos classicos quanto a composi¢cdo dos extratos obtidos.
Entretanto, o alto custo do equipamento talvez expligue o reduzido nimero de
trabalhos sobre produtos naturais resultantes de sua aplicacdo. (Kikucchi et al.,
1997; Wenzel et al., 1998; Ong et al., 2000; Papagiannopoulos et al., 2002; Pecorelli
et al., 2003 e Choi et al., 2003).

Entre as principais técnicas analiticas de separacado, identificacdo e
quantificacdo aplicadas ao estudo de extratos de plantas, encontram-se as
cromatograficas, destacando-se, dentre elas, a cromatografia liquida preparativa
( PLC — Preparative Liquid Chromatography ), a cromatografia gasosa (GC — Gas
Chromatography ), e a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
( GC/MS - Gas Chromatography / Mass Spectrometry) (Ryan et al., 1999, Silverstein
et al.,1981).

A medicina tradicional atribui varias propriedades farmacolégicas as
substancias extraidas das plantas do género Hibiscus em geral, algumas delas
coincidentes na maioria das espécies. Para H. elatus, considerada como subespécie
de H. tiliaceus, Roig (1988) confere propriedades aperitivas, emolientes, sudoriferas

e laxantes.
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1.1 Objetivo geral e objetivos especificos

O objetivo geral deste trabalho é o estudo comparativo de métodos de
extracdo das flores de H. tiliaceus L. A partir do objetivo geral, apresentam-se 0s
seguintes objetivos especificos:

a) estabelecer condi¢cdes Otimas para a extracdo dos componentes presentes nas
flores de H. tiliaceus L., através de metodologias classicas como Soxhlet e
maceragao, utilizando solventes de diferentes polaridades;

b) estabelecer condi¢cdes Otimas para a extragdo dos componentes presentes nas
flores de H. tiliaceus L. empregando a extracdo assistida com ultra-som (SAE),
extracdo com fluido supercritico (SFE) e extracdo com liquido pressurizado (PLE),
utilizando solventes com diferentes polaridades;

c) caracterizar e identificar os extratos utilizando a técnica de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas;

d) realizar um estudo comparativo dos métodos de extragdo por ultra-som, fluido
supercritico e liquido pressurizado, considerando a capacidade extratora dos
mesmos e dos solventes empregados, a atividade de extrato obtido e a composicao
quimica destes extratos.

f) avaliar a atividade antioxidante nos extratos;

g) avaliar a qualidade dos extratos obtidos através da determinacdo da toxidade e

da mutagenicidade;

1.2 Novidade do trabalho

A novidade deste trabalho consiste em:
a) demonstrar a possibilidade do uso das técnicas de extracdo estudadas para o
isolamento e caracterizacdo dos componentes quimicos presentes na espécie H.
tiliaceus L.;
b)  contribuir para o conhecimento da composi¢cdo quimica e das propriedades
antioxidantes das flores desta espécie de planta.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Género Hibiscus

2.1.1 Generalidades

A familia vegetal das Malvaceas estad composta por aproximadamente 82
géneros e 1500 espécies, distribuidas pela maior parte do planeta, sendo
particularmente abundante na América Tropical. Os membros desta familia, de
ocorréncia espontdnea nas Américas, sao constituidos por 27 géneros e
aproximadamente 200 espécies, incluindo-se nestas o género Hibiscus (Webber,
1934). A espécie H. tiliaceus L. é conhecida no Brasil pelos os nomes vulgares de
“Algodoeiro da Praia”, “Guaxima do Mangue”, “Embira do Mangue” (Soave et. al.,
1990). A classificacdo taxonémica desta espécie foi feita por Schultz (1963), que a
considerou dentro da ordem Malvales, familia Malvaceas, género Hibiscus e
espécie Hibiscus tiliaceus. E uma arvore tipica da vegetacdo de ecossistemas
costeiros, crescendo também na margem dos rios e em solos muito umidos (Figura
2.1).
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Figura 2.1: Fotografias da espécie H. tiliaceus L.: detalhes da flor (a) e do arbusto

(b)

2.1.2 Descricao botanica da espécie Hibiscus tiliaceus L.

Segundo Correa (1984), H. tiliaceus L. € um arbusto ou arvore de tronco
tortuoso, de até 5 m de altura e 10 cm de didmetro, fortemente ramificado desde a
base, com casca um pouco rugosa e de cor variavel, entre branco acinzentado e
castanho claro. A planta apresenta ramos longos, de até 6 m, estendidos
lateralmente e conservando as cicatrizes das folhas antigas, com estipulas grandes,
falcado-lanceoladas. Suas folhas séo alternadas, simples, largo-pecioladas (peciolo
com tamanho de 10 cm ou mais, de cor violeta na base), ovado-cordiforme, curto-
abrupto-acuminadas ou agudas, as vezes obtusas, com até 19 cm de comprimento e
17 cm de largura, crinadas, trilobadas ou palmi-nervadas, polinervadas (9 a 11
nervuras), coriaceas, vernicosas, de cor verde intensa — a parte superior sendo um

pouco mais clara que a inferior — e pilosas (pelos em forma de estrela).

Suas flores sdo grandes, de cor amarelo sulfuroso, sem macula alguma na

base das pétalas, e apresentam corola bem aberta, de 8 cm, com 2 ou mais dias de
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duracdo, nunca desabrochando completamente e obscurecendo até a coloracéo
marrom antes de cair do pedunculo dispostas em racimos terminais e sub-auxiliares;
calice de 20 a 25 mm; os bractéolos afinam na dire¢cdo do &pice; o ovério é piloso
(pelos esbranquicados). Seus frutos sdo em forma de cépsula ovdlide-aguda
velutina, medindo de 20 a 25 mm, com 5 sulcos, 5 valva, 10 divisbes e sdo denso-
pubescentes; apresentam sementes sub-reniformes, sulcadas e negras (Correa,
1984).

2.1.3 Habitat e distribuicdo geografica da familia Malvacea, da espécie

Hibiscus tiliaceus L.

A familia Malvacea apresenta-se em éareas distribuidas por todo o Brasil,
sendo a espécie H. tiliaceus L. encontrada ao longo de toda a costa e agrupando-se,
devido a seus longos ramos entrelacados, em bosques impenetraveis nos terrenos

sedimentarios sujeitos aos fendmenos do mar (Figura 2.2).
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Figura 2.2: Habitat brasileiro da espécie H. tiliaceus L. estudada.
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Esta planta desempenha uma fun¢éo geoldgica de alta relevancia, como a de
fixar os terrenos, dessecando-os, trasladando-se a outro lugar a medida que
desempenha sua fungédo (Schultz,1963 e Correa,1984). Segundo Santiago (2000),
esta espécie esta associada geralmente a ecossistemas costeiros, onde 0 aumento
da salinidade do solo diminui a condutancia dos estomas, 0 que aumenta O USO
eficiente da agua; este autor também demonstrou que a salinidade diminui o

processo fotossintético, ndo atuando sobre o crescimento da planta.

2.1.4 Composigao quimica da espécie Hibiscus tiliaceus L.

A Figura 2.3, apresenta as estruturas dos principais compostos identificados

para a espécie, de acordo com a literatura consultada.

As primeiras informacdes sobre a composicdo quimica do género Hibiscus
foram publicadas por Visweswara et al., 1946 (a, b), que conseguiram separar das
flores de H. vitifélius o glicosidio flavonol gossipin como componente majoritario e a
quercetina como componente minoritario, também comunicando os autores ser o

gossipin um novo glicosidio da gossipetina.

Chen et al. (1993) informaram o isolamento de nove componentes a partir das
flores secas de H. mutabilis, identificados como nonacosano, R-sitosterol, &cido
betulinico, éster hexilico do acido estearico, estigmastan-3,7-diona (novo
componente), estigmasta-4-en-3-ona, alcool tetratriacontilico, quercetina e
kaempferol. Estes autores comprovaram, também, as atividades anticancerigenas e

antiinflamatoérias do acido betulinico.

Trabalhos recentes de Seca et al., 2001 a e b relatam a presenca, no extrato
cetbnico da casca e da madeira de H. cannabinus, de esterdis, triterpenos e ésteres
de &cidos graxos de cadeia grande, assim como de quatro novos lignanos,
designados boehmenano H-1; boehmenano K, treo-carolignano Kz e treo-
carolignano H’4, além de mais 16 componentes, dentre os quais outros lignanos,

aldeidos e derivados de treonina.
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Sobre o0 género em geral, e sobre H. tiliaceus L. em particular, existe pouca
informacdo a respeito de sua composicdo quimica. Sankara et al. (1961)
comunicaram, em relacdo as flores da espécie, a presenca de gossipetina (C,),
quercetina (C3) e kaempferol (C4). Nair et al. (1961) assinalam que, além dos
compostos antes mencionados, as flores frescas contém gossipitrina (C,) e o 3-

glicésido da gossipetina.

Componentes isolados da madeira

o] | o] | 0 o]
o 0 0, o 0. OH
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’ /‘\H /‘\H "
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Figura 2.3: Estruturas quimicas de alguns componentes isolados de H. tiliaceus L.

na madeira, raizes, flores e frutos. (Gros et al.,1985)

Para os frutos da planta, Subramanian et al. (1961,1973) identificaram o [3-
sitosterol (Cg), kaempferol-3-O-galantésido, kaempferol, quercetina, quercetina 3-O-
3-D-galactésido e acido p-coumarico.

Lowry (1976) realizou um estudo sobre antocianinas de espécies de H. e
informou que para as espécies maderaveis, dentro das quais citou a H. tiliaceus, a
cianidina-3-glucosido (Cs) estava entre os componentes mais comuns encontrados

nas flores.

Sadaquat et al. (1980) fizeram um estudo comparativo de H. elatus e H.
tiliaceus L., considerando que, para alguns taxonomistas, a primeira é uma
subespécie da segunda. O estudo foi realizado nas madeiras do tronco de arvores
procedentes de Fiji e Sri Lanka e nas raizes de arvores encontradas no Brasil. Na
extragdo com cloroférmio aplicada a madeira de H. tiliaceus L. de Fiji foi encontrada
uma série de quatro hibisconas, também presentes em H. elatus e ainda o lapachol,
ndo descrito em Malvaceas. Para o material procedente de Sri Lanka, a extracao
com cloroférmio revelou a presenca das hibisconas antes mencionadas, bem como

de quatro hibiscoquinonas e uma hibiscolactona.

A investigacdo das raizes de H. tiliaceus L. provenientes do Brasil ndo revelou
a presenca de nenhum desses compostos. Entretanto, delas se isolaram quatro
pigmentos relacionados: gossipol (B;) (opticamente inativo) e mansanonas (B:).
Como o gossipol aparece em Gossypium e outros géneros de Malvaceas (Bell et al.
1978; De-Eknamkul et al., 2003), ndo foi surpresa sua constatacdo em H.
Sterculéaceas (Ali et al., 1980) e Ulmaceae (Chen et al., 1972; Rowe et al., 1972 e
Nishikawa et al., 1973).

Para as folhas, Thayer et al. (1990) investigaram a quantidade de xantofilas e

assinalaram altos conteudos dessas substancias presentes na espécie.
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Jaroszewki et al. (1992), realizando uma andlise de 90 espécies do
género Hibiscus e utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em fase
reversa, assinalaram que a espécie H. tiliaceus L. ndo contém, na casca da madeira,
gossipol — composto que tem demonstrado propriedades anticancerigenas e

capacidades de inibir a maturacdo do espermatozoéide humano.

Também para a espécie H. tiliaceus L. foi informada a presenca de ions
inorganicos e acidos orgéanicos por Popp (1984). Ele assinala que a planta, apesar
de crescer em &gua salobra, ndo armazena ions inorganicos (sodio e cloreto) nas
folhas jovens, nem apresenta aumento significativo da presenca de sulfato e
magneésio nas folhas velhas; entretanto, encontrou oxalatos livres, malatos e citratos
ndo tendo constatado presenca importante dos &acidos organicos contidos nos

anions.

Soto (1992) realizou, para diferentes espécies do género Hibiscus, um estudo
da concentracdo de nutrientes das folhas maduras verdes, antes de se soltarem da
arvore e de suas folhas amarelas, depois de cairem dela. Constatou que, para o H.
tiliaceus L., as concentracdes de nitrogénio, fosforo e potassio eram menores nas
folnas amarelas que nas verdes, 0 que sugeria sua transferéncia a outra parte da
planta, antes de cairem. Além disso, o nivel de outros nutrientes como o magnésio,
ferro, manganés, zinco e cobre foi aumentado, sendo mais incrementados os de

ferro e manganés.

2.2 Métodos de extragao e caracterizagao de produtos naturais

O estudo fitoquimico geralmente compreende quatro etapas bem definidas
(Lock de Ugaz,1994).

a) coleta e classificacdo botanica da espécie a estudar;
b) extracdo, separacao e purificacdo dos constituintes quimicos;
c) determinacéo estrutural,

d) ensaios biologicos e farmacolégicos.
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Os métodos de extracdo e caracterizacdo geralmente aplicados,
determinantes para a aplicacdo posterior dos ensaios bioldgicos, dependerdo da

composicao quimica do material vegetal a ser estudado.

Do ponto de vista farmacéutico, a extracdo refere-se a separacao — a partir
dos tecidos das plantas e animais, mediante 0 uso de solventes seletivos e
utilizando-se procedimentos estabelecidos — de suas por¢des farmacologicamente
ativas (Bombardelli, 1991; Miranda et al., 2001). As partes em estudo da planta
(folhas, flores, frutos, raizes) determinardo, fundamentalmente, os procedimentos a
serem utilizados, podendo-se aplicar métodos continuos ou descontinuos, a

temperatura ambiente ou com aplicacao de calor (Marcano et al.,1991).

221 Maceragao

A maceracdo é um método de extracdo muito utilizado. Consiste em por em
contato a droga com a quantidade de solvente preestabelecida, a temperatura
ambiente, em recipiente fechado, durante 2 a 14 dias. E um processo nédo seletivo
que resulta num equilibrio de concentracdo entre a droga e o solvente, e é
influenciado por fatores que dependem da droga (sua natureza, tamanho de
particula, grau de umidade e quantidade em peso), e do solvente (sua seletividade e
guantidade em volume). A velocidade com que se obtém o equilibrio € funcédo do
tamanho de particula e do grau de inchamento das células, bem como da

viscosidade e da polaridade do solvente (Farmacopéia Brasileira,1996).

A maceracao é o método escolhido quando os principios ativos podem sofrer
alteracdo pelo calor ou pelo ar e sdo sollveis a temperatura ambiente, em um

solvente que ndo deve ser volétil (Miranda et al., 2001).

Dentre as desvantagens do processo estdo a lentiddo, a impossibilidade de
extrair totalmente os principios ativos da droga e a possibilidade de contaminacdes,
guando se empregam solventes com grande quantidade de agua. A operacdo de

maceracao (estatica ou dinamica) pode repetir-se varias vezes, sendo 0 processo
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conhecido como maceracdo mdultipla. Este processo é bastante utilizado para a

extracdo em pequena escala, tanto por quimicos quanto por farmacéuticos.

2.2.2 Extragcao com Soxhlet

7z

A extracdo com Soxhlet € um método continuo, considerado um caso

particular da lixiviagao.

Ainda que seja um método muito utilizado na extracdo de compostos
organicos, ele apresenta restricoes ligadas ao elevado tempo de extracao, que pode
variar de 1 a 72 horas (Miguel et al.,1989). Neste processo, 0 solvente extrai o
material organico retido na amostra, a temperatura proxima a do ambiente; mas o
material extraido permanece em contato com o solvente em ebulicdo durante todo o
procedimento e, em algumas ocasides, isto pode provocar transformacdes quimicas

nos componentes extraidos.

Na maioria dos casos, 0 processo de extracdo nao € seletivo e, basicamente,
a temperatura de extracdo e a natureza do solvente determinam o poder de
dissolucéo (Snyder et al., 1979; Vale, 1997).

2.2.3 Extragao com ultra-som

O ultra-som é um processo de extracdo que utiliza a energia de ondas
sonoras geradas em freqUéncia superior a capacidade auditiva do ser humano.
Estas ondas sonoras criam uma variacdo na pressdo do liquido empregado no

processo, gerando cavitacao.

O primeiro registro de transmissdo de ondas sonoras na agua do mar foi
realizado em 1917 por Paul Langevin, que € considerado o pai do ultra-som
(Wender, 1985). Richards et al. e Wood et al., em 1927, observaram, pela primeira

vez, os efeitos das ondas ultra-sdnicas em sistemas quimicos e biolégicos.
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A utilizacdo de ondas ultra-sbnicas de alta frequéncia (20 a 100 kHz) causa
mudancas fisicas e quimicas permanentes por produzirem cavitacdo e microfluxos
nos liquidos, aquecimento e ruptura nos solidos e instabilidade na interface de
sistemas liquido - liquido e liquido - gés. (Kirk-Ohmer, 1981; Barboza et al., 1992,
Berlan et al., 1992).

A tecnologia adotada na utilizacdo do ultra-som pode ser dividida em duas
principais &reas: alta poténcia e baixa poténcia. O ultra-som de alta poténcia
caracteriza-se pela elevada frequéncia, pequenas translocacdes, moderada
velocidade e alta aceleracdo. Sua principal utilidade esta nos banhos de limpeza,
soldas, reacfes quimicas, emulsificacées, dentre outras. A Tabela | mostra algumas

destas aplicacdes (Barboza et al., 1992).

Tabela I: Principais aplicagdes das ondas ultra-sonicas de alta poténcia

area aplicagao

biologia homogeneizacdo, rompimento de células, esterilizacao,
extracdo de componentes em tecidos de plantas ou animais

engenharia limpeza de metal, solda, refinamento de metal em pedacos,
perfuracao

geologia localizacdo de minerais e depésitos de 6leos, estabelecimento
de profundidade

indUstria filtracdo, cristalizacdo, dispersdo de solidos, crescimento de
cristais, desgaseificacdo, emulsificacao

medicina esterilizacao, fisioterapia, inalacdes

fisica cavitacdo, fendmeno das ondas acusticas, velocidade do som

polimeros polimerizacdo, despolimerizacdo, degradacdo de peso
molecular

As ondas ultra-sbnicas de baixa frequéncia e baixa amplitude de propagacao
sdo usadas em muitos campos da ciéncia, engenharia e medicina, para ensaios e

diagnésticos técnicos.

A eficiéncia desta técnica de extracdo € citada como sendo igual ou melhor do
que a obtida com o extrator Soxhlet, apresentando as vantagens de alta
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reprodutibilidade, possibilidade de utilizacdo para uma ampla gama de tamanhos de
amostra, rapidez de processamento da amostra e baixo custo (Koh,1983; Sargenti et
al., 2000).

Os principais efeitos do ultra-som, empregado como técnica de extracdo, sao:
(List e Schmidt,1989)

a) aumento da permeabilidade da parede celular;

b) a producédo de cavitacdo (formacdo espontanea de bolhas num liquido
abaixo do seu ponto de ebuli¢cdo, resultante do esfor¢co dinamico);

c) aumento da tensdo mecanica das células (também denominado

interface de friccao).

O ultra-som tem sido empregado como método de extragdo alternativo ao
Soxhlet, aplicado na extracdo de diferentes compostos orgéanicos: de particulas
atmosféricas coletadas em vidro ou fibras de quartzo, de particulas de carbono, de
solo, de alcatrédo e de gorduras de material biologico (Lee et al., 1980; Eiceman et
al., 1980; Koh, 1983; Willians, 1983; Luche et al., 1987; Miguel,1983 e 1989; Marvin
et al., 1992; Blanco et al., 1992; Vale, 1997; Valachovic et al., 2001; Mzoughi et al.,
2002; Miege et al., 2003; Hromadkova et al., 2003; Luque-Garcia et al., 2003)

Os efeitos do ultra-som no processo de extracdo dependem da frequiéncia e
capacidade do equipamento e do tempo empregado para a extracao. Alguns autores
tém informado a ocorréncia de transformacdes quimicas nos extratos, resultante da
utilizacdo de longos tempos de extracdo (Ovadia et al., 1965; Suss, 1972; Vinatoru
et al., 2001; Toma et al., 2001; Schinor et al., 2004).

2.2.4 Extragao com Fluido Supercritico (SFE)

A observacdo experimental do aumento da solubilidade de substancias
guimicas com o aumento simultaneo de pressao e da temperatura, feita por Hannay
e Hogarth em 1879, conduziu a um importante avanco cientifico e tecnoldgico: o uso

de fluidos supercriticos.
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As técnicas para a extracdo de componentes ativos de substratos naturais
evoluiram consideravelmente (Kerrola,1995). Nos ultimos anos, o processo de
extracdo de matérias primas por diversos solventes — n-hexano, benzeno, élcoois
metilico, etilico e propilico, acetona, pentano e diversos solventes clorados —
passou a ser muito usado. Apos a extracdo, o solvente é removido por evaporagao
ou destilacdo a pressao reduzida, deixando, como resultado, um extrato denso e

resinoso.

Cada um desses processos pode produzir ingredientes de aromas e odores
de muita qualidade. Entretanto, a temperatura elevada da destilacdo e o uso de
solventes orgéanicos podem deteriorar esta qualidade original. H& dois problemas
associados as elevadas temperaturas: 0s danos causados aos componentes
altamente sensiveis (como aromas e fragrancias) e principios ativos farmacéuticos; e
a perda de componentes altamente volateis, de baixo peso molecular, que néao
podem mais ser recuperados e reincorporados aos extratos (Kerrola, 1995;
Maul,1996 e 1998).

Ja4 em relacdo aos solventes, é praticamente impossivel remover, sem um
grande dispéndio de energia e custos, todo o solvente residual, podendo este causar

alteracGes quimicas nas moléculas e provocar efeitos téxicos nos consumidores.

A extracdo de matérias primas naturais com didxido de carbono supercritico
resolve eficazmente as questdes associadas as altas temperaturas e ao uso de
solventes organicos (Pellerin, 1991), pois este processo emprega temperaturas
bastante baixas e o Unico solvente usado, o gas carbénico, dissipa-se totalmente no

final da extracdo, apos a descompressao, sendo um componente do ar atmosférico.

Apesar de bem conhecidos a partir dos experimentos realizados por Buchner
(1906), até o inicio da década de 80 o uso de fluidos supercriticos era ainda muito
limitado. Uma das principais razdes dessa limitacdo devia-se as dificuldades em se
operar, com seguranca, temperaturas e pressdes elevadas (as vezes superiores a
1000 atm) (Allada,1984). A extracdo com fluido supercritico em escala industrial teve
inicio na Alemanha no final dos anos 70, com o processo da remocéao da cafeina do
café (Adams, 1991; Anklam, 1995; McNally, 1996).
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Hirata (1989) usou com éxito a extracdo por fluidos supercriticos como um
método rapido e simples para obtencdo de aditivos de polimeros e posterior andlise
por micro-LC (cromatografia liquida usando colunas em escala micro).
Posteriormente, surgiram trabalhos demonstrando a utilidade do acoplamento direto
SFE a outras técnicas cromatograficas GC (cromatografia gasosa), LC
(cromatografia liquida) e SFC (cromatografia com fluidos supercriticos) (Ashraf-
Khorassani e Levy, 1990; Ryan et al.,1990; Ashraf-Khorassani et al., 1990).

Em datas mais recentes, atividades de desenvolvimento comercial, de
pesquisa e mesmo académicas, envolvendo a extracdo com fluido supercriticos, tém
crescido continuamente. Como exemplos comerciais, podem citar-se: para a
industria da cerveja, a extracao de principios amargos e aromaticos do lupulo (Maul,
1998; McNally, 1996; Queckenber, 1994); a descafeinacdo do café (Adams, 1991;
Anklam, 1995) e do mate; para producao de cigarros “light”, a remocao da nicotina
do tabaco (Kerrola, 1995); a obtencdo comercial de carotenos da cenoura (Vega,
1996); a producdo de bases para cosméticos a partir do residuo das cervejarias
(King, 1996; Lim, 1996); a extracao de 6leos essenciais de plantas (Gopalakrishnan,
1991; Queckenberg, 1994; Trease, 1996, Rodrigues, 2003); a retificacdo e
desodorizardao de 6leos comestiveis em geral (Reverchon, 1994); e, para a industria
farmacéutica, a extracdo de matérias-primas das plantas medicinais (Degnan, 1991;
Fontana, 1998; Kerrola, 1995; Maul, 1998; Trease, 1996). As Tabelas Il a VI, nas
paginas seguintes, apresentam um resumo da literatura com 0s principais estudos
envolvendo aplicacdes dos processos de SFE.

Tabela Il: Aplicacdo dos processos de SFE com CO; na obtencéo de extratos na

area de farmacos

matéria prima extrato processo referéncia
tradicional
acidos graxos |1) extracao com Krukonis (1989); Nilsson et
Oleo de peixe PCBs solventes al. (1989); Staby et al.
2) destilacéo a vacuo |(1993)
borra de soja tocoferol destilacdo a vacuo Lee et al. (1991)
plantas, frutas, |B-caroteno sintese quimica; Cygnaronicz et al. (1992);
raizes, fungos e | (vitamina A) |fermentacéo Brunner et al. (1995)
bactérias
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Tabela lll: Aplicacdes dos processos de SFE com CO; na obtencdo de extratos na area de alimentos

matéria prima extrato processo tradicional referéncia
gréos de café cafeina extracdo com diclorometano Rizvi et al. (1986); Peker et al. (1992)
gema de ovos colesterol nao existe Parkinson e Johnston (1989)
produtos lacteos colesterol nao existe Moore et al. (1994)
Oleo de laranja (d-limoneno) extracdo com solvente, destilagdo a | Temeli et al. (1988); Richter e Sovova (1993)
vapor
azeite de oliva acidos graxos refino Gongalves et al. (1991)

cardamon 0leo de cardamon | destilacdo a vapor Gopalakrishman e Narayanan (1991)
soja Oleo de soja extracdo com solvente Reverchon et al. (1994)

horteld pimenta Oleo de horteld destilacdo a vapor Roy et al. (1996)

cenoura de caroteno extracao por solventes organicos Vega et al. (1996)

Tabela IV: Aplicacdo dos processos de SFE com CO; na obtencao de extratos na area de combustiveis e tabaco

matéria prima extrato processo tradicional SFE referéncia
residuo da destilacdo | 6leo desasfaltado desasfaltacdo a propano propano Willians (1981)
a vacuo do petroleo
alcool hidratado agua destilacao azeotropica CO, Brignole (1986)
carvao mineral asfaltenos e asfaltéides |liquefacao direta do carvao |solventes Sunol et al. (1990); Rocha
organicos (1995)
tabaco comercial nicotina extracdo com solventes CO, Willians (1981), Parkinson et al.

organicos

(1989), Hubert et al. (1978)
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Tabela V: Aplicacdo dos processos de SFE com CO; na obtencao de extratos na area de Aromas

matéria prima

extrato

processo tradicional

referéncia

pimenta do reino

6leo de pimenta

extragdo com solventes toxicos

Ferreira et al. (1991); Moyler et al. (1992)

pimenta preta

Oleo de pimenta

extragdo com solventes

Fereira et al. (2000, 2002)

Rosmarinus officinalis
l.

Oleo de rosemary

destilacdo a vapor

Reverchon et al. (1992, ) Coelho et al.
(1997), Sebastian et al. (1998)

alfavaca

6leo de alfavaca

destilacao a vapor

Stuart (1995); Reverchon et al. (1994)

sementes de
baunilha

6leo de baunilha

extracdo com acetona ou n-
hexano

Stuart (1995); Reverchon et al. (1994)

flores de camomila

6leo de camomila

destilagcdo a vapor

Reverchon et al. (1993, 1994)

flores de lavanda

6leo de lavanda

destilacao a vapor e extracao
com solventes

Reverchon et al. (1995)

flores de laranja

fragrancias

destilacao a vapor

Reverchon (1997, 1999, 2001)

flores de camomila

extrato

destilacao a vapor, Soxhlet

Scalia (1999)

flores de soja

extrato

extracdo com solventes

Rostagno et al. (2002)

produtos naturais

fragrancias

destilacao a vapor

Reverchon (1997)

casca de laranja

Oleo de laranja

destilagéo a vapor

Berna et al. (2000)

orégano

Oleo de orégano

destilacaoa vapor

Ertugrul et al. (1997)

Origanum vulgare

6leo de orégano

destilacdo a vapor

Simandi et al. (1998)

Origanum
munituflorum

6leo de orégano

destilacao a vapor

Kose et al. (1998)
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Tabela VI: Outras aplicacfes dos processos de SFE

matéria prima extrato SFE processo referéncia
tradicional
embalagem de |flavorizantes e extracdo com Sharma et al.
polietileno aromatizantes CO, | solventes (1991)
incineragao Parkinson et al.
agua poluida |residuos toxicos |H,O (1989); Moore et al.
(1994)
solos e plantas |residuos de CO; | destilacéo a alta Capriel et al. (1986)
pesticidas temperatura
ervas, produtos | extratos destilacao a vapor e |Lang et al. (2001)
naturais medicinais CO; | extragcdo com
solventes
Ginkgo biloba |extrato de Ginkgo | CO, | extragdo com Chiu et al. (2002)
biloba solventes, Soxhlet
batata andlise de CO; | Soxhlet Nunes et al. (2002)
pesticidas
milho andlise de fungos |CO; | solventes organicos |Ambrosio et al.
(2004)

Apesar de usualmente definido a partir de diagramas de fases, onde o fluido
supercritico é conceituado como uma regido fisica encontrada acima do ponto critico
da substancia, este conceito tem pouca importancia pratica, uma vez que a
passagem do estado gasoso ou liquido para o supercritico ocorre de uma forma
continua e ndo de modo descontinuo, como sugerido por estes diagramas (Lancas,

2000).

7

Na pratica, o estado supercritico € obtido elevando-se a pressdo e a
temperatura de um gas ou de um liquido de forma que se altere o seu estado de
agregacdo e, como consequéncia, modifiquem-se as propriedades da substancia
objeto de interesse. Esta alteracdo do estado de agregacdo de um géas ou liquido,
em funcdo de mudangas na pressao e na temperatura, conduz a uma mudanca na
sua densidade e no poder de solvatacdo, alterando o comportamento quimico da
substancia. Por exemplo, o dioxido de carbono, apolar em condi¢cdes normais de
temperatura e pressdo, apresenta, sob elevadas pressfes, constante dielétrica
equivalente a de substancias que sdo polares em condi¢bes normais de temperatura

e pressao; por outro lado, a agua, considerada como substancia altamente polar em
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condicBes normais de temperatura e pressdo, mostra constante dielétrica proxima de

zero quando submetida a elevadas temperaturas e pressdes (Sargenti,1994).

O estado de fluido supercritico € apenas uma das possibilidades situadas
entre os dois extremos: gases e liquidos. Assim, iniciando-se com uma substancia
no estado liquido e aumentado-se sua temperatura a uma pressao constante,
diminui-se de forma continua sua densidade, tendendo ela ao estado gasoso. Se a
pressao for suficientemente alta, ndo permitindo que a substancia atinja o estado
gasoso, ela permanecerd em um estado intermediario (entre gas e liquido). Assim,
se ambas as condi¢cdes — pressao e temperatura — forem superiores a temperatura
e a pressao criticas, a substancia € dita no estado supercritico. Caso esteja, pelo
menos uma delas, abaixo destes valores, diz-se que a substancia encontra-se no
estado sub-critico. Esta condi¢cdo (a substancia situada entre o estado liquido e o
supercritico) tem sido utilizada em varias técnicas instrumentais modernas,
incluindo-se ai, dentre outras possibilidades, a extracdo subcritica (sub-FC) e a
cromatografia subcritica (sub-FC); a extragdo com liquido pressurizado (PLE, de
Pressurized Liquid Extraction) e a cromatografia com fluidez aumentada (EFC, de

Enhanced Fluidity Chromatography) (Lancas, 2000).

A temperatura critica de um gas € aquela temperatura acima da qual ele ndo
pode mais ser liguefeito, ndo importando a quanto se eleve a pressao aplicada. Sua
pressao critica é definida como a pressédo acima da qual ele ndo pode mais ser
liquefeito, ndo importando a quanto se diminua a temperatura. E um estado
intermediario da substancia, isto é, entre o liquido e o gasoso (Figura 2.4). Nessas
condicdes, ela é relativamente densa se comparada a um gas convencional e suas

forcas de solubilizagéo sdo mais intensas.

As propriedades fisicas de um fluido supercritico sdo intermediarias entre as
de um gas e as de um liquido tipicos. Por exemplo, a densidade de um fluido
supercritico pode ser mudada pela variacdo da pressdo aplicada sobre o fluido.
Assim, o fluido supercritico pode ter, quando comprimido a altas temperaturas,
densidade oscilando entre as exibidas pelos gases e as tipicas dos liquidos
(Hawthorne,1993, 1995, 1998).
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Figura 2.4: Diagrama de fases do diéxido de carbono

Um fluido supercritico mantido a densidade relativamente alta é capaz de
dissolver uma variedade de materiais, exatamente como o fazem os liquidos

convencionais, mas com o poder de penetracdo proximo ao dos gases
(Knowles,1988).

Fluidos supercriticos trazem consigo as propriedades dos gases e dos
liquidos:

a) compressibilidade semelhante a de um gés, com este preenchendo

completa e uniformemente um recipiente;

b) dissolucdo de solutos — como um liquido — quando suficientemente
comprimidos;

c) viscosidade baixa como a de um gas, produzindo pequenas quedas de

pressdo em colunas de mercurio;

d) difusdo intermediaria entre a de gases e liquidos, variando com a sua
densidade.
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2.2.4.1 Gas carbénico supercritico

O gas carbbnico supercritico tem a densidade préxima a de um liquido, baixa

viscosidade, e se difunde como um gas, o que Ihe confere excelentes qualidades de

extracdo. E o solvente indicado para a extracido de uma grande faixa de substratos

naturais. Sua seletividade de extracdo pode ser ajustada para cada substrato,

mudando-se a temperatura e a pressdo dentro da regido supercritica.

As regras gerais de extracdo com dioxido de carbono supercritico podem ser

assim resumidas:

a)

b)

d)

)

compostos lipofilicos, como hidrocarbonetos, éteres, ésteres, cetonas

e aldeidos, sao facilmente extraidos;

substancias polares como acgucares, polissacarideos, aminoacidos,

proteinas, fosfatidios, glicosidios e sais organicos, ndo sao soluveis.

o fracionamento é possivel quando as substancias apresentam

diferencas na volatilidade, no peso molecular ou na presséo de vapor;

temperatura critica (31,04 °C): as extracdes podem ser conduzidas a
uma temperatura suficientemente baixa para ndo alterar as

propriedades organolépticas e quimicas dos extratos;

pressédo critica (73,8 bar): facil de obter e trabalhar em processo de

producéo industrial,

inerte, ndo oferecendo riscos de reacdes secundarias como

oxidacgOes, reducdes, hidrélises e degradacdes quimicas;

seguro, pois o diéxido de carbono € um material inofensivo, nao
explosivo, ndo poluente, ndo toxico e de uso significativo na

gaseificacdo de bebidas;
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h) a polaridade do gas carbbdnico estad proxima a do pentano e do n-
hexano, solventes comumente usados em extracdes tradicionais por

solventes;

i) versatil, pois os parametros de extracdo do dioxido de carbono
supercritico podem ser modificados facilmente pela adicdo de
pequenas quantidades de outros produtos, chamados de solventes
modificadores, polares ou apolares, como a agua e o etanol, e
também pela selecdo das condicbes de temperatura e pressao
especificas, opcbes estas que adicionam flexibilidade ao processo e
permitem a adequacdo das condi¢cdes de extracdo as necessidades
especificas dos produtos a serem extraidos e ao produto final
desejado.

Ha outros gases que também apresentam, em seu estado supercritico,
interessantes propriedades solventes. Entretanto, por razdes de custo, perigo de
exploséao, toxicidade, inflamabilidade e propriedades fisicas adversas, poucos deles

sdo usados comercialmente.

2.2.4.2 Principios de extragcao com fluido supercritico

O principio de extracdo com fluido supercritico aproveita as propriedades
fisicas dos fluidos no estado supercritico. Como a densidade de um fluido
supercritico é de 100 a 1000 vezes maior que a de um gas, comparavel a de um
liquido, as interacdes moleculares nele podem ser fortes, permitindo diminuir suas
distancias intermoleculares (Knowles et al.,, 1988) oferecendo, portanto, maior
capacidade de dissolucdo para véarias substancias quimicas. Por conta da
semelhanca na viscosidade dos fluidos supercriticos e a dos gases, e por seu
coeficiente de difusdo ser maior que o dos liquidos, a extracdo das substancias,
mediante este processo, € muito facilitada. Como somente uma pequena alteracao

da pressao e da temperatura provoca uma grande mudanca na solubilidade, o uso
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do fluido supercritico permite um isolamento altamente eficiente dos componentes a

serem extraidos (Vannoort et al., 1990).

2.2.4.3 Extragao de sélidos com fluido supercritico

Matérias primas soélidas podem ser maceradas ou moidas para facilitar a
extracdo. Esse material é entdo colocado dentro do cilindro extrator. Em cada ponta
do cilindro extrator ha uma capa de metal poroso que permite a livre circulacdo do
fluido supercritico e das substancias dissolvidas, enquanto mantém o residuo sélido
no seu devido lugar. Assim que o diéxido de carbono passa através das matérias-
primas, 0os aromas, 0s Oleos e 0s demais compostos existentes na amostra sao
dissolvidos e extraidos até um nivel de solubilidade de equilibrio (cerca de 10% p/p).
A solucdo gasosa sai do extrator e passa atraves da valvula redutora de pressao; a
pressao (e a forca de solubilizacdo) do CO;, € reduzida, causando a precipitacdo dos
componentes no separador; os aromas, 0leos e demais compostos existentes na
amostra sao separados do dioxido de carbono, entédo reciclado pelo compressor,
continuando o ciclo até que todos os componentes sejam extraidos e coletados no
separador. A quantidade do gas, o fluxo, a temperatura, a pressdo e o numero de
ciclos de extracdo sao selecionados e calculados para otimizar a extracdo e
dependem do produto e dos componentes que se queiram extrair, variando em cada
caso. Devido a essa diversidade de parametros possiveis, uma grande variedade de
matérias-primas sélidas pode ser efetivamente extraida por esse processo (Trease,
1996).

2.2.4.4 Extracao de liquidos com fluido supercritico

7

O extrator, neste caso, € uma coluna de extracdo liquida classica,
especialmente construida para uso sob alta pressdo. A matéria-prima liquida é

injetada na coluna, mantendo-se um fluxo em contra-corrente de diéxido de carbono
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supercritico. Como na extracdo de solidos, selecionam-se 0s parametros de

temperatura, pressao e reciclagem, para otimizacdo do processo extrativo.

A extracdo de liquidos € um processo continuo e tem certas vantagens
operacionais inerentes sobre os processos por lote da extracdo de solidos. Uma
grande variedade de matérias-primas pode ser efetivamente extraida por esse
processo. Como exemplo, podemos citar a extracdo dos 6Oleos essenciais (Kerrola,
1995), os sucos de frutas (Adams, 1991; Kerrola, 1995), os sucos vegetais (Adams,
1991, Kerrola, 1995; Vega, 1996), os 6leos comestiveis (Sun et al., 1995), além de
ser muito usado, pela industria de alimentos, na desodorizacdo de 6leos fixos
(Montanari, 1996; Sun et al., 1995) .

2.2.4.5 Vantagens e desvantagens da extragdao com fluido supercritico

Dentre as muitas vantagens particulares da extracdo supercritica, as

principais sao:

a) os solventes nela empregados geralmente sdo gasosoS a pressao
normal e a temperatura ambiente, permitindo que, apds a extracao,
eles sejam facilmente eliminados dos residuos e dos produtos

extraidos, e recuperados;

b) as propriedades solventes dos gases comprimidos podem ser
grandemente variadas, tanto pelo ajuste apropriado da temperatura e
da pressédo quanto pela introducéo de agentes aditivos que mudem a
polaridade dos gases e, pela alteracdo gradual da temperatura e da
pressdo, possibilitem extrac6es multifase e fracionamento do extrato

nos produtos desejados;
c) a forca solvente é ajustada via compressdo mecanica,

d) a adicdo de solventes modificadores permite a extracdo diferencial

desde solutos ndo polares até solutos de polaridade alta;
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e) adicdo de solventes modificadores organicos aumentando a

solubilidade do material a ser extraido;

f) os solventes podem ser reusados, possibilitando baixo custo

operacional;
As principais desvantagens da extracao supercritica sao:

a) 0 processo torna-se caro devido ao custo dos equipamentos e, assim,
produtos de baixo valor agregado e baixo rendimento ndo podem ser

economicamente extraidos poOr esse processo;

b) compostos muito polares dificilmente serdo extraidos sem a adicao de

um solvente modificador adequado.

2.24.6 Interacdo de solventes modificadores em solugdoes para fluido

supercritico

A adicdo de pequena quantidade de solvente modificador pode ter efeitos
drasticos no comportamento das fases em fluido supercritico, especialmente em
interacbes especificas entre um solvente modificador e um ou mais solutos
existentes. Por exemplo, a presenca de 2% de tri-n-butil-fosfato em CO, supercritico
aumenta a solubilidade de hidroquinonas mais que duas ordens de grandeza em
relacdo ao fluido puro (Lemert et al., 1991). Este comportamento € aparentemente
esperado na formacdo de mudancas complexas de transferéncias de solutos e

solventes modificadores.

Um fato emerge para solu¢cdes supercriticas proximas do ponto critico: a
molécula grande de soluto, rodeada de moléculas menores de solvente, tem sua
densidade aumentada muito mais que o volume (Eckart et al., 1993; Kagimoto et al,
1988; Brennecke et al., 1990; Petsche et al., 1989; Cochran and Lee, 1989). A
Tabela VIl lista os fluidos supercriticos mais utilizados na extracado supercritica,
segundo Hierro (1991), embora Saldafia (1998) tenha ampliado a listagem de

solventes.
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2.2.5 Extragao com Liquido Pressurizado (PLE)

O método PLE, também conhecido como extracdo com fluido pressurizado
(PFE) ou extracao acelerada com solventes (ASE), foi descrito pela primeira vez em
1995 (Hortler, 1996; Ezzell, 1998; Giergielewick et al., 2001).

Tabela VII: Fluidos mais utilizados na extracdo supercritica

tipo de fluido composto| Tc (°C) Pc 8 (g/lem?)
(atm)
CO, 31 72.85 0.469
. A NH3 133 111.54 0.236
inorganicos
agua 374 217.17 0.323
N.O 36 71.50 0,452
metano -82 45. 41 0.169
etano 32 48. 17 0.203
propano 97 41.85 0.217
hidrocarbonetos pentano 197 3326 | 0.237
etileno 9 49.65 0.218
benzeno 289 48.27 0.302
tolueno 319 40.57 0.292
metanol 240 79.86 0.272
etanol 241 60.61 0.276
compostos oxigenados
acetona 235 46.39 0.279
éter etilico 194 35.93 0.265
compostos nitrogenados | piridina 347 55.57 0.312

Tc= temperatura critica; Pc = presséo critica; 6 = densidade
fonte: Gonzalez Hierro, M.T., 1994

Neste processo, a extragcao ocorre a temperaturas que podem variar de 50 a
200 °C e a pressdes entre 1500 e 2000 bar. A elevada temperatura de extracdo

aumenta a capacidade do solvente de solubilizar os compostos e a alta pressao
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acelera sua difusdo nos poros da matriz, facilitando a transferéncia de massa do
composto no solvente extrator. O aumento da temperatura ajuda a romper o enlace
entre 0 composto e a matriz e a diminuir a viscosidade do solvente, causando maior
penetracdo do solvente na matriz e, portanto, aumentando sua capacidade de
extracao (Lopez-Avila, 1999; McCant et al., 1999).

A técnica emprega menor volume de solvente que a extracdo com Soxhlet, e
€ mais rapida (tempo de extracdo varia entre 10 e 20 minutos), ndo requer filtracao
do extrato depois da extracdo e é automatizada, podendo realizar até 24 extraces

simultaneamente.

A eficiéncia desta técnica de extracdo tem sido comparada, quanto a
rendimento e composi¢do dos extratos, a de outras técnicas modernas e classicas (
Chen et al., 1997; Conte et al., 1997; Heemken et al., 1997; Saim et al. ,1997,
Alzaga et al., 1998; Hauck et al., 1998; Zuloaga et al., 1998; Mckiernan et al., 1999;
Schwesig et al., 1999; Schroeter et al., 1999; Hawthorne et al., 2000; Li et al., 2002;
Choi et al., 2003).

As aplicagbes da PLE sdo ainda limitadas por ser ela uma técnica
relativamente nova. Foi empregada com éxito na extracdo de pesticidas e
contaminantes do solo e do meio ambiente (particularmente hidrocarbonetos
policiclicos), de cinzas, de materiais de referéncia e de alimentos (Hauffe et al.,
1995; Dean et al.,, 1996; Jensen et al.,, 1996; Horfler, 1996; Conte et al., 1997;
Fischer et al., 1997; Kakimoto et al., 1997; Lou et al., 1997; Saim et al., 1997; Popp
et al., 1997; Obana et al., 1997; Richter et al., 1997; Draisci et al., 1998; Schafer,
1998; Zuloaga, 1998; Bjorklund et al., 1999, 2000 e 2002; Okihashi e Obana, 1998;
Berset, 1999; Gan et al., 1999; Mckiernan et al., 1999; Gawdzik et al., 1999;
Porschmann, 1999; Abrha e Raghavan, 2000; Butala et al., 2000; Richter, 2000;
Chaudot et al., 2000 a e b; Alonso-Salces, 2001; Porschmann et al., 2001; Ahmed,
2003; Flotron et al., 2003).

A Figura 2.5 mostra uma foto do Equipamento ASE®300, enquanto a Figura

2.6 mostra o sistema esquemaético da extracdo acelerada com solventes (PLE).
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A Tabela VIl apresenta aplicagdes da extracdo acelerada com solvente (PLE)

em matrizes ambientais.

Figura 2.5: Equipamento ASE®300

carregar celula
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Figura 2.6: Esquema da extragdo por liquido pressurizado com solvente (PLE)
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Tabela VIII: Aplicacbes da extracdo com liquido pressurizado (PLE) em matrizes

ambientais
composto matriz referéncia

PCBs alimentos e ragoes Bjorklund et
al.,2002

PCBs solos e residuos liquidos Zuloaga et al.,
1998

PCBs produtos alimenticios Ahmed, 2003

PCBs sedimentos certificados Bjorklund, 1999

PCBs carvao, grafite e 4cido humico Abrha et al., 2000

PAHs e PCBs solos e sedimentos Bjorklund et al.,

2000

PCBs, PCDDs e PCDFs

peixes, cinzas e poeira
industrial.

Horfler, 1996

PCDDs e PCDFs

solos, sedimentos, cinzas de
olaria e poeira urbana.

Richter et al.,
1997

PCDDs e PCDFs

amostras nativas provenientes
de solos contaminados

Wagenaar et al.,
1996

dioxinas poeira doméstica Saito et al., 2003

dioxinas sedimentos Chen et al., 1997

PAHs residuos liquidos Miege et al., 2003

PAHs residuos liquidos Flotron et al.,
2003

PAHs solos Saim et al., 1997

PAHs solos Hawthorne et al.,
2000

PAHs carvao Butala et al.,
2000

PAHs sedimentos McCant et al.,
1999

PAHs solos, sedimentos, cimento e Hauck et al.,

asfalto 1998
PAHs sedimentos marinhos e solos Jensen et al.,
contaminados 1996

hidrocarbonetos solos Richter, 2000

hidrocarbonetos carvao Li et al., 2002

hidrocarbonetos, fosfatos e |solos Chaudot et al.,

acido fosfoérico 2000

PAHS, hidrocarbonetos
alifaticos e clorados

material marinho particulado

Heemken et al.,
1997

atrazina e alaclor (pesticidas) |solos Gan et al., 1999
pesticidas organofosforados  |alimentos Obana et al.,
1997
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composto matriz referéncia
fungicidas laranjas, bananas e alimentos |Kakimoto et al., 1997
processados.
pesticidas  organoclorados |solos, esgotos, cinzas e Popp et al., 1997

PAHs, PCDDs e PCDFs

outros residuos.

pesticidas organoclorados e
PAHSs

argila e solos contaminados

Fisher et al., 1997

PAHSs, acidos graxos, fendis
e benzenodidis

amostras ambientais

Porschmann et al.,
1999

lipidios

material biolégico

Schéfer, 1998

compostos policiclicos

peixes

Draisci et al., 1998

esterdides anabolizantes

gordura animal

Hooijerink et al., 2002

Ivermectina

formulacao veterinaria

Abend et al., 2003

quinolonas  (antimicrobiano |racdo animal Pecorelli et al., 2003
sintético)

herbicida solos Conte et al., 1997
explosivos e pesticidas solos e graos Ezzell et al., 1998
composto de arsénio solos Chaudot et al., 2000

fendis, esterdis e acidos|biomassa microbiologica e Pdrschmann et al.,
carboxilicos solos 2001

n- metilcarbamatos alimentos Okihashi et al., 1998
felodipina comprimidos Bjorklund et al., 1998
fendis solos marcados Dean et al., 1996
aromaticos solos Schwesig et al., 1999

trialquilaminas

sedimentos e lodo

Alzaga et al., 1998

contaminantes ambientais

peixes, cereais, frutas e
vegetais

Schroeter et al., 1999

acidos amargos

lGpulo

Gawdzik et al., 1999

compostos organicos semi-
volateis

musgos e pinhas

Wenzel et al., 1998

compostos de arsénio peixes Mckiernan et al., 1999
compostos fendlicos uva Palma et al., 2002
polifendis maca Alonso-Salces et al.,

2001

mondmeros e oligbmeros

matrizes poliméricas

Lou et al., 1997

gorduras

produtos carnicos

Eckoldt et al., 1999

gorduras

cereais, salsichas, chocolate
e leite em po.

Hauffe et al., 1995.
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Poucos artigos com a aplicacdo desta técnica a extracdo de plantas séo
encontrados na literatura, desde o desenvolvimento do primeiro aparelho de
extragdo com fluido pressurizado. As principais referéncias ao assunto encontram-se
na Tabela IX.

Tabela IX Principais referéncias encontradas na bibliografia sobre a aplicacdo do

método PLE na extragcdo de plantas

espécie

composto

referéncia

Panax quinquefolium

ginsenosideos

Choi et al., 2003.

Piper gaudichaudianum Kunnth.

diversos

Péres et al., 2003

Glycyrrhiza glabra L.

berberina, baicaleina e
glicirrizina

Ong et al., 2000.

malte

proantocianidinas

Papagiannopoulos et
al., 2002

Coptidis rhizome e Radix
aristolochiae

berberina e acidos
aristoléquios | e Il

Ong et al., 2000

Veronica longifolia

glicosideos iriddides

Suomi et al., 2000

Hypericum perforatum, Aesculus
hippocastanum, Silybum marianum,
Curcuma xanthorrhiza e Thymus
vulgaris

hipericina, saponinas,
silibina, curcumina e
timol

Benthin et al., 1999

Maclura pomifera

flavononas e xantonas

Da Costa et al., 1999

Taxus cuspidata

paclitaxol e taxanos

Kikuchi et al., 1997

2.2.6 Comparacgao entre os métodos de extragao usado para plantas

A Tabela X apresenta uma comparacao entre vantagens e desvantagens de

cada um destes métodos, segundo a literatura consultada.
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Tabela X: Vantagens e desvantagens das diferentes técnicas de extracdo aplicaveis ao estudo de plantas (Conte et al.,
1997; Ozcan, 2004)

técnica

vantagens

desvantagens

extragcao com
Soxhlet

método padrdo; requer grande quantidade de
amostra; ndo requer filtracdo; ndo depende da matriz
e tem baixo custo

requer tempo elevado; grande quantidade de
solvente e evaporacao

extragcao por
ultra-som

método rapido; requer grande quantidade de amostra;
nao depende da matriz e tem baixo custo

método trabalhoso; requer grande quantidade de
solvente, filtracdo e exposi¢cao aos vapores do
solvente

extragcao com

método rapido; o CO, ndo € contaminante do meio

requer limitada quantidade de amostra; dependente

fluido ambiente; método seletivo quando se variam pressao |da matriz e com alto custo
supercritico |e temperatura; requer pequena quantidade de
(SFE) solvente; ndo requer filtragdo; ndo requer contato com
solventes e pode ser totalmente automatizado
extragao método rapido; requer pequena quantidade de requer filtracdo; usa solventes polares; necessita
assistida por |solvente, quando comparado com o Soxhlet; permite |limpeza a cada extracao e tem custo moderado
microondas |0 controle completo dos parametros de extracao;
(MAE) requer altas temperaturas e permite o processamento
simultaneo de 12 amostras
extragao método rapido; requer minima quantidade de dependente da matriz; tem custo muito elevado
acelerada |solvente; ndo requer filtracdo; totalmente
com automatizado e facil de operar;
solventes
(PLE)
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2.3 Métodos de caracterizagao dos extratos

Os métodos cromatograficos e o0s espectroscopicos sdo hoje em dia 0s
principais instrumentos para a separacdo, caracterizacdo e identificagcdo de

moléculas organicas, incluindo a diferenciacéo de isbmeros.

Os principais métodos utilizados sdo a cromatografia gasosa e liquida e
métodos espectroscopicos como: ultravioleta visivel (UV-VIS), infravermelho (IR),
ressonancia magnética nuclear (NMR) e espectrometria de massas (MS) (Silverstein
et al.,1981; Bertsch et al., 1985; Linskens et al., 1987; Derone, 1989; Marcano et al.,
1991; Fischer et al., 1991; Cordell, 1995; Phillipson, 1995; Gunther, 1995; Baldwin,
1995; Rucker et al.,1998).

2.3.1 Métodos cromatograficos

Inumeraveis procedimentos cromatograficos tém sido desenvolvidos, diferindo
pelo seu tipo de interacdo com as fases estacionarias (adsorcdo, particao,
intercambio idnico, por exemplo), pelo tipo de condi¢cdes operacionais (coluna aberta
ou alta pressao, por exemplo) e pelas mudancgas de eluentes ou fases moveis (Wise
et al.,1986; Karleski et al.,1986; Caraméo, 1991; Lancas, 1993 ).

Alguns autores tém empregado as técnicas cromatograficas posteriormente
a etapa de extracdes sucessivas. Tradicionalmente a cromatografia liquida € técnica
mais usada em separagOes sequenciais, utilizada para o isolamento de um
componente especifico ou para o fracionamento por classe quimica (Dominguez,
1973; Hostettmann et al., 1986, Davies, 1988; Wolfender et al., 1995), enquanto que

a cromatografia gasosa tem sido mais empregada para compostos volateis.

Os avancos de técnicas analiticas instrumentais, unidas a simplicidade e

precisdo da cromatografia gasosa, tornaram-na uma das técnicas mais difundidas
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para a analise quimica, quer seja na industria, quer em laboratoérios de investigacao
cientifica. Varios autores destacam a cromatografia gasosa como uma ferramenta
analitica de extrema utilidade na separacdo de misturas complexas (Cook et al.,
1933; Kirk-Ohmer, 1981; Tomkins et al., 1987; Lopes et al., 1996; Wolthers, et al.,
1999); também na andlise ambiental, € a técnica mais rapida e eficiente para a

separacao dos componentes de um dado sistema (Tracor e Yitco, 1961-67).

A cromatografia em fase gasosa é rapida (usualmente um tempo na ordem de
minutos por amostra) e € extremamente sensivel, podendo detectar de nanogramas
(10° g) a picogramas (10™*? g). Como qualquer outro método analitico, ndo responde
a todas as perguntas relativas a identificacdo de uma determinada substancia.
Entretanto, ndo hd como lhe negar a contribuicdo a andlise de uma substancia
desconhecida ou de uma mistura complexa de substancias, ja que oferece um modo
rapido e facil para determinar o numero de componentes de uma mistura, a
presenca de impurezas em uma substancia e, muitas vezes, o esclarecimento — em
uma primeira aproximagao — da identidade de um composto (Miller, 1975; Bertsch

et al., 1985).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS), € um
sistema unido (hifenado) por uma interface. A conexao direta das colunas capilares
do cromatégrafo de gas ao espectrometro de massas permite diversas varreduras de
massas em pontos diferentes de um pico cromatogréafico. Deste modo, com o
espectrometro de massas como detector universal é possivel resolver picos
cromatograficos parcialmente superpostos (Silverstein et al., 1981; Reeve, 1994). O
pico com a maior relacdo massa/carga é normalmente (mas ndo sempre) de um ion
ndo fragmentado, ion este que pode ser usado para confirmar a massa molecular
relativa do composto, identificar uma mistura e a pureza de uma substancia
(Silverstein et al., 1981; Grayson, 1986). O modelo fragmentado pode possibilitar

uma indicacdo dos grupos quimicos presentes na molécula.

Em termos analiticos e sob condi¢cbes favoraveis, o0 método mais simples é
comparar-se o0 espectro obtido com o de uma amostra pura, ou com 0s espectros da
biblioteca de referéncia (Fifield et al., 1995).
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2.4 Planejamento e analise de experimentos

As variaveis de um planejamento estatistico representam caracteristicas
fisicas, quimicas ou fisico-quimicas das amostras em estudo, as quais definem ou
influenciam uma determinada resposta, avaliada dentro de um campo experimental

previamente delimitado (Linden,1998).

A resolucdo deste problema experimental seguiu, durante muito tempo, o
método empirico de tentativa e erro ou aqueles onde as variaveis, menos uma, eram
mantidas constantes. Esta abordagem representa um gasto desnecesséario de
tempo, esforco e recursos (Wehrlé, 1989). Contraposta a essa sistematica, a
abordagem moderna utiliza metodologias estatisticas de planejamento e otimizacao
de experimentos que se tém mostrado bastante promissoras (Miller, 1993). Através
de planejamentos experimentais baseados em principios estatisticos, o0s
pesquisadores podem extrair do sistema em estudo o maximo de informacao (util,

com um namero minimo de experimentos (Barros Neto et al., 2001).

Alguns exemplos dessas metodologias sao: planejamentos fatoriais
completos e fracionarios, a metodologia de superficie de resposta (MSR),
modelagem por minimos quadrados, entre outros (Davies, 1993; Barros Neto et al.,
2001). Essas metodologias estatisticas implicam a elaboracdo de um planejamento
experimental, caracterizado por uma série de fatores que agem sobre a resposta
investigada. O resultado final é a identificacdo, observacdo e quantificacdo das

alteracdes nas variaveis (Montgomery, 1991; Barros Neto et al., 2001).

Neste contexto, entende-se por fator qualquer variavel de entrada (x) que
influencie a resposta avaliada (y), variavel de saida, definida a cada experimento. Os
fatores podem ser distinguidos entre quantitativos — quando lhes sao atribuidos
valores numéricos, e qualitativos — quando os valores atribuidos néo sé&o
numéricos. Nivel é o valor numérico dos fatores quantitativos ou o0 grau ou

caracteristica dos fatores qualitativos (List et al., 1989).
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241 Planejamentos fatoriais

Um experimento fatorial € aquele onde todos os fatores estudados variam de
maneira constante e planejada, permitindo obter o maximo de informagcdo com o

menor nimero de experimentos (Linden, 1998).

Os experimentos fatoriais sdo representados por uma notacdo exponencial
(x¥), onde a base indica 0 nimero de niveis e o expoente, o nimero de fatores
(Yates, 1935). A primeira linha denota o experimento no qual todos os fatores estao
em seu nivel inferior e a ultima linha, aquele no qual os fatores estdo em seu nivel
superior. Este tipo de tabela, caracteristica para a analise de experimentos fatoriais,

€ denominado Tabela de Yates (Montgomery, 1991; Davies, 1993).

Os experimentos fatoriais tém como atributo principal incluir, em cada ensaio
completo, todas as combina¢Bes possiveis dos diferentes fatores ou conjuntos de
tratamentos, exceto no caso particular dos experimentos fatoriais fracionarios
(Montgomery, 1991).

Os experimentos fatoriais fracionarios sdo usados quando o numero de
fatores a ser investigado é alto e ndo se conhece, a priori, a relacdo completa de
todas as variaveis que afetam significativamente a resposta. Para ndo correr o risco
de excluir fatores que possam vir a ser importantes, deve-se estudar, nesse estagio,
0 maior nimero possivel de variaveis (Box et al. 1978) e, neste caso, realiza-se um
planejamento com uma fracdo-meia ou seja, avalia-se tantos efeitos principais,
quanto a meédia destes efeitos. A construcdo dessa fracdo-meia segue metodologia
descrita nos modelos estatisticos (Neto, B. et al., 2001). A denominacédo de
planejamentos fatoriais fracionarios é diferente, ou seja: um planejamento fatorial
completo com 4 niveis seria denominado 2* j& um fracionario, com as mesmas

variaveis e niveis, seria designado como 2.

A informacdo obtida através destes experimentos procede de duas fontes:

respostas obtidas para os diferentes niveis de cada fator e respostas resultantes da
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mudanca no nivel de cada fator, cujos efeitos refletem-se na resposta dos demais
fatores (Yates, 1935).

2.4.2 Metodologia de Superficie de Resposta

A Metodologia de Superficie de Resposta (RSM — Response Surface
Methodology) € uma técnica de otimizacao (processo que busca alcancar um estado
particularmente vantajoso de um determinado sistema — o ponto Otimo -
determinado segundo critérios previamente estabelecidos (Linden,1998)), baseada
em planejamentos fatoriais; foi introduzida por Box (1978) nos anos cinquenta, e
desde entdo tem sido usada com grande sucesso na modelagem de diversos

processos industriais.

A metodologia de superficie de resposta apresenta duas etapas distintas:
modelagem e deslocamento. Estas etapas podem ser repetidas tantas vezes
quantas forem necessarias, com o0 objetivo de se atingir uma regido oOtima de
superficie investigada. A modelagem normalmente é feita ajustando-se modelos
simples a respostas obtidas com planejamentos fatoriais. O deslocamento se da
sempre ao longo do caminho da méxima inclinacdo de um determinado modelo, a
trajetéria na qual a resposta varia de forma mais pronunciada (Barros Neto et al.,
2001).

2.5 Atividade biolégica

Varias sao as potencialidades das plantas no que se refere as suas atividades
farmacologias. O incremento das necessidades de saude no decorrer dos tempos
pode ser cada vez mais desenvolvido com o apoio das plantas medicinais,
considerando-se, principalmente, o alto custo dos farmacos. O uso popular de
plantas como matéria prima para farmacos corresponde a um potencial significativo

para o desenvolvimento de pesquisas, na formulacdo de novos fitomedicamentos.
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2.5.1 Uso na medicina tradicional

Vérias acdes bioldgicas tém sido relatadas na literatura para aos produtos

obtidos de diferentes 6rgaos da planta H. tiliaceus.

(1) Kobayashi (1976) relatou a acdo espermicida do extrato agquoso da madeira,

ingerido oralmente.

(2) Brondegaard (1973) e Womerley (1974) registraram o efeito contraceptivo dos

principios ativos das flores.

(3) Singh et al. (1984) descreveu o uso da infusdo da madeira seca para expulsar a

placenta e combater desordens pds-parto.

(4) Whistler (1985), Holdworth (1982, 1991, 1992) estudaram o0 uso externo do
extrato aquoso de H. tiliaceus na consolidacdo mais rapida de fraturas, efeito este
atribuido a madeira e as flores frescas, e também informaram a utilizacdo do extrato

aquoso das folhas para o tratamento de doencas da pele.

Diversas atividades bioldgicas, por outro lado, vém sendo relatadas para

produtos derivados de plantas do género Hibiscus.

Kholkute (1977) estudou a potencialidade no tratamento da infertilidade de
mamiferos de diferentes extratos obtidos a partir de flores, folhas e casca do tronco
de vérias espécies do género Hibiscus. As amostras foram coletados nas quatro
estacoes do ano e apenas 0 extrato benzénico das flores de H. rosa sinensis
apresentou efeito significativo — maximo, médio e minimo conforme sua obtencao

tivesse se dado no inverno, primavera/outono, e verao, respectivamente.

Moundipa et al. (1993) observaram que o extrato de H. macranthus, em
associacdo com o de Bosella alba, acelerava a maturacdo dos testiculos de ratos,
sugerindo a presenca, nessas plantas, de compostos esteroidais ativos.

Telefo et al. (1998), avaliaram as mudancgas bioquimicas e fisioldgicas

ocorridas no sistema reprodutivo de ratas, jovens provocadas por diferentes doses
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do extrato de H. macranthus. Observaram significativo aumento dos 0Orgaos
reprodutivos (Utero e ovario), a uma velocidade muito superior a dos grupos de
controle, assim como aumento nos niveis de proteinas do utero, concluindo que
estes resultados poderiam ser devidos a presenca de compostos estrogénicos no

extrato da planta.

Di Stasi et al. (1988), estudando 12 plantas medicinais usadas popularmente
em funcdo de suas propriedades analgésicas, constataram que o H. tiliaceus L., ndo
apresentava tal caracteristica. Para o acido protocaténico, isolado de H. sabdariffa
L., Tsui-Hawa (1996), demonstrou que este produz efeito inibidor da citotoxicidade e
genotoxicidade dos hepatdécitos, induzida por terbutil-hidro-peroxido (t-BHP),
alertando que um dos mecanismos desse efeito protetor poderia estar associado as

suas propriedades de sequestrar radicais livres.

Yamasaki et al. (1996) encontraram efeito antioxidante para as cianidinas
isoladas de H. rosa sinensis. Para a espécie H. sabdariffa, Tseng et al. (1997)
realizaram um estudo preliminar do potencial antioxidante de um extrato cru de
etanol obtido a partir das flores secas, fracionado com cloroférmio e acetato de etila,
restando uma fracao residual. A fragcédo solubilizada em acetato de etila apresentou a
maior capacidade de captar radicais livres enquanto a fracdo solubilizada em
cloroformio, o maior efeito inibitério na atividade da xantina oxidase. Eles também
verificaram que tais fracdes protegem os hepatdcitos da toxicidade e genotoxicidade
induzida pelo t-BHP. Para o extrato aquoso desta espécie, Pin-Der et al. (1997)
constataram marcante atividade antioxidante nos modelos do &cido linoleico e sobre
lipossomas, assim como sua incapacidade de provocar ou sofrer mutacoes frente a

diferentes linhagens de Salmonella typhymurium.

2.5.2 Atividade antioxidante

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo constituidas por moléculas

energeticamente instaveis que adquirem estabilidade ao captar elétrons de
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moléculas vizinhas, isto é, oxidando-as. Dentro dessas espécies encontramos
derivados radicalares do oxigénio como o radical superéxido (O,7), o radical
hidroxila (HO") e os derivados nado radicalares, como o peréxido de hidrogénio
(H20,) (Halliwell e Gutteridge, 2000).

Para proteger o organismo destas ERO, existe uma série de sistemas de
defesa antioxidante: enzimas especificas que inativam algumas destas ERO,
enzimas controladoras da disponibilidade de metais na célula e captadores nao
protéicos de radicais; em paralelo, desenvolvem-se sistemas de regeneragcdo e
reparacdo de macromoléculas, especialmente o DNA, a fim de corrigir possiveis

falhas ou sobrecargas nos mecanismos de defesas ( Halliwell e Gutteridge, 2000).

As capacidades pro-oxidante e antioxidante das células devem ser mantidas
em equilibrio a fim de se evitar o perigo potencial de estresse oxidativo. Quando
ocorre aumento das ERO e/ou diminuicdo da capacidade antioxidante, elas podem
lesionar componentes celulares, inclusive o DNA, modificando sua estrutura ou
funcdo e gerando estresse oxidativo. Isto pode explicar entdo a possivel associacéo
entre véarias doencas e as ERO. Existe em todo o organismo um sistema de defesa
contra a ocorréncia do radical livre de oxigénio, que inclui fatores inibidores da
formacdo ou captura dos iniciadores primarios do processo de peroxidacdo dos
lipidios, como proteinas ligadas aos ions metalicos ou as enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) selénio
dependentes (Kahl,1991; Aruoma, 1993, 1994, 1996 e 1997; Seif-El-Nasr et al.,
1995, revisado por Halliwell e Gutteridge, 2000).

As plantas sdo uma rica fonte de substancias biologicamente ativas, muitas
das quais apresentam atividade antioxidante. Os antioxidantes naturais podem ter
uma ou mais das seguintes fungdes: captura de radicais livres, agentes redutores,
complexantes de metais pré-oxidantes e extintores de radical oxigénio (Kinsella et
al., 1993; Xing et al., 1997; Przybylski et al., 1998; Lasztity, 1998; Watanabe, 1998).
As vitaminas E e C, assim como o p-caroteno, também capturam radicais oxigénio;
estes antioxidantes sdo compostos de origem natural, como também o séo os

flavondides, acidos fendlicos e os compostos de nitrogénio como os alcalbides e os
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derivados do cloreto de fenila (Motoyo et al., 1994; Facino, 1996; Zheng et al., 1997,
Mann, 1997; Bagchi, 1997; Tanaka, 1997; Fotsis, 1997; Hertog, 1997; Jankun, 1997;
Palozza, 1997; Sakagami, 1997; Cao, 1997; Challem, 1998; Shi et al., 1999;
Kajiyama et al., 2001; Ohkatsu et al., 2001).

2.5.2.1 Potencial antioxidante total in vitro (TRAP) e reatividade antioxidante
total (TAR)

Um dos procedimentos mais empregados para se avaliar o status antioxidante
de um fluido biolégico é a andlise de seu potencial de captura de radicais (Total
Radical Trapping Potencial — TRAP). O método de avaliacgdo de TRAP foi
desenvolvido por Wayner et al. (1985) e se baseia na medida dos tempos de
inducdo da oxidacdo de uma disperséo de lipidios expostos a uma fonte de radicais
livres com uma velocidade (constante e conhecida) de producao de radicais livres
em condi¢cdes anaerobicas (Thurnam et al., 1987; Metsa-Ketela, 1991; Whitehead et
al., 1992; Mutholland et al., 1993; Lissi et al., 1995, e Campos, 1996).

O ABAP (2,2'-Azo-bis(2-amidino propano) é empregado como fonte de
radicais livres e a diminuicdo na concentracdo do oxigénio € usada para medir a
velocidade de oxidacéo (Lissi et al., 1992). Este procedimento tem sido modificado
para se adaptar a outras fontes de radicais livres e a outras técnicas de
monitoramento da velocidade do processo (Lissi,. et al., 1991 e 1994; Whitehead et
al., 1992).

Lissi et al. (1995), baseados em outros autores (Whitehead, et al., 1992; Lissi,
et al., 1991), utilizaram a quimiluminescéncia do luminol para avaliar os niveis de
TRAP e estenderam este procedimento para determinar a capacidade de um aditivo
quimico em provocar a diminuicdo da concentracdo estacionaria de radicais livres,
formada a partir do ABAP. O mecanismo proposto para a quimiluminescéncia do
luminol, segundo Lissi, et al. (1995), governa-se pela producéo de radicais derivados

do luminol a partir das rea¢cées com radicais peroxidos:
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ABAP —— = 2R-
R+0, — = ROO"

ROO+2H2 —_— ROOH+2H+

Este parametro pode ser um excelente indicador da capacidade de uma
mistura dada (ou fluido biologico) de remediar o dano celular associado a um
aumento na producédo de radicais livres. O radical derivado do luminol (LH’) estara
em equilibrio com o radical-anion (L). A habilidade de um aditivo de fixar a
luminescéncia derivada do luminol pode, entdo, relacionar-se com sua capacidade
de obstruir ou capturar radicais derivados do luminol ou do ABAP. Um dos produtos
utilizados como padrédo para esta reducdo é o Trolox (substancia semelhante a
vitamina E). A acdo do Trolox sobre a luminescéncia do ABAP pode ser visualizada

num grafico tipico (Figura 2.7).

guirniluminescencia (20

\
\\ ACH //
\

Figura 2.7: Gréfico da variacao da quimiluminescéncia (AQ;) do ABAP com o tempo

de inducéo (t;) para a adicdo de Trolox.

Neste gréafico, o ponto assinalado com um asterisco (*), correspondente ao
cruzamento das tangentes apresentadas, é chamado tempo de inducao (t;). Quanto
maior for t;, maior serd a capacidade antioxidante dos compostos estudados. Este

valor € sempre referido ao Trolox. Por outro lado, a permanéncia da luminescéncia
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(Qi) pode ser uma medida do TAR, uma vez que da uma idéia da velocidade de

oxidacdo do composto.

2.5.2.2 Potencial antioxidante total in vivo: levedura Saccharomyces cerevisiae

como modelo de estudo

A levedura Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) tem sido muito utilizada
em estudos de reparacdo de DNA e mutagénese por ser um excelente modelo de
célula eucaridtica; a capacidade pré-oxidante e antioxidante de varios compostos
também pode ser analisada em certas linhagens de levedura (Suzuki et al.,1983). S.
cerevisiae pertence ao grupo das leveduras anaeroObicas facultativas, que pode
crescer tanto em metabolismo anaerdbico como aerdbico (Suzuki et al.,1983). Em
comum com outros eucariotos, suas células possuem duas SOD (tipo de linhagem
de S. cerevisiae) intracelulares, a SODMn — mitocondrial (codificada pelo gene
SOD2) — e a SODCuzZn — citoplasmaética (codificada pelo gene SOD1) — sendo
ambas responsaveis pela dismutacdo do O, a H,O, e O, A SODCuZn aparenta ser
a principal enzima envolvida na remocao de O,  do citoplasma e possivelmente
também dos peroxissomas, enquanto a SODMn parece proteger a mitocondria da
geracdo de O;” durante a respiracdo e exposicao a etanol, e também diminuir a
toxicidade de O, gerado pela adigcdo exdgena de compostos ciclo-redox durante a
fase fermentativa da levedura. A SODMn responde por 1 a 10% da atividade total
das SODs, dependendo das condicbes de crescimento; o restante € devido a
SODCuzn (Halliwell e Gutteridge, 2000).

As leveduras também tém a capacidade de modular seu sistema antioxidante
em resposta as espécies reativas de oxigénio (ERO). Demonstrou-se que, na S.
Cerevisiae, uma exposicao prévia a H,O, e menadiona (geradora de O,") aumenta
sua resisténcia a niveis anteriormente toxicos destes compostos, atraves da inducéo

de genes e de proteinas(Costa et al., 2001; Moradas-Ferreira et al., 1996).

Desta forma, testes em células eucaridticas da levedura S. cerevisiae, tanto

proficientes, quanto deficientes em sistemas de reparacdo de danos causados por
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estresse oxidativo, assumem um importante papel tanto na verificagdo da
capacidade oxidante, antioxidante e pré-oxidante quanto na determinacdo do
possivel mecanismo de acdo dos produtos testados (Costa et al., 2001; Moradas-
Ferreira et al.,1996).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Solventes e reagentes

Os solventes utilizados foram: n-hexano, benzeno, diclorometano, acetato de
etila, metanol e agua, os quais, independentemente de seu grau de pureza, foram
destilados e armazenados em frascos escuros com tampa de vidro. Todos os reativos
empregados foram do tipo “puro para andlise” (p.a.), da firma Merck. Os padrdes
cromatograficos utilizados foram adquiridos da Sigma Aldrich, com pureza superior a
98 %.

Nos fracionamentos cromatograficos empregou-se silica gel 60 (Merck) com
tamanho de particula de 0,063 a 0,200 mm (70 a 230 mesh ASTM), colocada em
capsula de porcelana e ativada em estufa a 180 °C por 4 horas, sendo posteriormente
guardada em dessecador.

3.2 Coleta e processamento do material vegetal

Utilizaram-se flores de H. tiliaceus, coletadas nos mangues de Floriandpolis no
estado de Santa Catarina, Brasil, nos meses de janeiro de 2003 e 2004, durante o dia.
As flores foram colhidas frescas, todas da prépria planta, e colocadas sobre papel de
jornal, trocando-se este duas vezes ao dia para eliminar a umidade e evitar a
deterioracdo, uma vez que a coleta foi feita a sete horas de onde estavam sendo
realizados os estudos. Sendo o H. tiliaceus planta sazonal, ndo foi possivel fazer

outra coleta de suas flores durante o ano.
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Esta planta foi herborizada no Instituto de Botanica da Universidade Federal de
Rio Grande do Sul (UFRGS) com numero de herbario ICN 113936 e identificada pelo

Dr. Bruno Irgand como H. tiliaceus L.

3.3 Secagem, trituracdo e armazenamento do material vegetal

As flores foram secas em estufa a uma temperatura fixa de 40 °C. Com o
material seco, se procedeu a trituracdo em um gral de porcelana. A parte que ndo se
empregou de imediato foi armazenada em frasco de vidro fechado, a temperatura

ambiente.

3.4 Determinacdo dos parametros de qualidade das flores

A determinacéo dos parametros de qualidade (umidade residual e cinzas totais)

obedeceram a NRSP 309, 1992. Os ensaios foram realizados em duplicata.

3.4.1 Determinacéo do contetudo de umidade residual

Para esta determinacéo se empregou o método de dessecacéo, partindo de 2 g
de amostra exatamente pesada. A amostra foi aguecida a 100 °C até peso constante.
Empregaram-se uma estufa Biomatic referéncia 1305 e uma balanc¢a analitica Marte
Modelo AS 2000 No 231506.

3.4.2 Determinacdo de cinzas totais

Para a determinacéo de cinzas totais, seguiram-se 0s seguintes passos, com a
utilizagdo de um forno mufla marca Quimis ref. Modelo Q 310 D 21 e uma balanca
analitica Marte Modelo AS 2000 No 231506: 2 g de amostra triturada, exatamente
pesada em capsula de porcelana previamente tarada, foi aquecida suavemente,

aumentando-se a temperatura até a carbonizacdo da porcdo de ensaio, incinerada
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posteriormente em forno mufla a uma temperatura de 750 °C durante 2,5 horas. Para
obter a massa constante, os intervalos entre aquecimento e pesagem foram de 30

minutos.

3.5 Andlise dos macro e micro nutrientes das flores de H. tiliaceus L.

Analisaram-se 0s macronutrientes das flores de H. tiliaceus L. (nitrogénio,
fésforo, potassio, célcio e magnésio), seus micronutrientes (zinco, cobre, manganés e
ferro), enxofre, sdédio, carbono, boro, molibdénio, além de alguns metais pesados

(cddmio, niquel, chumbo, cromo e mercurio).

Adotou-se a metodologia descrita por Tedesco (1982). A digestéo foi realizada

em forno de microondas DGT 100 — Projecto Sistemas.

Na determinacdo de metais pesados por espectrofotometria de absorcéo
atdmica (AAS) com forno de grafite, utilizou-se um equipamento Perkin Elmer modelo

Analyst 100 com um mostrador automatico A-78.

3.6 Estudo fitoguimico

Para o estudo fitoquimico utilizou-se a amostra vegetal seca e triturada,
macerada sucessivamente em éter etilico, etanol e mistura etanol — &gua (na
proporcdo de 1:1) durante quarenta e oito horas em cada um desses solventes, a

temperatura ambiente, conforme o esquema apresentado na Figura 3.1.

Cada extrato foi separadamente submetido a analise qualitativa mediante os
procedimentos quimicos resumidos por Miranda et al. (2001) e apresentados nas
Figuras 3.2, 3.3 e 3.4.
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Material vegetal (30 a 50 g)

Extrair por macera¢io com 90 a 150 mL de éter etilico
durante 48 horas a temperatura ambiente

Filtrar

I
Extrato etéreo

Medir volume e calcular concentragéio

Residuo soélido
Secar e pesar

Extrair por maceragéo com 3 vezes 0 peso do residuo
em volume de etanol durante 48 horas

Filtrar

I
Extrato alcodlico

Medir volume e calcular concentragiio
Residuo sdélido
Secar e pesar

Extrair por macerag¢éo com 3 vezes o peso do residuo
em volume de mistura etanol — &gua (na proporgdo 1:1)
durante 48 horas

Filtrar

Extrato hidroalcoélico
Medir volume e calcular concentragiio
Residuo sélido
Secar, pesar e dessecar

Figura 3.1: Esquema da extracdo sucessiva do material vegetal para a aplicacao de

técnicas no estudo fitoquimico.

Extrato etéreo
|
Dividir em fragbes
I
I I
SmL SmL
Ensaio de Sudan Ensaio de Baljet
(Azeites e graxas) (Lactonas e Coulmarinas}
15 mL em 3 porgdes S5mL
Ensaio de Dragendorff Mayer e Wagner Ensaio de Liebermann-Bouchard
{Alcaldides) (Triterpenos e esterdides)

Figura 3.2: Esquema das andlises realizadas com o extrato etéreo.
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Extrato alcodlico
|
Dividir em fragdes
I
| | | | | | |

1imL 2mL 2mL 2mL 2mL 2mL 6 mL
em 3 porgdes
Ensaio de | Ensaio de | Ensaio de | Ensaio de | Ensaio de | Ensaio de Ensaio de
catequinas | Fehling [Liebermann-| FeCl, Bormntrager Kedde Dragendorff

(Componentes| Buchard (Fendis {Quinonas) | (Cardendlidos) Mayer
redutores) | (Triterpengs - | © taninos) e Wagner
esterdides) (Alcalides)
2mL 2mL 2mL 2mL 2mL 2 mL
Ensaio de Ensaio de Ensaio Ensaio de Ensaiode Ensaio de
resinas Baljet espuma  ninhidrina Shinoda antocianina

{Aminoscidos) (Flavondides)

Figura 3.3: Esquema das andlises realizadas com o extrato alcodlico.

Extrato aquoso

Dividir em fragdes

| I | |
6 mL em 3 porgdes 2mL 2mL 1 ou 2 gotas
Ensaio de Ensaio de Shinoda Ensaio de Fehling Ensaio de
Dragendorff Mayer {FlavonGides) (Componentss principios amargos
e Wagner redutores)
(Alcaldides)

2mL 2mL 10 mL

Ensaio de Ensaio espuma Ensaio de
FeCl, (Saponinas) mucilagens
{Fendis e Taninos)

Figura 3.4: Esquema das analises realizadas com o extrato aquoso.
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3.7 Estudo comparativo dos métodos de extracéo

Os métodos selecionados para este estudo comparativo foram: maceracéo,
extragdo com Soxhlet, extracdo por ultra-som, extracdo com fluido supercritico e

extracdo acelerada com solventes.

Todos os extratos obtidos foram concentrados em um evaporador rotatorio
Buchi R-14 e levados a secura com fluxo de nitrogénio ultra puro até atingirem peso

constante. O rendimento da extracéo foi determinado gravimetricamente.

3.7.1 Extracao por maceracao

Na maceracao foram utilizadas duas amostras, A; € A ,, com pesos de 3,0 e
15,0 g e com volumes de 100 e 200 mL de cada solvente, respectivamente, em
frascos erlenmeyers de 250 mL. Uma vez fechado o recipiente com o macerado
deixou-se repousar durante oito dias, agitando-se esporadicamente com um bastéao

de vidro.

A maceracao transcorreu a temperatura ambiente (25 °C) e ao término do
tempo o extrato foi filtrado através de um funil normal com papel de filtro e

concentrado a secura.

3.7.2 Extracdo com Soxhlet

O cartucho extrator foi colocado em Soxhlet e pré-extraido com cada um dos

solventes extratores, para eliminar possiveis contaminantes do papel.

Utilizaram-se duas amostras, uma de 15 g (amostra A) e outra de 50 ¢
(amostra B), as quais foram extraidas com 225 e 900 mL, respectivamente, de cada

solvente durante 40 horas em sistema Soxhlet convencional.
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A cada oito horas de extracdo o0s solventes eram trocados para evitar a
saturacao do solvente e a decomposicdo térmica do extrato. Ao término do tempo de

cada extracdo, os extratos eram decantados e concentrados a secura.

3.7.3 Extracao por ultra-som

O procedimento foi otimizado e, uma vez estabelecidas as melhores condi¢cdes
de extracdo, a analise foi repetida em triplicata para poder levar-se a cabo a

comparacao entre os diferentes processos extrativos.

Empregou-se um equipamento de ultra-som modelo Thorton T-14, poténcia de
90 W com uma frequéncia de 40 KHz e com uma intensidade de radiacdo de 0,27
W/cm?. A Figura 3.5 apresenta um esquema do equipamento usado. As dimensées
do banho foram de 24 cm x 14 cm x 10 cm. Utilizaram-se erlenmeyers de 250 e 500
mL, com boca esmerilhada, conectados a um condensador de ar com 30 cm de

altura.

—— Condensador de ar

Suporte
do Erlenmeyer

Amostra
mais solvente

Transdutor
piezoelétrico

— Parede
do equipamento

Figura 3.5 Esquema usado para a extragao por ultra-som
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A 4agua do banho do equipamento foi mantida, por todo o tempo, a uma
temperatura fixa de 25 °C, para evitar que a mesma tivesse influéncia no processo de

extracao.

Realizou-se, inicialmente, um planejamento experimental usando um modelo
2°1 (Lopez, 1994; Barros Neto et al.,1995), que incluia a avaliacdo dos seguintes

parametros:

a) tempo de extragdo (X;): avaliou-se o efeito resultante de dois tempos, 40 e 80

minutos;

b) polaridade do solvente (X;): consideraram-se dois solventes de polaridades

opostas, n-hexano (apolar) e metanol (polar);
Cc) quantidade da amostra (X3): analisaram-se duas quantidades de amostra, 5 e 15
g;
d) tamanho de particula (Xs): utilizou-se a planta (flor) inteira e triturada;
e) relacdo massa de planta / volume de solvente (Xs): empregaram-se 50 e 450
ml dos solventes avaliados, mantendo a razao m/v igual a 1:10 e 1:30.
A matriz utilizada, com um total de 16 experimentos, esta apresentada na
Tabela XI. Neste caso considerou-se, como variavel-resposta, a porcentagem de

rendimento com o seguinte modelo ajustado:
% Rendimento = B, + B1X1 + BoXo + B3Xa+ B4X4 + BsXs + B1aX1? + B1oXo? + ...

Levando em conta os resultados deste experimento, realizou-se um segundo

modelo, neste caso um fatorial 23. As variaveis analisadas foram:
a) tempo de extracao (X1): os niveis estudados foram 90, 180 e 270 minutos;

b) polaridade do solvente (Xz): empregou-se, como gradiente de polaridade,

acetato de etila, metanol e mistura metanol — agua.

A matriz utilizada, com um total de 12 experimentos, € apresentada na Tabela
XIlI e considerou-se também, como variavel-resposta, a porcentagem de rendimento

com o seguinte modelo ajustado:

% Rendimento = By + B1X1 + BoXp + B11Xa? + B1oXo? + ...
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Tabela XI: Matriz utilizada no planejamento fatorial 2°*

exp. X1 X X3 Xa Xs

1 +1 80 min|-1 n-hexano|-1 59g [+1 inteira |+1 1/30 (59/150 mL)
2 +1 80 min|-1 n-hexano|-1 59 |-1 triturada|-1 1/10 (5g/50 mL)
3 -1 40 min|+1 metanol |+1 159g|-1 triturada|+1 1/30 (159/450 mL)
4 -1 40 min|-1 n-hexano|-1 5g |+1 inteira |-1 1/10 (5g/50 mL)
5 -1 40 min|+1 metanol |-1 5g |+1 inteira [+1 1/30 (59/150 mL)
6 +1 80 min|+1 metanol |-1 5g |-1 triturada|+1 1/30 (59/150 mL)
7 -1 40min|-1 n-hexano|-1 5g |-1 triturada|+1 1/30 (59/150 mL)
8 +1 80 min|+1 metanol |+1 15g|-1 triturada|-1 1/10 (15g/150 mL)
9 +1 80 min|+1 metanol |+1 15g|+1 inteira |+1 1/30 (159/450 mL)
10 |-1 40 min|-1 n-hexano|+1 15¢g|-1 triturada|-1 1/10 (159/150 mL)
11 |-1 40min|+1 metanol |-1 5g |-1 triturada|-1 1/10 (59/50 mL)
12 |+1 80 min|-1 n-hexano|+1 15g|+1 inteira |-1 1/10 (159/150 mL)
13 |-1 40min|-1 n-hexano|+1 15g|+1 inteira [+1 1/30 (159/450 mL)
14 |+1 80 min|+1 metanol |-1 59 [+1 inteira |-1 1/10 (5g/50 mL)
15 |+1 80 min|-1 n-hexano|+1 159g|-1 triturada|+1 1/30 (159/450 mL)
16 |-1 40min|+1 metanol |[+1 15g|+1 inteira |-1 1/10 (159/150 mL)

Legenda: X; = tempo; X, = polaridade; X3 =quantidade; X4 =tamanho e Xs = m/v

Tabela XII: Matriz utilizada no planejamento fatorial 23,

Corrida X1 Xo

1 +1 270 min | +1 metanol:agua(1:1)
2 0 180 min 0 metanol

3 -1 90 min +1 metanol:agua (1:1)
4 -1 90 min -1 acetato de etila

5 +1 270 min | -1 acetato de etila

6 -1 90 min -1 acetato de etila

7 0O 180 min | -1 acetato de etila

8 -1 90 min 0 metanol

9 0 180 min | +1 metanol:agua(1:1)
10 +1 270 min 0 metanol

11 0 180 min 0 metanol

12 +1 270 min | +1 metanol:agua(1:1)

Legenda: X; = tempo e X, = polaridade
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3.7.4 Extracdo com fluido supercritico

Empregou-se um equipamento de SFE de bancada com bomba de alta
pressdo ISCO série D, Pump Controller, Model 500 D, Syringe pump, € um banho
ultratermostato da Nova Etica, Multitec. A Figura 3.6 apresenta um esquema do

equipamento usado.

— F
A

Figura 3.6: Esquema representativo do sistema de extracdo a altas pressdes
utilizado. (A) — cilindro de COy; (B) e (C) — banhos termostéticos; (D) - extrator; (E) —

tubo coletor de vidro; (F) — bomba de alta pressao; (G) — transdutor de pressao; (H) —

sistema de aquecimento.

Realizou-se um planejamento estatistico especifico, conforme pode ser
visualizado na Tabela XIll, no qual as variaveis utilizadas foram volume de solvente (3
e 6 mL), presséo (100, 150 e 200 bar) e temperatura (20, 30 e 40 °C). A quantidade
de amostra foi mantida constante em 6,0 g. O tempo de extragcédo foi de 20 minutos,
sendo que em 10 minutos se retirava uma amostra e se continuava a extracao por

mais 10 minutos.
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Tabela XllI: Planejamento estatistico da extracdo com fluido supercritico (SFE)

Presséo Temperatura

Solvente (bar) (°C)
CO; 200 40
CO; 100 40
CO; 150 30
CO; 200 20
CO; 100 20
COz+metanol(*) 200 40
CO,+metanol(*) 100 40
CO,+metanol(*) 200 20
CO,+tmetanol(*) 100 20
CO,+hexano(**) 200 40
CO,+ acetato de etila(**) 200 40
CO,+metanol(**) 200 40

(*) usando 3 mL (5%) de solvente (**) usando 6 mL (10%) de solvente

3.7.5 Extracdo com liquido pressurizado (PLE)

Empregou-se um equipamento de extracdo acelerada com solvente ASE 300™
Dionex, mostrado na Figura 2.5 (Pagina 30). Utilizaram-se células extrativas de aco
inoxidavel com capacidade de 34 mL, um frasco de lavagem (rinse) e frascos

coletores de vidro transparente com capacidade de 250 mL.

Para extracdo acelerada com solvente (PLE), realizou-se inicialmente um
planejamento estatistico fracionario 2** (Lépez, 1994; Barros Neto et al., 2001) para
cada solvente utilizado, mantendo-se fixo o solvente e avaliando-se o0s seguintes

parametros:

a) Tempo de extracdo (X;): avaliaram-se os efeitos resultantes da utilizacao de dois

tempos, 10 e 20 min;
b) Quantidade de amostra em massa (X3): analisaram-se amostras de 1 e 3 g;

c) Temperatura (Xs): estudaram-se os efeitos de duas temperaturas, 50 e 100° C;
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d) Numero de ciclos (Xs): observou-se a influéncia do numero de ciclos (1 e 3
ciclos).

A matriz utilizada compreende os oito experimentos apresentados na Tabela

XIV. Como varidvel-resposta se considerou o rendimento percentual em massa de

cada extracdo com o seguinte modelo ajustado:

% Rendimento = By + B1 X1 + BoXo + BaXs + BaXs + Bllelz + 81,2X22 + ...

Tabela XIV: Planejamento experimental 2** para a extracdo com liquido pressurizado
(PLE)

exp. X1 Xo X3 Xa

1 +1 20min | +1 39 +1 100°C | +1 3ciclos
2 -1 10min | +1 39 +1 100°C | -1 1ciclo
3 +1 20min | -1 1lg +1 100°C | -1 1ciclo
4 -1 10min | -1 1lg +1 100°C | +1 3ciclos
5 +1 20min | +1 39 -1 50° | -1 1ciclo
6 -1 10min | +1 349 -1 50°C | +1 3ciclos
7 +1 20min | -1 1lg -1 50°C |+1 3ciclos
8 -1 10min | -1 1lg -1 50° | -1 1ciclo

Legenda: X; = tempo; X, = massa de amostra; X3 = temperatura; X4 = n° de ciclos

Baseando-se nos dados deste experimento, realizou-se um segundo
planejamento estatistico, utilizando, nesta etapa, um fatorial completo 2°, mantendo-

se o tempo fixo em 10 minutos. As variaveis analisadas neste planejamento foram:
a) Quantidade de amostra (X1): os niveis estudados foram 1 e 3 g;

b) Temperatura de extracdo (X;): empregaram-se duas temperaturas, 50 e 100°C;
c) Numero de ciclos: o numero de ciclos utilizado foi de 1 e 3 ciclos.

A matriz utilizada, com um total de oito experimentos, esta apresentada na
Tabela XV. Neste caso se considerou também como variavel-resposta o rendimento
percentual em massa com o seguinte modelo ajustado:

% Rendimento = By + B1 X1 + BoXs + BaXg+ 812, X1 X2 + B13X1 X3 +B23XoX3+
B123(X1,X2,X3)
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Tabela XV: Planejamento experimental 22 para a extracéo com liquido pressurizado

(PLE)
exp. X1 Xz X3
1 -1 19 -1 50 °C -1 1 ciclo
2 +1 39 -1 50°C -1 1 ciclo
3 -1 1lg +1 100 °C -1 1 ciclo
4 +1 349 +1 100 °C -1 1 ciclo
5 -1 19 -1 50 °C +1 3 ciclos
6 +1 349 -1 50 °C +1 3 ciclos
7 -1 1lg +1 100 °C +1 3 ciclos
8 +1 39 +1 100 °C +1 3 ciclos

Legenda: X; = massa de amostra; X, = temperatura; Xz = n° de ciclos

Um terceiro planejamento foi realizado,

utilizando-se a metodologia de

superficie de resposta - modelagem. A massa foi mantida constante e as variaveis

estudadas nesta etapa foram temperatura (50 °C, 75 °C e 100 °C) e numero de ciclos

(1, 2 e 3), sendo 75 °C e 2 ciclos o ponto central, como est4 apresentado na Tabela

XVI. Para a avaliagdo estatistica dos resultados utilizou-se o programa Statistica para

Windows versao 6.0.

Tabela XVI: Planejamento experimental por superficie de resposta - modelagem para

a extracdo com liquido pressurizado (PLE)

exp. X1 X2
1 -1 50 °C -1 1 ciclo
2 +1 100 °C -1 1 ciclo
3 -1 50 °C +1 3 ciclos
4 +1 100 °C +1 3 ciclos
5 0 75°C 0 2 ciclos
6 0 75°C 0 2 ciclos
7 0 75°C 0 2 ciclos

Legenda: X; = temperatura e X, = nimero de ciclos

Para poder comprovar qual a melhor temperatura, foi realizado um quarto
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planejamento utilizando-se a metodologia de superficie de resposta — deslocamento.
Manteve-se fixo a massa (1 g ), o tempo ( 10 min) e variou-se a temperatura em 75,
85 e 95 °C. O experimento foi repetido nas mesmas condi¢ées, mantendo-se a massa

fixa em 3g.

3.8 Fracionamento cromatogréafico dos extratos metandlicos

Devido a natureza complexa dos extratos obtidos com metanol, decidiu-se

fraciona-los antes de proceder a sua analise cromatogréfica.

Para o fracionamento dos extratos metandlicos obtidos a diferentes tempos de
extracdo, utilizou-se a técnica desenvolvida por Wang et al. (1994), com algumas

modificacdes propostas por Da Luz (1998).

Empregou-se silica gel como fase estacionaria e n-hexano, hexano-benzeno,
diclorometano, acetato de etila e metanol como solventes de elui¢cdo, de acordo com o

esquema geral representado na Figura 3.7.

3.8.1 Procedimento

Em uma coluna de vidro (40 cm x 11 mm) contendo 3,0 g de silica previamente
ativada e empacotada a seco, adicionou-se uma camada de 0,5 cm de sulfato de
sédio anidro (aproximadamente 1,0 g), condicionando com 20 mL de n-hexano. A 500
mg de extrato adicionou-se 1,0 g de silica, misturou-se bem e colocou-se na parte
superior da coluna. A coluna foi eluida com 20 mL de cada solvente, obtendo-se cinco
fracOes de cada extrato, separadamente, os quais foram concentrados em atmosfera
de nitrogénio e mantidos em dessecador, com silica gel, até verificar-se que atingiram

peso constante.
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Amostra & — La de vidro—
; [ Na,SO, (anidro)

3g de silica

La de vidrg

20 mL 20 mL 20mL 20mL 20mL
de de de de de
hexano hexano / benzeno diclorometano acetato de etila metanol

(1:1)
F1 F2 F3 F4 Fs

Analise de GC-MS

Figura 3.7: Esquema do fracionamento cromatogréafico em silica gel

As fracdes de acetato de etila e metanol, as quais devem conter compostos
polares, foram derivatizadas para sua posterior andlise, empregando BF3; em metanol

como agente modificador (Lancas,1993).

3.8.2 Derivatizacdo com metanol/BF;

Este procedimento baseia-se em uma reacdo classica de esterificacdo com
metanol, catalisada pelo trifluoreto de boro (Hermann 1964; Metcalf et al., 1961 e
1966). O produto foi submetido a uma extracdo liquido-liquido (éter de petréleo -
agua), considerando-se que a fase organica contém o éster metilico desejado, de

acordo com a reacdo apresentada na Figura 3.8.

Materiais e Métodos



62

BF3
R-COOH +H;COH ——m— R-COOCHj3; + H,O
) calor
Acido metanol éster agua

Figura 3.8: Reacgéo genérica de esterificagdo de um acido organico.

Em um tubo de ensaio, foram colocados 100 mg da fracéo a ser derivatizada e
3 mL de trifluoreto de boro (BF3) dissolvido em metanol (Sigma-Aldrich). A mistura
permaneceu em ebulicdo por dois minutos em banho Maria sendo entéo transferida
para um funil de separacdo contendo 30 mL de éter de petrdleo (p.a. Merck). Foram
adicionados 20 mL de agua destilada, mantendo-se a mistura sob agitacdo por um
minuto para permitir uma melhor interacao entre as fases. A fase aquosa (inferior) foi
descartada e a organica (superior) foi filtrada em papel de filtro. A amostra foi

concentrada em evaporador rotatério.

3.9 Andlise dos extratos pelo sistema acoplado cromatografia gasosa /

espectrometria de massas (GC-MS)

Todas as fragcdes foram analisadas pelo sistema acoplado GC-MS com os
equipamentos e nas condi¢cdes descritas na Tabela XVII. Os espectros de massas
obtidos para cada composto foram comparados com os da biblioteca do equipamento,
para fins de identificacdo tentativa, utilizando-se também alguns padrdes
cromatograficos.

As analises cromatograficas foram também realizadas usando o detector de
massas no modo SIM (Single lon Monitoring ), que realiza 0 monitoramento de ions
selecionados, para confirmar a presenca de alguns compostos que haviam sido
identificados no modo de varredura de espectro (SCAN). A analise por GC-MS no
modo SIM permitiu que alguns compostos fossem quantificados. Para esta

quantificacdo a programacdo de temperatura foi modificada a fim de se ter uma
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analise mais rapida. Estas novas condicGes estdo também apresentadas na Tabela
XVII. Para selecionar os ions a serem monitorados, analisou-se o espectro de massas
de cada composto, ou classe de compostos tentativamente identificados e realizou-se
nova inje¢do da amostra marcando estes ions. Tem-se, desta forma, a transformacéo
do espectrometro de massas de detector universal para detector seletivo. O
cromatograma resultante (MIC — Monitoring lon Chromatogram) difere do
cromatograma inicial (TIC — Total lon Chromatogram) por apresentar maior

sensibilidade, maior seletividade e menor nimero de picos.

Tabela XVII: Condi¢cdes cromatogréaficas usadas na analise dos extratos

parametros e condicfes gerais
equipamento sistema GC/MS-QP5050-A, Shimadzu
coluna capilar OV-05 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) metil silicone

com 5 % de grupos fenila

géas de arraste helio (1,5 mL/min)
modo de injecao split 1:40
ionizagao impacto electrénico com 70 eV
volume injetado 1ul
aquisicao modo SCAN modo SIM
temperatura do detector 280 °C 280 °C
temperatura do injetor 280 °C 300 °C
temperatura inicial 50 °C 200 °C
tempo inicial 2 min 0 min
taxa de aquecimento 1 5 °C/min 3 °C/min
temperatura final 1 ---- 220 °C
taxa de aquecimento 2 ---- 20 °C/min
temperatura final 280 °C 300°C
tempo final 50 min 10 min

3.10 ANALISE QUANTITATIVA

Os extratos obtidos por extracao supercritica (SFE) e por extragdo com liquido
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pressurizado (PLE ou ASE) foram submetidos a analise cromatografica quantitativa,

usando o sistema GC/MS no modo SIM, para a determinacdo da concentracdo de

alguns compostos na planta em estudo.

Usou-se 0 método de padronizacdo segundo (Lancas, 1993) com diferentes

padroes, de acordo com a Tabela XVIII. Por razbes técnicas, alguns padrdes sé

puderam ser testados nos extratos obtidos por PLE, conforme pode ser visto nesta

Tabela, a qual também contém a formula molecular, peso molecular e principais ions

usados na quantificacédo via GC/MS-modo SIM

Tabela XVIII: Principais caracteristicas dos padrdes usados na analise quantitativa

dos extratos de flores de Hibiscus tiliaceus L.

composto ions | formula molecular | peso molecular
perileno (Padrdo Interno) 252 CooH12 252
octadecano 71 CigH3s 254
nonadecano 71 Ci9H4o 268
eicosano 71 CooHa2 282
eneicosano 71 Co1Hu4 296
docosano 71 CooHys 310
tricosano 71 Co3Hus 324
tetracosano 71 Ca4Hs0 338
vitamina E 165 C29Hs5002 430
fitol 81 CooH4O 296
estigmasta-5-en-3-ol (estigmasterol) | 55 Co9H40 402
estigmastanol 55 C31Hs540 458
acetato de estigmasterol 55 C31H5002 454
estigmasta-4-22-dien-3-ona 55 Co9H460 410
palmitato de metila 74 C17H3405 270
estearato de metila 74 C19H3502 284
linoleato de metila (*) 67 C19H340 280
araquidato de metila (*) 74 C21H420, 298
docosanoato de metila (*) 74 C23H4602 312
lignocerato de metila (*) 74 C25Hs5002 328

(*) usados apenas na quantificacéo dos extratos obtidos por PLE

Para os calculos relativos a analise quantitativa dos extratos foram usadas as

seguintes equacgoes:

FRi = Ci(sp) / Ai(sp)

(equacao 1)
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Onde FRi = fator de resposta do composto i
Ci(sp) = concentracdo do composto i na solucéo padrao
Ai(sp) = érea do pico cromatogréfico correspondente ao composto i na

solugéo padréao

FRRi = FRi / Frpi (equacéo 2)

Onde FRRI = fator de resposta relativo do composto i
FRpi = fator de resposta do padrao interno

Onde Ci = concentragédo do composto i na planta analisada
mi = massa composto i no extrato analisado
Maroga = Massa de droga (planta) usada para obter o extrato
Ai = area do pico cromatogréafico correspondente ao composto i no extrato
mpi = massa de padréo interno usada em cada extrato analisado
Api = area do pico cromatografico correspondente ao padréo interno

colocado no extrato analisado

3.11 Avaliacao do efeito antioxidante dos extratos

Analisou-se a atividade antioxidante a partir dos extratos obtidos das flores de
Hibiscus, por extragéo sucessiva, com n-hexano, acetato de etila, metanol e mistura
metanol — 4gua (1:1), usando-se o método de determinagdo do potencial antioxidante
reativo total (TRAP) e a reatividade antioxidante total (TAR) empregando-se 0 método

de quimiluminescéncia (Lissi, 1992).
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3.11.1 Determinacao de TRAP E TAR

O potencial antioxidante reativo total (TRAP) e a reatividade antioxidante total
(TAR) foram medidos através da quimiluminescéncia emitida por luminol (Lissi et al.,
1992). O meio de reacéo consistiu do tampéo glicina 100 mM (pH 8,6), 10 mM de 2,2'-
azo-bis (2 amidinopropano) (ABAP) e 4,0 mM de luminol. A incubagéo da mistura a
temperatura ambiente gera luminescéncia praticamente constante, que se mede
diretamente em um contador cintilografico Wallac 1409 (Liquid Scintillation Counters).
Foram adicionadas diversas porcdes (5 a 10 uL) dos extratos de n-hexano, acetato de

etila, metanol e mistura metanol —agua (1:1) ao sistema ABAP- luminol.

O sistema foi calibrado usando o analogo da vitamina E, Trolox (200 nM). A
comparacao do tempo de inducéo depois da adicdo de concentragbes conhecidas de
Trolox e dos extratos da planta permitiu obter valores de TRAP em equivalentes de

concentracdo de Trolox necessaria para suprimir a luminescéncia emitida.

Os valores de TAR foram determinados medindo-se a queda inicial da
luminescéncia do luminol depois da adicdo de uma pequena aliquota de amostra. As
condicbes para a determinacdo de medidas de TAR foram as seguintes: tampao
glicina 100 mM (pH 8.6), 2 mM de 2,2'- azo-bis(2-amidinopropano) (ABAP) e 6 mM de
luminol. A quimiluminescéncia foi medida a temperatura ambiente em um contador

cintilografico Wallac 1409. O Trolox (20 nM) foi usado como padrao.
Os valores de TRAP foram medidos empregando-se a equacao:
TRAP (uM Trolox) = (X ni[X]i) / N trolox

Onde o somatério é calculado para todos os oxidantes presentes, n; é 0
namero de radicais livres por molécula de antioxidante e [x]i € a concentracdo de

antioxidante no fluido testado.

O valores de TRAP para o0 extrato da planta foram determinados pela
concentracdo de antioxidantes e pelos respectivos valores de trolox (Ni/N¢rolox)-

TAR é definido como: TAR (uM Trolox) = ( 2 ki [X]i) / K trolox

Onde k; é a reatividade dos compostos em relacéo aos radicais armazenados.
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Os indices TAR refletem a capacidade de captura do elétron transferido no

processo de radicais livres do luminol.

A eficiéncia do extrato antioxidante e a concentragdo necessaria para o
decaimento inicial da luminescéncia em 50% foram avaliadas por ip / i, onde ip € i Séo

a intensidade de luminescéncia antes e depois da varredura.

3.12 Avaliagdo mutagénica do extrato aquoso

A avaliagdo da mutagenicidade do extrato foi realizada pelo teste
Salmonella/microssoma (Teste de Ames). Este teste foi realizado com o extrato
metanolico obtido a partir das flores de H. tiliaceus L., partindo de 0,0604 g do extrato
exatamente pesado, ao qual se adicionou 500 uL de agua para obter uma solucéo
mae (SM). A partir da SM foi realizada uma série de diluicdes que permitiram analisar
cinco quantidades diferentes de extrato com o mesmo volume final: 1000, 500, 200 e
100 pg.

A avaliacdo foi realizada com duas linhagens mutantes de Salmonella
typhimurium (TA98 e TA102), fornecidas por B. Ames da Universidade da California,
EUA. O crescimento das linhagens do ensaio deu-se em meio liquido completo (NB),

contendo 8% de meio nutriente (Laboratérios Oxoid LTD, Inglaterra).

Para este ensaio, foi empregado um meio (MM) constituido por glicose a 40%
(50 ml) e meio E de Vogel-Bonner (20 ml) —sulfato de magnésio a 1%, acido citrico
monohidratado a 10%, fosfato de potassio dibasico a 50%, fosfato de sodio e amdnio
a 17,5% — solidificado com 1,5% de agar (Laboratorios Difco, EUA). Para cada placa

foram utilizados 30 ml da mistura do meio MM e do meio E.

Para a semeadura utilizou-se agar superficie, que contém 0,6% de &gar
(Laboratérios Oxoid LTD, Inglaterra) e 0,5% de cloreto de sodio, suplementados com

ou acrescidos de 10% de solucao de histidina e biotina (0,5 mM).

Como controle negativo empregou-se agua destilada e, como controles

positivos, azida sddica (5 ug/placa) para as linhagens tratadas sem metabolizacéo
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(-S9) e aflatoxina-B (10 nug/placa) para as tratadas em presenca de ativacéo
metabolica (+S9) (S9 = extrato de figado de rato, descrito pela Corporacdo de
Toxicologia Molecular, Maryland, EUA); para o controle de toxicidade do solvente
utilizou-se meio NB (meio liquido completo). Os controles positivos foram dissolvidos
em dimetilsulféxido (DMSO) anidro, grau espectrofotométrico.

O crescimento das linhagens provenientes da placa mée deu-se em meio NB
(meio liquido completo), ao qual se adicionou, para cada 100 mL, 1 mL de solucao de
ampicilina (8 mg mL™* em NaOH 0,02 molL™). As linhagens cresceram, até alcancar a
fase estacionaria de crescimento (FEC) (1 - 2 x 10° células mL™), em banho-maria a
37 °C, ao abrigo da luz e com sistema de aeracdo. A densidade de crescimento das
linhagens foi estimada pela média da turbidez em um espectrofotdmetro modelo B393
Micronal, e correspondeu a uma absorbancia de 0,5 no comprimento de onda de
650 nm.

O procedimento utilizado para esta avaliagdo toxicolégica foi o de pré-
incubacédo descrito por Maron e Ames (1983), tanto em presenca como em auséncia
de mistura de ativagdo metabodlica S9. Os tubos de ensaios estéreis e protegidos da
luz contendo, em triplicata, as diferentes concentragdes do extrato e 0s controles,
foram incubados em banho-maria sem agitagdo, com 100 uL de um cultivo bacteriano
em FEC (fase estacionaria de crescimento), durante 20 min, a temperatura de 37° C.
Nos ensaios com ativacdo metabdlica, além dos 100 uL do cultivo bacteriano,

adicionaram-se 500 pL de S9 aos tubos de ensaio.

Depois do periodo de incubacdo, acrescentaram-se aos tubos de ensaio
2 mL de agar superficie, previamente fundido e estabilizado a 46 °C, suplementado
com uma solucao de histidina (0,5 mM). O conteudo de cada tubo foi homogeneizado
em agitador tipo vortex e derramado sobre a superficie de uma placa contendo meio
MM (meio minimo — 30 mL/placa).

O numero de colbnias por placa foi contado depois de 48 h de incubacéo a
37 °C para obter-se a curva dose/resposta. Os dados obtidos, avaliados como
namero de colbnias induzidas por uL equivalentes de amostra, foram analisados

estatisticamente através do programa estatistico Salmonel, verséo 98.
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4 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados em etapas, objetivando facilitar a

compreensao dos mesmos. Sera usada a seguinte ordem:

12, Parte: Caracterizacdo inicial da planta estudada: nesta etapa serdo
apresentados os resultados da andlise de minerais e da andlise fitoquimica das

flores de H. tiliaceus L.

22 Parte: Otimizacao dos métodos de extracdo: nesta etapa serdo apresentados e
discutidos os resultados obtidos no desenvolvimento das metodologias de
extracao por ultra-som, extracdo com fluido supercritico e extracdo acelerada com

solvente.

32 Parte: Comparacdo entre os métodos de extracdo: nesta etapa seréo
apresentados e discutidos os resultados obtidos na comparacdo dos métodos
desenvolvidos para a extracao e aqueles métodos considerados classicos, como

a extracdo por maceracgao e a extragcdo com Soxhlet.

42 Parte: Estudo bioquimico da qualidade do extrato: nesta etapa do trabalho
serdo relatados e discutidos os resultados obtidos na determinacéo da atividade

antioxidante e da mutagenicidade dos extratos obtidos.
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4.1 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS - 12 PARTE:
CARACTERIZACAO INICIAL DAS FLORES DE H.tiliaceus L.

Para a droga objeto de estudo, “flores de H. tiliaceus”, foram determinados
os parametros de qualidade: umidade residual e cinzas totais, e a média dos

resultados esta apresentada na Tabela XIX.

Tabela XIX: Valores médios de cinzas e umidade para as flores de H.tiliaceus L.
Valor obtido (%) Valor informado (%)
Umidade residual 6,18 Méx. 10
Cinzas totais 7,1 Max. 2*

* Esta na dependéncia do 6rgao vegetal analisado

O valor para a umidade residual se encontra dentro do estabelecido pela
Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1992), para drogas vegetais e, tendo em
conta que o 6rgdo vegetal estudado esta constituido pelas flores, considera-se
adequado, uma vez que uma porcentagem de umidade superior pode causar
deterioragdo por contaminagdo microbiana e transformag¢des quimicas dos

metabdlitos secundarios.

Com respeito ao valor obtido para as cinzas totais 0 mesmo pode ser
considerado extraordinariamente elevado, ndo somente por ser superior ao
estabelecido (WHO, 1992), mas porque a droga esta constituida somente pelas

flores desta espécie.

Os valores informados para este parametro podem variar numa ampla
faixa, tendo-se em conta que vao depender da composi¢cdo de minerais no solo
onde cresce a espécie e da capacidade que tenha esta de absorver os mesmos

através das raizes. Nao obstante, quando uma espécie vegetal exibe valores

Apresentacédo e Discusséo dos Resultados



71

elevados de cinzas totais, se faz imprescindivel a caracterizacdo destas, para

verificar se nelas ndo ha presenca de metais pesados.

H. tiliaceus, em geral cresce em mangues e esta espécie em particular se
encontra muito préxima ao mar, em lugares muito umidos, banhados por agua
salobra tornando-se relevante determinar a composicdo em metais da espécie e
assim conhecer a composi¢cdo quimica das cinzas obtidas. Os resultados para a

determinacao de metais nas cinzas totais, estdo apresentados na Tabela XX.

Tabela XX: Resultados da analise dos macro e micro nutrientes nas amostras das
flores de H. tiliaceus L.

Elemento | Conc. | Limites* | Elemento | Conc. | Limites | Elemento | Conc. | Limites*

(%) (%) (mg/kg) | (mg/kg) (ng/kg) | (ng’kg)

N 2,1 0,5-5 Cu 16 20 Pb 581 10 000**

P 0,25 | 0,08-1,5 Zn 32 10-100 Cd 81 300**
2,5 0,2-10 Fe 227 20-1000 Hg <2 10

Ca 0,44 | 0,05-2,5 Mn 101 20-1000 | Pb, Ni, Cd, Cr; determinados

Mg 0,33 | 0,02-1,55 Ni 1,8 2-10 |em forno de grafite

Na 0,13 0,2-10 Cr 1,9 2-10 |Hg determinado por vapor a frio

S 0,12 | 0,05-1,2 Resultados expressos em material seco & 75 °

*Tabatai e Bremner, 1970; Bremner e Mulvaney, 1982, **\WHO, 1992

Através da analise desta Tabela verifica-se que a droga apresenta um
conteddo de nitrogénio considerado elevado para flores, encontrando-se,

entretanto, dentro do limite estabelecido (0,5 — 5 %) para espécies vegetais.

Dos macro elementos, o de maior percentual foi o ferro, (227 mg/kg),
seguido do manganés (101 mg/kg), zinco (32 mg/kg) e cobre (16 mg/kg), ainda
gue todos eles se encontrem dentro dos limites estabelecidos na literatura.

Com respeito aos elementos pesados, o chumbo foi o que apresentou a
maior concentracdo (581 pg/kg), ainda que este valor n&o ultrapasse o limite

estabelecido para as drogas vegetais.
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Os valores obtidos para a composicdo e concentracdo dos minerais
presentes na droga objeto de estudo, ndo influem na sua potencial utilizagdo na
medicina tradicional, j& que seus principais elementos ndo apresentam toxicidade,
e aqueles que poderiam apresenta-la se encontram dentro dos limites

estabelecidos para drogas vegetais.

Soto (1992) estudou a concentracdo em nutrientes das folhas de H.
tiliaceus, informando valores similares aos aqui apresentados para as flores. Este
autor atribui a composicdo em nutrientes observada para a espécie, a alta
salinidade do solo onde esta se desenvolve, assim como as caracteristicas
especificas da espécie de captar os nutrientes do meio. Esta espécie tem a
facilidade de absorver minerais do solo e de transporta-los de um 6rgéo vegetal a

outro em fungédo da maturacéo das folhas.

Outro aspecto avaliado no estabelecimento dos parametros de qualidade
foi a composicdo dos metabdlitos secundarios, detectados através do estudo
fitoquimico. Para as flores da espécie foi possivel detectar-se: gorduras,
triterpenos-esterodides, taninos, flavondides, antocianidinas, quinonas e compostos

redutores conforme pode ser visualizado na Tabela XXI.

A composicao fitoquimica determinada para a espécie, concorda com o
informado por Sankara et al. (1961), e Nair et al. (1961), no que se refere ao
ensaio de flavondides e compostos redutores, ja que estes autores informam a

presenca dos flavondides e seus glicosideos.

Com respeito aos demais componentes detectados, ndo foram encontradas
referéncias anteriores, uma vez que para a composicdo quimica da espécie em

geral e das flores em particular, existe pouca informacao na literatura.

Apresentacédo e Discusséo dos Resultados



73

Tabela XXI: Resultados da andlise qualitativa de componentes por ensaios

fitoquimicos

EXTRATO
ENSAIOS COMPOSTO . - : -
etéreo alcoodlico hidro-alcodlico

Sudan azeites e gorduras + - na
Dragendorff alcal6ides - - -
Mayer alcaldides - - -
Wagner alcal6ides - - -
Baljet lactones e cumarinas - - na
Liebermann- Burchard triterpenos-esteréides - - na
Espuma saponinas na - -
Cloreto férrico fendis e taninos na + +
Resinas resinas na - na
Shinoda flavonoides na + +
Antocianidina antocianidinas na + na
Catequinas catequinas na - na
Borntrager guinonas na + na
Fehling compostos redutores na + +
Ninhidrina aminoacidos na - na
Kedde cardiotdnicos na - na

(- ) resultado negativo; (+) resultado positivo; (na) ndo se aplica
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4.2 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS - 22 PARTE:
OTIMIZACAO DOS METODOS DE EXTRACAO

4.2.1 Extracao por ultra-som

4.2.1.1 Estudo de alguns parametros que influem no processo de extracao

Para se estudar a influéncia do tempo de extracdo, do tamanho da
particula, da capacidade extrativa do solvente, da quantidade de amostra e da
relacdo quantidade de amostra / volume de solvente, aplicou-se um modelo de
experimento 2°* com dois niveis extremos para cada variavel e considerou-se,

como variavel resposta, a porcentagem em rendimento da extracao.

Ao processar os resultados e discriminar os coeficientes significativos,
substituindo os valores dos respectivos coeficientes, obteve-se a seguinte

equacao com as variaveis codificadas:
Rendimento (%) = 4,27 + 0,431 X; + 1,70X,+ 1,06X5 + 0,634X: X3 + 0,734 X4Xs

A analise da equacdo obtida para o modelo permitiu observar que a
variavel X; (tempo de extracdo) manifestou um efeito positivo (+0,431 Xj),
indicativo de uma relacdo diretamente proporcional entre o tempo de extracéo e o
rendimento, condicdo que se cumpre para outros métodos de extracdo solido —
liquido (Ahmed, 2003).

A variavel X, (polaridade do solvente) demonstrou também um efeito

positivo (+1,700 Xp): quanto maior a polaridade, maior o rendimento. Este
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comportamento pode estar sendo determinado pela natureza dos metabdlitos
secundarios presentes na espécie objeto de estudo, ainda que ndo se possa
descartar que, neste método, as ondas ultra-s6nicas se propagam no solvente e

que esta propagacédo possa ser favorecida pela polaridade do mesmo.

Outra variavel gque manifestou efeito positivo (+1,060) foi Xs (relagdo massa
/ volume de solvente); ela é conhecida como um fator atuante em todos os

processos convencionais de extragéo solido — liquido.

As variaveis X4 (tamanho de particula) e X3 (quantidade de amostra) néo
influiram de forma significativa para este processo de extragcdo pois,
diferentemente de outros métodos de extragdo soélido — liquido, uma maior
superficie de contato (menor tamanho de particula) ndo é determinante na
quantidade de substancia a extrair. Entretanto, as inter-relacdes das variaveis
X1X3 (tempo e quantidade) e entre X4Xs (tamanho de particula e relagdo massa /
solvente) manifestaram efeitos positivos, indicativos de que a uma maior
quantidade de amostra corresponde maior tempo de extracdo e a um maior

tamanho de particula, maior relacdo massa / solvente.

Os resultados experimentais para este modelo sdo mostrados na Tabela
XXII, mediante os quais se demonstra que, para este método de extracdo, obtém-
se melhores rendimentos com o emprego do menor tempo, da maior temperatura

e da maior relacdo massa / solvente.

A Figura 4.1 mostra a andlise da adequacdo do modelo matematico
(modelo fatorial 2°%), para a extracéo por ultra-som através da comparacéo entre
os valores de rendimento experimental e tedrico. Observa-se que, para alguns
experimentos (2, 6, 10, 11, 14, 9, 13 e 16) ocorreu adequada aproximagao entre o
modelo experimental e o tedrico, sendo que no experimento 9, onde todos os

parametros apresentavam o maior valor, obteve-se o maior rendimento.
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Tabela XXII: Variacdo do rendimento em massa de acordo com as variaveis
estudadas no planejamento fatorial 2°*: comparacéo entre o valor teérico e o

obtido experimentalmente

Parametros Rendimento (%)

Exp.

X1(min) X2 X3 (9) X4 Xs (g/ml) experimental modelo

1 180 hexano 15 triturada  1:30 4,53 3,96
2 180 hexano 5 triturada  1:10 2,00 2,03
3 40 metanol 5 inteira 1:30 9,00 7,98
4 40 hexano 15 triturada  1:10 2,00 1,16
5 40 hexano 15 inteira 1:30 2,26 3,29
6 180 hexano 5 inteira 1:30 4,40 4,16
7 40 hexano 5 triturada  1:30 2,20 3,09
8 180 metanol 5 inteira 1:10 5,00 3,98
9 180 metanol 15 inteira 1:30 9,40 8,85
10 40 metanol 5 triturada  1:10 5,80 5,85
11 40 hexano 5 inteira 1:10 1,20 0,96
12 180 metanol 15 triturada  1:10 5,20 6,71
13 40 metanol 15 triturada  1:30 5,73 5,24
14 180 hexano 15 inteira 1:10 1,93 1,83
15 180 metanol 5 triturada  1:30 5,20 6,11
16 40 metanol 15 inteira 1:10 2,53 3,11

X1 (tempo de extracdo em minutos), Xz(solvente); Xs (massa de amostra); X4 (tamanh), e Xs (razdo massa/volume)

Considerando estes

resultados

e buscando analisar

com mais

profundidade o comportamento do método, aplicou-se um desenho fatorial 23, no

qual as variaveis foram o tempo de extragéo (X;) e a polaridade (X;), analisando-

se, de cada um deles, trés niveis. Estabeleceu-se como varidvel resposta também

o rendimento percentual em massa.

Para este experimento (2°), mantiveram-se constantes o tamanho de

particula (planta moida) e a relacdo (massa de planta)/(volume de solvente) (1:10)

e determinou-se para cada variavel um nivel “zero” como sendo os melhores

resultados obtidos no modelo anteriormente analisado (tempo de 180 minutos e
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metanol como solvente). Para o0s niveis codificados como “1" e “+17,

consideraram-se valores inferiores e superiores a estes.
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Figura 4.1: Comparagao entre os valores obtidos para o rendimento em massa

do processo ultrassénico e aqueles previstos segundo 0 modelo tedérico

Processados os resultados para o desenho fatorial 2° e discriminados os

coeficientes significativos, obteve-se a seguinte equacdo com as variaveis
codificadas:

Rendimento = 11,56 + 7,13X>»

Na analise da equacdo do modelo, observou-se que a polaridade do
solvente (X;) foi a variavel mais significativa, manifestando um efeito positivo
sobre o processo (+7,13X3;) e que, neste experimento, o tempo de extracdo (X1)

nao influiu sobre o rendimento. Os resultados experimentais para o modelo séo
mostrados na Tabela XXIII.
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Tabela XXIII: Variagdo do rendimento em massa de acordo com as variaveis
estudadas no planejamento fatorial 2%: comparac&o entre o valor teérico e o obtido
experimentalmente

variaveis e valores rendimento em massa (%)
experimento X1 X2 experimental tedrico
1 (-1) 90 (-1) AcOEt 3,00 4,42
2 (0) 180 (-1) AcOEt 4,00 4,42
3 (+1) 270 (-1) AcOEt 7,80 4,42
4 (-1) 90 (0) MeOH 8,00 11,58
5 (0) 180 (0) MeOH 11,60 11,42
6 (+1) 270 (0) MeOH 12,50 11,56
7 (-1) 90 (+1) MeOH-H,0 20,80 18,69
8 (0) 180 (+1) MeOH-H,0O 16,80 18,69
9 (+1) 270 (+1) MeOH-H,O 18,00 18,69
1* (-1) 90 (-1) AcOEt 4,20 4,42
5 (0) 180  (0) MeOH 11,24 11,42
9 (+1) 270 (+1) MeOH-H,0O 20,45 18,69

X1 (tempo de extragdo em minutos), Xz (solvente) (*) duplicata dos experimentos 1 (-1,-1), 5 (0,0) e 9 (+1,+1).
MeOH = metanol; AcOEt = acetato de etila; MeOH-H,0 = metanol / 4gua (1:1)

Observou-se que quando a polaridade do solvente € aumentada de
metanol para a mistura metanol/agua (1:1) os rendimentos crescem. Entretanto,
para a mistura metanol/agua, os rendimentos nao apresentam diferencas
significativas nos tempos de 90 e 270 minutos (experimentos 7 e 9), tendo um
valor mais baixo de rendimento no ponto intermediario (experimento 8).
Analisando os extratos obtidos com o solvente de menor polaridade (acetato de
etila), obtiveram-se rendimentos crescentes dos 90 e aos 270 minutos
(experimentos 1, 2 e 3). Quando o solvente empregado € o metanol, observa-se

também um aumento do rendimento em funcdo do tempo (experimentos 4, 5 e 6).

Como pode ser visualizado nesta Tabela, a repetitividade do processo foi

testada em trés pontos, representados pelos experimentos 1, 5 e 9'. Os
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resultados obtidos experimentalmente mostram uma boa concordancia entre 0s

valores de rendimento nestes experimentos.

Na Figura 4.2 tem-se a analise da adequacdo do modelo mateméatico
(modelo fatorial 2°%), para a extracdo por ultra-som através da comparacdo entre
os valores de rendimento experimental e tedrico. Observa-se que 0s ensaios 5 e
5’, nos quais se empregou 0 metanol como solvente e um tempo de extracdo de
180 minutos, foram o0s que apresentaram maior aproximagdo entre o modelo

tedrico e o experimental.
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Figura 4.2: Comparacéo grafica entre os resultados experimentais e tedricos para
o planejamento fatorial 2°

Tendo em conta os resultados dos dois modelos, que assinalaram o
metanol como o solvente de melhores caracteristicas, decidiu-se pela continuacao

do trabalho com este solvente.

Ja que no modelo fatorial 2° a influéncia do tempo de extracédo sobre o
rendimento manteve-se inalterada para o solvente metanol, realizou-se um
experimento no qual se mantiveram constantes a quantidade de amostra (5 g), a

relacdo massa/solvente (1:4) e o solvente (metanol), variando-se o tempo de
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extracdo (de 60 a 340 minutos, com diferencas de 40 minutos entre 0os tempos).

Os resultados sao apresentados na Tabela XXIV.

Tabela XXIV: Influéncia do tempo de extracédo sobre o rendimento em massa
para a extracdo por ultra-som usando metanol como solvente extrator

experimento tempo (min.) rendimento (%)

1 60 9,82
2 100 10,25
3 140 12,82
4 180 12,84
5 220 12,96
6 260 15,57
7 300 17,10
8 340 14,60

Nesta tabela se observa que a medida que aumenta o tempo de extracao
(até os 300 minutos), cresce o rendimento; a partir desse tempo, verifica-se uma

ligeira diminuicdo do rendimento.

Também a destacar neste ensaio: de 140 até 220 minutos, o aumento de

rendimento foi discreto, sendo significativo dos 260 aos 300 minutos.

Os resultados deste experimento confirmaram: sendo o metanol o solvente
empregado, o tempo influi sobre o rendimento da extracao, influéncia esta que se
evidencia quando os tempos empregados vao de 60 a 140 minutos e de 220 a
300 minutos. Em tempos superiores a 300 minutos, observou-se uma diminuicéo
de rendimento que somente pode ser explicada se consideradas as possiveis

transformacdes resultantes da influéncia das ondas sonoras.

A Figura 4.3 apresenta de forma grafica a variacdo do rendimento com o

tempo de extracdo para o metanol.
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Figura 4.3: Variacdo do rendimento em massa com o tempo de extracao,

para o processo de extracao de H. tiliaceus L. usando ultra-som com metanol.

Este fenbmeno de eventual quebra de ligacdes e formacdo de novos
produtos é, precisamente, uma das limitacdes assinaladas para esta técnica em
seu emprego na extracdo de produtos naturais. Em fungédo dessa limitacdo — o
aumento do tempo de extracdo pode provocar quebra de moléculas — e uma vez
estabelecidas as condicdes de extracdo pelos modelos estatisticos aplicados, €
de vital importancia analisar os extratos obtidos para detectar possiveis alteracdes
em sua composi¢ao. Decidiu-se entdo estudar independentemente todos o0s
extratos metandlicos obtidos com diferentes tempos de extragdo, submetendo-os
a um fracionamento cromatogréfico (Figura 3.7, pagina 60). Cada fracdo obtida
foi analisada pelo sistema acoplado GC-MS, sendo essas fracbes comparadas
entre si.
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4.2.1.2 Estudo analitico do extrato metandlico fracionado

Os extratos metandlicos obtidos no ultimo planejamento experimental
(com a variagao do tempo de extracao de 60 a 340 minutos) foram submetidos ao
fracionamento cromatografico e suas fracdes foram cromatografadas no sistema

GC-MS. Os resultados sdo discutidos a seguir.

4.2.1.2.1 FragOes separadas com n-hexano

Na Tabela XXV tem-se os compostos identificados para cada um dos
cromatogramas do ion total (TIC) das fracbes separadas com n-hexano a partir

dos extratos metandlicos obtidos a diferentes tempos.

Como aspecto importante, observou-se que esta fracdo estava
composta por hidrocarbonetos que, apesar de ndo apresentarem solubilidade em
solventes polares, foram arrastados no processo de extracdo. A caracterizacao
destes compostos, dada sua escassez em espécies vegetais, foi confirmada pelo

emprego de padrdes.

Por outra parte, verificou-se que as fracdes dos extratos obtidos em
tempos de 60 a 140 minutos apresentavam composicdo semelhante,
diferenciando-se, fundamentalmente, nas intensidades de seus picos
cromatograficos e nos rendimentos da extracdo. Entretanto, aos 180 minutos,
diminuia a amplitude de alguns picos cromatogréaficos que, em determinados
casos, ndao puderam ser detectados. Este fato repetia-se, em diferentes graus,

para os diferentes tempos.

A identificacdo dos hidrocarbonetos saturados lineares de cadeia longa
(15 a 24 atomos de carbono) ndo se esperava inicialmente, por ndo serem
componentes comuns a plantas. Por esta razéo, ressalta-se que tal identificacao
foi confirmada por analise em triplicata, com limpeza prévia de toda a vidraria de

laboratorio, para evitar o aparecimento de hidrocarbonetos como contaminantes.
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E importante destacar que os hidrocarbonetos saturados se
apresentaram em todos o0s extratos, independentemente do tempo de extracao

utilizado.

Tabela XXV: Identificacdo dos compostos encontrados nas fracfes obtidas com
n-hexano a partir dos extratos metandlicos em diferentes tempos de extracédo

tempo de extracdo (minutos) tR

Compostos 60 100 140 180 220 260 300 340 médio
1 pentadecano X 30,63
2 hexadecano X X X X 32,02
3 heptadecano X X X 34,49
4 pristano X X X 34,60
5 octadecano X X X X X X X X 36,83
6 fitano X X X 36,97
7 nonadecano X X X X X X 39,03
8 eicosano X X X X X 40,77
9 uneicosano X X X X X 42,97
10 docosano X X X X X X 45,04
11 tricosano X X X X X X 46,72
12 tetracosano X X X X X X X 48,47
13 pentacosano X X X X X X X X 50,35
14 hexacosano X X X X X X X X 52,02
15 heptacosano X X X X X X X 53,53
16 octacosano X X X X X X X X 54,91
17 nonacosano X X X X X X X X 56,90
18 triacontano X X X X X X X 58,53
19 heneitriacontano X X X X X X X X 61,00
20 dotriacontano X X X X X 64,25
21 tritriacontano X X X X X X X 66,97
22 tetratriacontano X X X X X X 71,45

4.2.1.2.2 FracOes separadas com n-hexano-benzeno

Nas fracbes cromatograficas eluidas com hexano-benzeno (Tabela XXVI),
observou-se presenca de alguns hidrocarbonetos anteriormente detectados na
fracdo de n-hexano, aparentemente néo eluidos totalmente com a quantidade de

solvente empregado para sua separacao.
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Tabela XXVI: ldentificacdo dos compostos encontrados nas fracdes obtidas com
n-hexano/benzeno a partir dos extratos metandlicos em diferentes tempos de

extracao
tempo de extracdo (minutos) tR

compostos 60 100 140 180 220 260 300 340 medio
1 tetradecanoato de metila X 33,65
2 pentadecanoato de metila X 3591
3 neofitadieno X X X X X X X 37,47
4 hexadecenoato de metila X 37,68
5 hexadecanoato de metila X 38,14
6 fitol X X X X X X X X 38,15
7 fitol (isbmero) X X X X X X 38,73
8 heptadecanoato metila X X X X X X 39,89
9 octadecadienoato de metila X 41,58
10 octadecenoato de metila X 41,69
11 octadecenoato de metila X 41,77
12 octadecenoato X X 43,00
13 octadecanoato de metila X X 42,78
14 nonadecenoato de metila X 43,73
15 eicosenoato de metila X 45,37
16 eicosanoato de metila X 45,77
17 tricosano X X X X X X X 47,27
18 heneicosanoato de metila X X 47,30
19 tetracosano X X X X X X X 48,63
20 docosenoato de metila X 48,93
21 docosanoato de metila X 49,21
22 pentacosano X X X X X X X 49,97
23 docosanoato de metila X X 50,76
24 hexacosano X X X X X X X 51,85
25 tetradecanal X X X X X X 52,23
26 tetracosanoato de metila X X 52,83
27 heptacosano X X X X X X X 53,17
28 octacosano X X X X X X 54,24
29 esqualeno X X X X X X X 5514
30 docosanol X X X X X X 56,36
31 nonacosano X X X X X X X 56,71
32 triacontano X X X X X X X X 58,91
33 octacosanoato de metila X X X X X X X 60,88
34 heneitriacontano X X X X X X X 61,20
35 nonacosanoato de metila X X 62,05
36 tritriacontano X X X X X X 67,40

Para os extratos obtidos com tempos de 60, 100 e 140 minutos,

encontraram-se algumas diferencas de composicdo nas fracdes de hexano-

benzeno. Porém, a andlise detalhada destas fracdes permitiu apreciar que,
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apesar de todas apresentarem composicdo semelhante, ndo haviam seguido o
mesmo perfil de separacdo na coluna cromatogréfica, o que pode derivar de
diferencas de concentracdo de alguns componentes nos diversos extratos, nao
sendo eles detectados ou tendo se esgotado totalmente com o primeiro solvente

empregado.

Observou-se também que, a partir de 180 minutos, deixaram de ser
detectados alguns componentes e apareceram alguns ndo detectados a tempos

inferiores.

Comportamento totalmente anémalo foi observado quando do emprego de
um tempo de extracdo de 340 minutos: apareceu, além dos hidrocarbonetos, uma
série de ésteres de acidos graxos, a maioria dos quais nao extraidos quando se
utilizaram tempos de extracao inferiores. E importante ressaltar que estas fracdes
nao foram derivatizadas, indicando que os ésteres aqui identificados

encontravam-se presentes nesta forma nas flores estudadas.

A presenca de ésteres de &cidos graxos de cadeia longa e de terpendides
nas flores e casca de outras espécies do género Hibiscus foi informada por Chen
et al. (1993) e Seca et al. (2001) embora ndo se encontraram registros dessa
presenca para a espécie H. tiliaceus em particular. Também € importante
assinalar a presenca de ésteres insaturados e saturados nas flores estudadas,

sendo estes uUltimos 0s mais abundantes.

4.2.1.2.3 FracOes separadas com diclorometano

Nas fragbes cromatograficas de diclorometano (Tabela XXVII),
observaram-se, como principais caracteristicas, a presenca de alguns ésteres
metilicos de acidos graxos, corroborando sua presenca na espécie. Verificou-se a
presenca de outros compostos entre as fragdes obtidas dos extratos com tempos

de extracdo superior a 140 min.
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Para esta fracdo, puderam identificar-se, por emprego da biblioteca do
equipamento e do uso de alguns padrdes, um total de 9 componentes, 8 deles

ésteres metilicos de acidos graxos e um éster terpenoide.

A identificacdo de ésteres de acidos graxos na fracdo anterior do extrato
obtido a 340 minutos (Tabela XXVI) é devida a eluicdo antecipada destes

compostos, implicando sua auséncia na fracdo 3 (Tabela XXVII).

Tabela XXVII: Identificacdo dos compostos encontrados nas fragdes obtidas com
diclorometano a partir dos extratos metandlicos em diferentes tempos de extracédo

tempo de extracdo (minutos) tR

compostos 60 100 140 180 220 260 300 340 médio
1 hexadecenoato de metila X X X X X X 39,00
2 hexadecanoato de metila X X X X X X X 39,48
3 heptadecanoato de metila X X X 41,49
4 linoleato de metila X X X X X X X 42,90
5 octadecenoato de metila X X X X X X X 42,99
6 octadecatrienoatodemetila X X X X X X X 43,05
7 nonadecanoato de metila X X X X X X X 43,44
8 octadecinoato de metila X X X X X X 43,69
9 octadecadienoatode metla X X X X X 44,34
10 eicosanoato de metila X X X X X 46,61
11 tetracosanoato de metila X 55,79
12 vitamina E X 63,08
13 derivado de estigmastenona X X 72,78
14 ergostenona X X 75,69
15 pregnenediona X 77,36

4.2.1.2.4 FracOes separadas com acetato de etila

As fracBes cromatograficas obtidas com acetato de etila foram analisadas
apos a extracao (Tabela XXVII) e depois de sua derivatizagdo (Tabela XXIX).
Isto permitiu identificar alguns acidos graxos livres, jA que a metilacao facilita sua
separacdo e analise pois, em estado livre, eles podem ser irreversivelmente

retidos na coluna cromatografica.
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Tabela XXVIII: Identificacdo dos compostos encontrados nas fracdes obtidas com
acetato de etila a partir dos extratos metanolicos em diferentes tempos de

extracao
tempo de extracao (minutos) tR

compostos 60 100 140 180 220 260 300 340 médio
1 &c. nonandico X X X X X X X 23,05
2 ac. nonindico X 23,88
3 tetradeceno X X X X X X X X 25,99
4 hexadeceno X X X X X X X X 31,25
5 benzofenona X X X X X X X X 32,99
6 4&c. tetradecandico X X X X X X 35,85
7 metil-benzofenona X X X X X X X X 35,69
8 octadeceno X X X X X X X X 35,98
9 trimetil pentadecenona X X X 37,70
10 ac. pentadecandico X X X X X X X X 38,03
11 &c. hexadecendico X X X X X X X X 39,69
12 &c. hexadecandico X X X X X X X 40,81
13 octadecenoato de metila X 42,99
14 ac. octadecadiendico X X X X X 43,87
15 octadecadienoato de metila X X X 44,34
16 ac. octadecendico X X X X X X X X 44,54
17 eicoseno X X X 56,86
18 estigmastenol (isdmero 1) X X 60,79
19 vitamina E X X X X X X 63,04
20 ergostenol X X X X X X 64,75
21 ergostatrienol X 66,18
22 fucosterol (isébmero 1) X X X X X X 66,71
23 estigmastadienol (isdbmero 1) X X X X X X 68,07
24 fucosterol (isbmero 2) X X X X 68,38
25 acetiloxi-androstanona X X X X X X X 68,75
26 estigmastenol (isbmero 2) X X X X X X X X 70,38
27 fucosterol (isbmero 3) X X X X X X 7091
28 estigmastadienol (isémero 2) X X X X X X X 71,11
29 fucostenona (isbmero 1) X X X X X X X 72,04
30 estigmastenona (isomero 1) X X X X X 72,42
31 fucostenona (isébmero 2) X X 73,09
32 estigmastadienol-acetato X 73,36
33 etigmastadienona X X X X X X X 73,62
34 hidroxi ergostenona X X X X X 74,80
35 dimetil androstenol-acetato X 75,12
36 estigmastenona (isdmero 2) X X X X X X X 76,76
37 ergostadienona X X X X X X X 77,40
38 estigmastadienenol (isbmero2) X X X X 77,97
39 metil, etil-colestanona X X X X 85,85
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Tabela XXIX: ldentificacdo dos compostos encontrados nas fracdes obtidas com
acetato de etila, derivatizadas com BF3z; em metanol a partir dos extratos
metanolicos em diferentes tempos de extracao

Compostos*

tempo de extracdo (minutos)

tR

60 100 140 180 220 260 300 340 médio

ac. nonandico

ac. undecandico

ac. dodecandico

ac. nonanodioico

ac. tetradecanoico
ac. pentadecandico
ac. hexadecenodico
10 ac. hexadecandico
11 ac. heptadecendico
12 ac. octadecindico

13 ac. heptadecandico
14 ac.hexadecadiendico
15 &c. octadecindico

16 ac. octadecadiendico
17 &c. octadecendico
18 ac. octadecatriendico
19 &c. octadecandico

O©Coo~NOOOUTh,WNPE

20 &c. octadecingico (isom 2)

21 ac. nonadecanoico

22 ac. nonadecendico

23 ac. eicosandico

24 ac. docosandico

25 ac. tricosandico

26 ac. tetracosanoico

27 ac. pentacosandico
28 ac. hexacosanoico

29 estigmastenol (isdbm 1)
30 ac. heptacosandico
31 estigmastadienol

32 estigmastenol (isém 2)
33 &c. octacosandico

34 estigmastenol (isém 3)
35 ac. nonacosandico

36 ac. triacontandico

37 fucostenona (isdm 1)
38 estigmastenona

39 estigmastenol (isém )
40 fucostenona (isébm 2)
41 estigmastadienona

ac. nonindico (isémero 1)
ac. nonindico (isébmero 2)

X
X
X

XX XXX XXX

XX XX

XXX XX

X X X

XX X X X X

XX XX X X

XXX XX

XXX XXX XXX

X

XXXX XX XXX XX

X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X
X X
X X
X X
X
X X X
X X X
X
X X X
X X
X X
X
X X
X
X X
X
X
X
X X
X X
X X
X
X
X
X
X
X X
X

X

XX X X X X

XX X X X

X X

><><><><><>< X

X X

21,56
22,20
25,20
28,63
30,03
30,65
34,44
37,38
38,71
39,46
39,81
40,51
41,47
41,85
42,24
42,90
43,03
43,09
43,43
43,71
45,47
46,72
47,14
49,94
52,09
53,27
55,09
56,94
59,68
58,91
61,19
61,35
62,17
62,77
65,14
68,91
71,91
74,64
76,33
77,15
77,91

Legenda: *Todos os acidos graxos foram identificados como ésteres metilicos.
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Também se pode observar a presenca de alguns fitosterodis, confirmada
pelo uso de padrdes, reafirmando o descrito na literatura para outras espécies do
género (Chen et al., 1993 e Seca et al.,, 2001) assim como a presenca do a-
tocoferol (vitamina E) como componente deste extrato. Observou-se igualmente,
para esta fracdo, diferencas de composicdo quando se empregaram tempos de
extracdo superiores a 140 minutos. Nesta fracdo, obtiveram-se 31 componentes,
8 deles acidos graxos livres, 5 hidrocarbonetos insaturados, 2 compostos

aromaticos, 16 fitosterois e a-tocoferol.

4.2.1.2.5 FragOes separadas com metanol

A fracdo metandlica, por sua polaridade, somente foi analisada depois de
sua derivatizagdo (Tabela XXX). Nela, detectou-se a maioria dos componentes
que ja se havia identificado na fracéo eluida com acetato de etila — com excecédo
de dois componentes (acido octandico e acido nonandico) — estando a fracao

constituida fundamentalmente por acidos graxos e fitosterois.

Nesta fracdo, constatou-se novamente que tempos superiores a 140
minutos ndo resultam convenientes para a extracéo a partir de H. tiliaceus L., uma
vez que se produzem perdas ou transformacdes de alguns componentes assim
obtidos.

Para as fracOes de n-hexano e hexano-benzeno, continuou manifestando-
se um padrédo de fracionamento cromatografico distinto para os extratos obtidos
com diferentes tempos de extracdo nos solventes diclorometano, acetato de etila
e metanol, lembrando as variagdes na composi¢cédo dos extratos obtidos a tempos

de 60 a 140 min naqueles solventes.

A andlise conjunta dos resultados obtidos no modelo fatorial e a analise
dos extratos pelo sistema acoplado cromatografia gasosa / espectrometria de
massas permitiram comprovar que o ultra-som pode ser utilizado como método de

extracdo, considerados o tempo a empregar e a polaridade do solvente.
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Tabela XXX: Identificacdo dos compostos encontrados nas fracfes obtidas com
metanol, derivatizadas com BF; em metanol a partir dos extratos metandlicos em

diferentes tempos de extracao(*)

tempo de extracdo (minutos) tR

Compostos* 60 100 140 180 220 260 300 340 médio
1 &c. octandico X X X X 17,14
2 ac. nonandico X X X X 20,22
3 ac. dodecandico X X X 28,72
4 ac. nonanodidico X X X 29,34
5 hexadeceno X X X 30,48
6 ac. tetradecandico X X X X X X X X 33,84
7 &c. pentadecandico X X X X 36,23
8 ac. hexadecendico (isdbmero) X X X X X X X X 37,77
9 ac. hexadecanodico X X X X X X X 38,21
10 ac. hexadecendico (isbmero) X X X X X X 39,81
11 ac. heptadecandico X X X X X X 40,31
12 &c. octadecindico X X X 40,44
13 ac. octadecadiendico (isbmero) X X X X X X X X 41,65
14 &c. octadecendico X X X X X X X X 41,78
15 ac. octadecatriendico X X X X X 41,72
16 ac. octadecendico (isomero) X X X X X X X X 42,06
17 ac. octadecandico X X X X X X 42,49
18 ac. octadecindico (isdmero) X X X 42,43
19 ac. nonadecandico X X X 43,79
20 ac. eicosandico X X 45,75
21 ac. docosandico X X 49,20
22 ac. tricosanoico X X X X X X 50,64
23 androstanol metil acetato X 51,19
24 4c. tetracosanoico X X X 52,82
25 ac. pentacosanoico X X X 54,50
26 ac. hexacosanoéico X X X 56,35
27 ac. heptacosanodico X X X 58,36
28 ac. octacosandico X X X 60,71
29 ac. nonacosanoico X X X 63,45
30 fucosterol X X 64,58
31 ergostenol X X 64,83
32 estigmastadienol X X 65,77
33 estigmastenol X X X X 64,31
34 fucosterol X 68,40
35 fucostenona X X 69,14
36 fucostenona X 70,54
37 estigmastenona X X 73,18
38 estigmastadienona X X 73,83

Legenda: *Todos os acidos graxos foram identificados como ésteres metilicos,
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Em geral, a polaridade influi no rendimento, confirmando-se que a maior
polaridade corresponde maior rendimento. Entretanto, embora o modelo
experimental 2°! mostrasse que maior tempo de extracdo produz maior
rendimento, isto nem sempre ocorreu com solventes muito polares. Por outro
lado, tempos de extracdo muito elevados podem produzir transformacdes
quimicas em maior ou menor grau, dependendo da natureza dos metabdlitos

secundarios presentes na espécie objeto de estudo (Tabela XXX).

No caso, considerou-se que um tempo de extracdo de 140 minutos
resultava adequado para obterem-se bons rendimentos, sem mudangas
aparentes na composi¢do, o que se demonstrou comparando este método com

outros convencionais.

As Figuras 4.4 a 4.9 apresentam os cromatogramas das diferentes fracoes
separadas do extrato metandlico obtido por ultra-som a 140 minutos, ilustrando a

separacdo cromatografica deste extrato.

4.2.2 Extracdo com fluido supercritico (SFE)

4.2.2.1 Estudo de alguns parametros que influem no processo de extracao

com fluido supercritico

Este estudo da aplicacdo da SFE como método de extracdo de flores de H.
tiliaceus L., teve inicio com a analise da influéncia que poderiam apresentar

alguns fatores, sobre o processo de extracao.

Entre os fatores influentes, foram selecionadas a pressao e a temperatura
de extracdo, mantendo-se fixo o tipo de solvente extrator (CO- , n-hexano, acetato

de etila e metanol) para cada modelo estudado.
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Figura 4.4: Cromatograma do ion total (TIC) para a fracdo obtida com n-hexano a
partir do extrato metandlico com ultra-som das flores de H. tiliaceus L., com 140
minutos de extracao

Condi¢cbes cromatograficas descritas na Tabela XVII e identificacdo dos picos
assinalados de acordo com a Tabela XXV
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Figura 4.5: Cromatograma do ion total (TIC) para a fracdo obtida com n-hexano-
benzeno a partir do extrato metandlico com ultra-som das flores de H. tiliaceus L.,
com 140 minutos de extracao
Condicdes cromatograficas descritas na Tabela XVII e identificacdo dos picos
assinalados de acordo com a Tabela XXVI
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Figura 4.6: Cromatograma do ion total (TIC) para a fracdo obtida com
diclorometano a partir do extrato metandlico com ultra-som das flores de H.
tiliaceus L., com 140 minutos de extracao

Condicdes cromatograficas descritas na Tabela XVII e identificacdo dos picos
assinalados de acordo com a Tabela XXVII

21
22

251

Intensidace do sinal cromatografico

oha

30 40 50 &0
Figura 4.7: Cromatograma do ion total (TIC) para a fragcdo obtida com acetato de
etila a partir do extrato metandélico com ultra-som das flores de H. tiliaceus L., com
140 minutos de extracao

Condicdes cromatograficas descritas na Tabela XVII e identificacdo dos picos
assinalados de acordo com a Tabela XXVIII
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Figura 4.8: Cromatograma do ion total (TIC) para a fragcdo obtida com acetato de
etila, derivatizada com BFz/metanol, a partir do extrato metandlico com ultra-som
das flores de H. tiliaceus L., com 140 minutos de extracao
Condicdes cromatograficas descritas na Tabela XVII e identificacdo dos picos

assinalados de acordo com a Tabela XXIX
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Figura 4.9: Cromatograma do ion total (TIC) para a fracdo obtida com metanol,
derivatizada com BFs/metanol, a partir do extrato metandlico com ultra-som das

flores de H. tiliaceus L., com 140 minutos de extracao

Condi¢cbes cromatograficas descritas na Tabela XVII e identificacdo dos picos

assinalados de acordo com a Tabela XXX
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Para estudar a influéncia destes fatores, aplicou-se um planejamento
experimental especifico considerando-se como variavel resposta, o rendimento
percentual em massa da extracdo. Foram calculados o rendimento (%) em
relacdo a massa de amostra e em relacdo a massa de CO, usada para a

extracdo, 0s quais se encontram na Tabela XXXI.

Tabela XXXI: Variagdo do rendimento das extragcoes de acordo com as condi¢des

experimentais para a extracao supercritica das flores de H. tiliaceus L.

Pressdo Temperatura Rendimento Rendimento

Solvente (bar) (°C) Mext/Mdroga (%0) Mex/Mco2 (%0)
CO; 200 40 0,57 0,058
CO; 100 40 0,72 0,076
CO» 150 30 0,76 0,075
CO; 200 20 0,63 0,062
CO, 100 20 0,78 0,084
CO,+tmetanol(*) 200 40 1,09 0,108
CO,+metanol(*) 100 40 0,96 0,104
CO,+metanol(*) 200 20 1,03 0,101
CO,+metanol(*) 100 20 0,77 0,079
CO,+hexano(**) 200 40 1,11 0,106
CO,+ acetato de etila(**) 200 40 1,18 0,243
CO,+metanol(**) 200 40 2,05 0,207
(*) usando 3 mL (5%) de solvente (**) usando 6 mL (10%) de solvente

Na Figura 4.10 tém-se os graficos comparativos para as diferentes
condicbes de extracdo. Na Figura 4.10 (a) tem-se a variagdo do rendimento
porcentual (Mex: /Maroga) da extragdo com as condigdes de temperatura e presséo
usando-se apenas o CO, como fluido extrator, enquanto a Figura 4.10 (b)
apresenta esta mesma variacdo, mas empregando metanol como solvente
modificador. Na Figura 4.10 (b), percebe-se uma discreta tendéncia de aumento
do rendimento quando se usam condigdes mais drasticas (T = 40 °C e P = 200
bar), entretanto esta variacdo é muito pequena. Contudo, ainda na Figura 4.10
(b), pode-se comparar os rendimentos quando se mantém a condicdo mais
drastica e se altera a quantidade de solvente modificador (de 3 para 6 mL),

obtém-se, entdo, um aumento significativo no rendimento.
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Figura 4.10: Comparacédo entre os rendimentos da extracdo supercritica obtidos
em diferentes condigcbes de extracdo (a) Extratos obtidos com CO, puro; (b)
extratos obtidos com CO, + 3 mL de metanol, e (c) Extratos obtidos com

diferentes solventes modificadores (6 mL de cada solvente)(T = 40 °C e P = 200
bar).
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Em funcédo deste incremento da quantidade de amostra obtida quando
utiizado o dobro de volume de metanol, optou-se por utilizar solventes
modificadores com polaridade inferior ao metanol (n-hexano e acetato de etila), na
quantidade de 6 mL e nas condicbes mais drasticas ( T= 40 °C e P= 200 bar).
Estes resultados estao representados na Figura 4.10 (c). Observa-se entédo que o
rendimento tem um consideravel aumento conforme aumenta a polaridade do
solvente, o que também ja havia sido constatado para o estudo realizado com

ultra-som.

A Figura 4.11 mostra as curvas experimentais de extracao porcentual para
0 processo de extracdo supercritica com CO, das flores de H. tiliaceus,
empregando dioxido de carbono com e sem solventes modificadores (n-hexano,
acetato de etila e metanol). As curvas foram construidas através da massa total
de extrato da planta, em func&o da massa de didéxido de carbono utilizada, que foi

monitorada pelo decaimento no volume do solvente na bomba tipo seringa

Solvente: CO2 + 10% de modificador a 200bar & 40 eC

— 35
m
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2 30| A metan o " i a
= 2 acelato de =tila
=2 25 A hekano
—
[}
E 20 a 0 <
i a @ i A A ) -
RT- o 4
z 2
o LY
110 0
E A o o a b N
o 05 O
o O
= O =
] a0 120 180 240 200

Meo,

Figura 4.11: Curvas de extracdo obtidas para flores de H. tiliaceus L. usando CO,
a altas pressbes com 6 mL de solvente modificador (condicbes descritas na
Tabela XXXI).
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Pode-se observar por esta curva que, além da influéncia da polaridade
do solvente modificador, a massa de CO, adicionada ao processo também
aumenta o rendimento em massa. Para todos os casos analisados, o rendimento

aumenta até cerca de 180 g de CO, e a partir dai o processo estabiliza.

4.2.2.2 Estudo cromatografico dos extratos obtidos no processo de extracao

com fluido supercritico (SFE)

As Figuras 4.12, 4.13 e 4.14 apresentam 0S cromatogramas para 0S
extratos obtidos com CO; supercritico e solventes modificadores. Na Figura 4.12
tem-se os cromatogramas dos extratos cujos rendimentos estéo representados na
Figura 4.10 (a). Da mesma forma, as Figuras 4.13 e 4.14 apresentam 0sS
cromatogramas correspondentes aos extratos representados na Figura 4.10 (b) e
4.10 (c). A identificagdo dos picos assinalados nestas Figuras pode ser vista na
Tabela XXXII, XXXIII e XXXIV.

Tabela XXXII: Identificacdo dos picos assinalados na Figura 4.12

pico tR COmMposto PM férmula
1 50,48 ac. hexadecendico 256 Ci6H3407
2 55,92 hexadecanoato de metila 266 Ci7H350:
3 56,74 ac.octadecandico 284 C.gH330,
4 60,52 heptadecano 240 Ci7H36

5 63,32 octadecano 254 CigHsg

6 66,06 nonadecano 268 CigHao

7 68,61 eicosano 282 CyoHa

8 71,22 heneicosano 296 CyiHyg

9 73,52 docosano 310 CyHase
10 75,60 octadecanol 270 CygH330
11 75,97 tetracosano 338 Cy4Hsgg
12 77,87 eicosanol 298 CyoH420
13 78,11 pentacosano 352 CysHs2
14 80,12 docosanol 326 CyoHy60
15 80,49 heptacosano 380 Cy7Hsg
16 83,09 nonacosano 408 CyoHeo
17 86,33 triacontano 422 CzoHez
18 87,12 estigmasta-5-en-3-ol 414 Cy9Hs500

19 92,32 estigmasta-4-en-3-ona 412 CyoH4g0
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Figura 4.12: Cromatograma do ion total (TIC) para os extratos das flores de H.
tiliaceus L. obtidos com CO, supercritico em diferentes condi¢cées de temperatura
e pressdo. (a) P =100 atme T = 20 °C; (b) P =100 atm e T =40 °C; (c) P = 150
atme T=30°C; (d)P=200atme T=20°Ce (e) P=200atme T =40 °C;

Condi¢Bes cromatograficas descritas na Tabela XVII e identificagdo dos picos
assinalados de acordo com a Tabela XXXII
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Figura 4.13: Cromatograma do ion total (TIC) para os extratos das flores de H.
tiliaceus L. obtidos com CO, supercritico em diferentes condi¢cdes de temperatura
e pressao, e usando metanol como solvente modificador (3 mL): (a) P = 100 atm e
T=20°C; (b)P=100atme  T=40°C; (c) P=200atme T=20°C e (d) P =200
atme T =40 °C;

Condicdes cromatograficas descritas na Tabela XVII e identificacdo dos picos
assinalados de acordo com a Tabela XXXIII
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Figura 4.14: Cromatograma do ion total (TIC) para os extratos das flores de H.
tiliaceus L. obtidos com CO, supercritico nas condicbes mais drasticas de
extracdo (P = 200 bar e T = 40 °C), e usando diferentes solventes modificadores:
(a) hexano (6 mL); (b) acetato de etila (6 mL) e (c) metanol (6 mL);

Condi¢cbes cromatograficas descritas na Tabela XVII e identificacdo dos picos
assinalados de acordo com a Tabela XXXIV
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Tabela XXXIII: Identificacdo dos picos assinalados na Figura 4.13.

pico tR compostos PM  formula
1 50,07 A&c. pentadecendico 240 Ci5H250-
2 50,98 ac. hexadecenobico 256 Ci5H300-
3 56,48 A&c. hexadecanoico 256 Ci5H3.0,
4 57,12 A&c. octadecandico 284  Cy5H360,
5 66,36 docosano 310 CyH4e

6 68,90 hexacosano 366 CysHsa

7 71,51 tetracosano 338 CyHsg

8 73,82 pentacosano 352 CyHs

9 75,93 octadecanol 270 CysH30
10 76,27  heptacosano 380 Cy/Hse
11 78,17 eicosanol 298 CyH40
12 78,40 octacosano 394 CygHss
13 80,46 docosanol 326 CyH40
14 80,81 hentriacontano 437 CjziHea
15 87,82 estigmasta-5-en-3-ol 414  Cy9H5,0
16 93,12 estigmasta-4-en-3-ona 412 CyHss0

Tabela XXXIV: Identificacdo dos picos assinalados na Figura 4.14.

pico tR composto PM  férmula
1 47,40 hexadecanoato de metila 270 Ci7H340,
2 50,31 ac. pentadecandico 240 Ci5H250-
3 51,17 ac. hexadecendico 254  CyH300-
4 56,62 ac. hexadecanoico 256 CyH3,0,
5 57,34 ac. octadecandico 284  CygH3,0,
6 60,90 hexadecano 226 CygHaa

7 63,72 eicosano 282  CyoHaz

8 64,51 tetradecanol 212  Cy4H50
9 66,53 docosano 310 CaxoHgs
10 66,06 tricosano 324  CysHag
11 71,72 tetracosano 338 CyHsg
12 74,01 pentacosano 352 CusHso
13 76,19 octadecanol 270 CygH350
14 76,55 heptacosano 380 Cy/Hse
15 78,37 eicosanol 298 CyoH40O
16 78,61 octacosano 394  CygHss
17 80,75 docosanol 326 CxHa0
18 81,14 nonacosano 408 CyoHgo
19 83,52 tricosanol 340 Cy3Hus0O
20 83,82 triacontano 422  CyoHe2
21 86,05 estigmasta -5 —22-dien-3-ol 412  Cy9Has0O
22 87,27 pentatriacontano 493 CzsHy,
23 88,22 estigmasta-5-en-3-ol 414  CyoH50
24 89,40 pregn-4-eno-3,2-diona,15-hidroxi 330 Cy1H3005
25 93,81 estigmasta-4-en-3-ona 412  CyoHas0
26 102,48 estigmastano-3,6-diona 428  CyoHas0

Apresentacédo e Discusséo dos Resultados

102



103

A fim de melhor determinar a composicdo quantitativa destes extratos, e
avaliar a influéncia do processo de extragdo supercritica, 0s extratos, cujos
cromatogramas estdo na Figura 4.14, além do extrato com CO, puro na melhor
condicdo (melhor rendimento, 100 atm e 20 °C) foram cromatografados
novamente no modo SIM, monitorando-se os ions assinalados na Tabela XVIII e
comparando-se com solugdes padréo. Os fatores de resposta e dados sobre a
repetibilidade dos dados cromatogréaficos estdo apresentados na Tabela XXXV e
0s resultados quantitativos para estas amostras estdo apresentados na Tabela
XXXVI.

Com os dados obtidos da Tabela XXXV para os hidrocarbonetos saturados
analisados (de 18 a 24 atomos de carbono) pode-se estimar um valor de fator de
resposta relativo (FRR) (equacdo 2, parte experimental) médio para todos os
demais hidrocarbonetos saturados encontrados nos extratos (FRRuc), 0 qual foi

usado para quantificar estes compostos nas amostras reais.

FRRHC = 0,060

E interessante salientar que alguns compostos que ndo foram
detectados através da analise inicial por GC/MS no modo SCAN por estarem em
pequena concentracdo, puderam ser identificados por comparacao entre o tempo
de retencdo dos padrdes, quantificados pelo modo SIM, comprovando a maior

sensibilidade desta técnica.

Entre os compostos quantificados, salienta-se a presenca majoritaria
do palmitato de metila e estearato de metila, derivados de seus acidos, no extrato
obtido com metanol, enquanto a vitamina E s6 se fez presente no extrato obtido

com n- hexano.

Apresentacédo e Discusséo dos Resultados






Tabela XXXV: Célculo dos fatores de resposta e da repetibilidade para a andlise quantitativa dos extratos de SFE

composto conc. (mg/L) ions FRR1I FRR2 FRR3  FRR médio DP DP% LQ

(Daltons) (ug/g)

1 octadecano 62,10 71 0,0889 0,0851 0,0911 0,0884 3,04.10% 3,43 0,197

2 nonadecano 54,50 71 0,0804 0,0795 0,0885 0,0828 498.108 6,01 0,203

— | 3 eicosano 50,40 71 0,0700 0,0661 0,0749 0,0703 4,38.103% 6,24 0,209
‘§. 4 uneicosano 50,00 71 0,0556 0,0595 0,0686 0,0612 6,65.10° 10,9 0,192
3 | 5 docosano 53,50 71 0,0459 0,0423 0,0524 0,0469 512.10% 10,9 0,197
6 tricosano 41,30 71 0,0399 0,0372 0,0440 0,0403 3,43.10% 8,50 0,183

7 tetracosano 37,70 71 0,0310 0,0349 0,0390 0,0350 3,99.108 114 0,144

1 metil palmitato 56,60 74 8,71 5,80 6,44 6,98 1,2516 179 0,00849

2 fitol 118,80 81 3,39 2,68 2,42 2,83 4,11.10% 145 0,0846

« | 3 metil esterato 40,30 74 6,52 4,78 4,96 5,42 0,7797 14,4 0,0473
2 | 4 vitaminaE 134,00 165 0,524 0,452 0,459 0,478 3,21.103 6,73 0,0182
% 5 estigmasterol 100,00 55e81 0,472 0,445 0,420 0,446 2,08.10°% 4,68 0,0624
| 6 estigmastanol 148,00 56 e 81 0,239 0,246 0,189 0,225 255108 11,3 0,0241
7 acetato de estigmasterol 103,00 57e81 1,77 1,88 1,71 1,79 7,16.103% 4,00 0,0864

8 estigmastadienona 104,00 58e81 0,747 0,932 0,679 0,786 0,1066 13,6 0,0228

DP = desvio padrdo; DP% = desvio padréo percentual; LQ = 10 x conc. correspondente a area do ruido médio do branco) medida em relacéo a

massa de flores inicial.

OBS.: Os hidrocarbonetos de 25 a 34 atomos de carbono foram quantificados usando o FRR médio calculado a partir da Solucdo padréo 1. (FRRmedio = 0,060 € LDmedio = 0,189)
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Tabela XXXVI: Analise

uantitativa dos extratos obtidos por extracdo supercritica

composto CO, (100 atm 40 °C) n-hexano (200 atm 40 °C) acetato de etila (200 atm 40 °C) metanol (200 atm 40 °C)
CF (ug/q) DP% CF (ug/g) DP% CF (ug/q) DP% CF (ugl/q) DP%
octadecano 0,6283 4,38 0,5549 5,19 1,936 4,65 0,3748 6,73
nonadecano 0,9507 5,82 0,8797 6,21 2,356 7,07 0,5489 8,45
eicosano 4,485 6,05 9,732 7,58 14,41 6,19 5,751 10,7
heneicosano 3,547 4,29 4,088 6,65 15,41 4,89 10,72 2,28
docosano 3,777 8,73 7,937 6,72 5,782 5,55 8,322 2,00
tricosano 14,43 4,78 10,72 4,95 6,887 3,99 20,73 2,49
tetracosano 20,36 3,74 19,32 4,03 35,19 6,99 24,59 2,55
"3 | pentacosano 150,4 2,29 125,6 2,85 325,4 3,35 107,7 1,16
S | hexacosano 2600 2,32 24,19 2,72 59,41 345 19,12 0,813
@ |heptacosano 270,3 10,04 3447 5,70 594,3 2,31 212,6 6,5
octacosano 26,47 7,12 56,45 2,64 101,8 8,62 21,72 1,78
nonacosano 2453 1,76 467 4 9,99 719,4 9,45 270,3 10,0
triacontano 30,22 3,08 38,06 6,86 54,93 4,13 20,00 0,00
hentriacontano 85,34 12,1 245,0 2,13 385,8 1,16 182,8 3,63
dotriacontano 5,465 3,62 25,30 3,31 53,21 3,14 24,64 2,88
tritriacontano 20,14 15,8 55,79 2,87 1325 1,54 59,46 4,12
tetratriacontano 7,445 21,8 19,52 0,483 25,84 747 21,90 10,4
metil palmitato 0,03344 2,27 0,1806 2,18 0,05029 18,4 11,20 3,59
fitol ND ND ND ND ND ND ND ND
« | Metil esterato 0,02128 11,44 0,01113 2,52 0,02436 2,88 4,255 2,92
z§ vitamina E ND ND 0,4477 5,38 ND ND 0,08807 2,69
§ estigmasterol 0,06367 11,64 1,362 2,21 2,135 1,75 1,537 1,79
estigmastanol ND ND 3,635 2,99 1,853 2,67 ND ND
acetato de estigmasterol ND ND 0,1899 5,15 0,2781 3,41 0,09866 450
estigmastadienona 0,2740 11,7 1,637 2,52 2,889 2,59 0,9775 2,31
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As Figuras 4.15 e 4.16 apresentam na forma de graficos comparativos das
concentracdes das substancias encontradas nos diferentes extratos analisados e
representados na Tabela XXXVI. Percebe-se a presenca majoritaria de

hidrocarbonetos, em todos 0s extratos.

800—

700—
mCOo2 W Hexano

/7 O AcOEt H Metanol
600

500—

400—

300—

concentracdo em mg/kg

200—

100—

[ (e
0 T T T T T T T T T T T T T T T T 1
HC18  HC19 HC20 HC21  HC22 HC23 HC24 HC25 HC26 HC27  HC28 HC29 HC30 HC31  HC32  HC33  HC34

compostos identificados

Figura 4.15: Distribuicdo quantitativa dos hidrocarbonetos saturados de 18 a 34
atomos de carbono nos extratos obtidos por SFE
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Figura 4.16: Distribuicdo quantitativa dos ésteres metilicos, vitamina E e
derivados do estigmasterol nos extratos obtidos com SFE

4.2.3 Extracdo com liquido pressurizado ( PLE)

4.2.3.1 Estudo de alguns parametros que influem no processo de PLE

Comecou-se o estudo sobre o emprego do equipamento - ASE (extracao
acelerada com solventes) como méetodo de extracdo para produtos naturais pela
analise dos provaveis fatores que poderiam influenciar o processo de extracao,
uma vez que nao existem antecedentes. Dentre os fatores influenciadores,

selecionaram-se:
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a) tempo de extracao; (X1)

b) guantidade de amostra; (Xz)
C) temperatura de extracao; (Xs)
d) namero de ciclos. (X4)

A polaridade do solvente extrator nao foi considerada como uma variavel,
uma vez que, conforme a analise dos procedimentos extratores estudados nos
capitulos anteriores, os produtos extraidos por solventes distintos tém composicao
distinta. Desta forma, o planejamento experimental foi repetido para cada um dos

solventes estudados (n-hexano, acetato de etila e metanol).

Para estudar a influéncia dos destes fatores, aplicou-se um modelo de
experimento 2**, para o qual foram selecionados dois niveis extremos para cada

variavel e se considerou como variavel resposta, o rendimento (%) da extracao.

Ao processar os resultados e discriminar os coeficientes significativos,

foram obtidas as seguintes equacdes com as variaveis codificadas:

para n-hexano como solvente extrator

y(hex)% = ap + ay X1+ axXz + azXs + agXy + asX1 X3

y(hex)% = 1,53 + 0,131X; - 0,174X;, + 0,269X3 — 0,271X4 + 0,129X: X3
para acetato de etila como solvente extrator

y(acet)% = ap + a1 Xz + axX1 Xz + azX1 X3 + azX1X4

y(acet)% = 1,79 + 0,616X3 — 0,401X;1 X, + 0,466X; X3 + 0,296X;X4
para metanol como solvente extrator

y(met)% = apt+ aiX; + axXy + azgXz + agXs + asX1 X3

y(met)% = 12,67 - 1,543X1 — 1,782X, + 4,675X3 + 2,260X, - 1,507X1X3
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A anélise da equacdo obtida para o modelo 2** permite observar que,
quando a extracdo é realizada com o0 solvente n-hexano, as variaveis Xj
(temperatura) e X; (tempo) apresentam coeficientes positivos (+0,269 e +0,131,
respectivamente), significando que um aumento nestas varidveis implica em

aumento no rendimento global do processo.

As variaveis X, (massa) e X; (numero de ciclos) apresentaram
coeficientes negativos (-0,174 e -0,271, respectivamente), sendo o médulo do
coeficiente para a varidvel numero de ciclos um pouco mais elevado. A interacao
entre X; X3 apresentou valor positivo (+ 0,129), confirmando a maior influéncia destes
fatores sobre o aumento no rendimento. Portanto, aumentando a temperatura e o

tempo de extracdo ha um aumento do rendimento.

Quando o solvente utilizado para a extracéo foi o acetato de etila para o
modelo 2**, os resultados apresentaram-se um pouco diferentes dos encontrados
com n-hexano. As variaveis X; (tempo), X, (massa de amostra) e X, (nUumero de
ciclos) ndo apresentaram coeficientes significativos, sendo por esta razéo,
desconsideradas na equacdo global para o processo. A variavel temperatura
apresentou o maior coeficiente isolado (0,616), significando ter maior efeito sobre o
rendimento. Apesar do tempo de extracdo (X;) ndo apresentar efeito isolado
significativo, as combinagbes X;X; (-0,401), X;X3 (+0,466) e X;Xs (+0,296) tém
alguma influéncia sobre o processo. A primeira influencia negativamente, enquanto
as outras duas tém forte influéncia positiva. Isto significa que para um maior tempo
de extracdo, a temperatura e o niamero de ciclos devem ser maiores para que 0

rendimento aumente, enquanto a massa de amostra deve ser menor.

Quando o solvente utilizado para a extracdo foi metanol, 0 modelo 2**
apresentou semelhancas significativas com o hexano pois todas as variaveis influem
de forma individual sobre o rendimento do processo e a unica interacao significante

ocorre entre o tempo e a temperatura de extracao.

A variavel Xs (temperatura) apresentou o maior valor de coeficiente (+
4,675) sendo este o fator de maior relevancia. De forma semelhante a variavel X,

(numero de ciclos) apresentou coeficiente positivo e bastante significativo (+2,26).
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As variaveis X; (tempo) e X, (massa) influem também de forma

significativa no processo, porém negativamente (-1,543 e -1,782) indicando que para

maiores rendimentos € necessario trabalhar com menores tempos de extragdo e

menores quantidades de amostra.

Desta forma, com uma temperatura mais elevada, maior namero de

ciclos, menor tempo de extracdo e a uma menor quantidade de massa, o rendimento

do processo PLE é maior, se o0 metanol for usado como solvente extrator. Os

resultados experimentais e tedéricos (baseado no modelo proposto) para esta andlise

estdo apresentados na Tabela XXXVII. Na Figura 4.17 tem-se uma comparacao

gréfica entre os rendimentos tedricos e praticos obtidos neste modelo.

Tabela XXXVII: Estudo da influéncia dos fatores que interferem o processo de
extracdo pelo método PLE estudados aplicando-se um modelo de experimento 2**

rendimento (%)

variaveis n-hexano acet.etila metanol
exp. Xi(min) Xz(g) Xs3(°C) Xy(ciclo) exp. teor. exp. teor. exp. teor.
1 -1 10 -1 1 -1 50 -1 1 1,74 1,70 1,59 154 7,17 7,55
2 +1 20 -1 1 -1 50 +1 3 1,18 1,17 1,33 1,41 10,04 12,00
3 -1 10 41 3 -1 50 +1 3 0,82 0,81 1,81 1,74 7,89 8,51
4 +1 20 +1 3 -1 50 -1 1 1,39 1,36 0,44 0,01 4,88 3,92
5 -1 10 -1 1 +1 100 +1 3 1,47 1,44 1,05 1,24 25,40 24,44
6 +#1 20 -1 1 +1 100 -1 1 1,47 2,50 1,96 2,98 18,37 13,82
7 -1 10 41 3 +1 100 -1 1 2,51 1,64 3,15 2,64 13,20 16,35
8 +1 20 +1 3 +1 100 +1 3 1,65 1,61 2,95 2,77 14,39 14,77

rendimento médio 1,53 1,53 1,79 1,79 12,67 12,67

X1 = tempo de extracdo; X, = quantidade de amostra; X; = temperatura de extracdo; X4 = nimero de ciclos

Hex = hexano; AcEt = acetato de etila e MeOH = metanol
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Figura 4.17: Comparacdo grafica entre os resultados experimentais e teoricos para
o planejamento fatorial 2** (a) n-hexano; (b) acetato de etila e (c) metanol
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Pela andlise da Figura 4.17, pode-se observar para o extrato com n-hexano
(Fig. 4.17 a) que os resultados pratico e tedrico se confundem, variando entre 0,5 e
2 % em massa, com exce¢do da amostra 6, onde foi obtido um rendimento em
massa experimental (%), inferior ao esperado teoricamente e no experimento 7,
onde o resultado encontrado foi superior ao tedrico. A condicdo experimental com
maior rendimento foi o experimento 7, entretanto, teoricamente, o experimento 6 tem

maior rendimento.

Nas amostras extraidas com acetato de etila (Fig. 4.17 b), a variacdo dos
resultados experimentais ficou entre 0,44 e 3,15 %. Os resultados pratico e tedrico
dos experimentos 1, 3 e 8 se confundem novamente, 0 mesmo nao acontecendo
nos experimentos 2, 4, 5, e 7 onde os valores % se encontram bastante proximos.
Percebe-se, entretanto, no experimento 6 um resultado experimental bastante
inferior ao esperado teoricamente. A condicdo experimental com maior rendimento
foi também o experimento 7, sendo que o experimento 6 apresentou maior

rendimento tedrico.

No extrato metandlico (Fig. 4.17 c), o rendimento foi bastante superior,
variando de 0,5 a 28 % em massa. Para este extrato, os valores tedrico e pratico do
experimento 1, 3 e 8 se confundem; os experimentos 2, 4, 5 e 7 apresentam valores
muito proximos e o0 experimento 6 apresentou um rendimento superior ao esperado
teoricamente. A condicdo experimental com maior rendimento foi o experimento 5,

sendo este também o maior valor de rendimento teérico.

Tendo em vista estes resultados e com o0 objetivo de analisar com mais
detalhes o comportamento do método de extracéo, aplicou-se um modelo fatorial 2°
para todos os solventes estudados. Consideraram-se como variaveis a massa (X,), a
temperatura (X3) e o numero de ciclos (X;), mantendo constante o tempo de
extracdo (10 minutos). Cada variavel foi analisada em trés niveis, estabelecendo-se
também como variavel resposta a porcentagem de rendimento em massa para a

extracao.

Ao processar os resultados e discriminar os coeficientes significativos para o

planejamento 23, foram obtidas as seguintes equacdes com as variaveis codificadas:
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para n-hexano como solvente extrator:

y(hex)% = ap + a1 Xz + axX3 + azXy +asXoX3Xy

y(hex)% = 1,28 - 0,076 X, + 0,246 X3 + 0,069 X4 + 0,056X2X3X4
para acetato de etila como solvente extrator:

y(acet)% =ap + a1 X3z + ax X4 + azXoXs + agXoXy

y(acet)% = 1,84 - 0,241X3 - 0,521 X4 - 0,294 X,X3 + 0,411 XoX4
para metanol como solvente extrator:

y(met)% =ap + a1 Xy + axXy + azXoXs + agXsXyq + asXoXy

y(met)% =10,77 - 0,974X, + 2,094X, - 0,964 X2X3 + 1,029 X3X4 + 0,426X2X4

Os resultados para n-hexano e acetato de etila confirmaram os encontrados
para o modelo anterior, ndo apresentando valores que apresentassem efeitos
significativos. Para o modelo experimental 23, realizado com o solvente metanol, os
valores em modulo encontrados para X, (massa de amostra) e X4 (niumero de ciclos)
foram elevados (-0,974 e +2,094, respectivamente) e bastante significativos,
indicando que para maior numero de ciclos e menor massa de flores o modelo
mostra uma tendéncia de maior rendimento percentual. Das interacdes entre 0s
efeitos, apenas o coeficiente de X3X,4 (+1,029) apresentou valor bastante significativo
indicando que, apesar do efeito da temperatura (X3) ser desprezivel isoladamente,
um aumento desta variavel associado a um aumento no numero de ciclos produz
maior rendimento. Os resultados de rendimento teorico e experimental para o
modelo 22 podem ser melhor observados na Tabela XXXVIIl e na Figura 4.18.

Quando o planejamento estatistico utilizado foi 2°, para o extrato com n-
hexano (Fig. 4.18 a), os valores tedricos calculados e os valores praticos
encontrados sdo praticamente os mesmos. A variacdo do rendimento em massa (%)
foi neste extrato de 0,8 a 1,7 % aproximadamente. O maior valor de rendimento

experimental e tedrico foi obtido tanto no experimento 7 como no experimento 8.
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Tabela XXXVIII: Estudo da influéncia dos fatores que interferem no processo de
extracéo PLE estudados aplicando-se um modelo de experimento 2°

rendimento (%)

fatores n-hexano acetato etila metanol
exper. massa (g) T(°C) ciclos exp. teor. exp. teor. exp. teor.
-1 (1) -1(50) -1(1) 1,04 0,99 2,77 2,71 9,72 10,15

+1(3)  -1(50) -1(1) 0,95 0,95 2,27 248 950 9,27
-1(1) +1(100) -1(1) 1,55 1,59 2,95 2,82 10,44 10,02
+1(3)  +1(100) -1(1) 1,31 1,33 1,43 141 506 5,29
-1(1) 1(50)  +1(3) 1,22 1,24 0,98 0,85 11,65 11,42
+1(3)  -1(50) +1(3) 0,93 0,97 2,28 226 11,83 1226
-1(1) +1(100) +1(3) 1,62 1,62 1,01 0,95 1518 1541

o N o o b~ W N P

+1(3)  +1(100) +1(3) 1,63 1,58 0,98 1,19 12,81 12,39

rendimento médio (%) 1,28 1,28 1,84 1,84 10,77 10,77

O extrato com acetato de etila, apresentou as mesmas caracteristicas da
anterior em valores tedricos e praticos, entretanto o rendimento apresentou uma
variacdo entre 0,5 e 3,2 % em massa. O maior valor de rendimento experimental e
tedrico foi obtido para o experimento 3.

Quando observa-se o0 extrato metandlico, o rendimento em massa varia de 4
a 16 %, e novamente se percebe uma aproximacdo bastante grande entre os
valores teoricos e praticos. O maior valor de rendimento experimental e tedrico foi

obtido para o experimento 7.

Com o objetivo de se conseguir uma definicdo mais clara da otimizacao das
varidveis estudadas no processo de extracdo com liquido pressurizado, aplicou-se
um novo modelo estatistico, de superficie de resposta, mantendo-se fixo o tempo de
extracdo (10 minutos) e a massa de amostra (1 g). As variaveis estudadas foram a
temperatura (X3) e o numero de ciclos (X4). Neste caso trabalhou-se com um ponto

médio, ou seja, com as variaveis no valor “zero”, escolhendo-se para este nivel
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valores intermediarios entre os aplicados (-1 e +1). Os resultados experimentais para

este modelo sdo apresentados na Tabela XXXIX.
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Figura 4.18: Comparacdo grafica entre os resultados experimentais e teodricos para
o planejamento fatorial 2° (a) n-hexano; (b) acetato de etila e (c) metanol
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Tabela XXXIX: Estudo da influéncia das variaveis aplicando-se um modelo de

superficie de resposta

rendimento (seco%)

fatores n-hexano acetato etila metanol

exp. T(°C) ciclos exp. teor. exp. teor. exp. teor.
1 -1(50) -1 (1) 1,73 169 1,19 1,28 1150 11,91
2 +1(100) -1 (1) 1,60 1,56 1,73 1,63 14,90 15,31
3 -1 (50) +1 (3) 3,63 3,59 1,01 1,11 9,31 8,90
4 +1 (100) +1 (3) 1,78 1,74 0,85 0,75 18,72 18,31
5 0(75) 0(2) 1,61 2,15 1,48 1,69 10,94 15,62
6 0(75) 0(2) 2,32 2,15 2,04 1,69 12,96 15,62
7 0(75) 0(2) 2,05 2,15 1,54 1,69 23,03 15,62

Rendimento médio 2,10 2,15 1,41 1,36 14,48 14,47

Os graficos obtidos para o modelo de superficie de resposta, para 0s

solventes usados, estdo mostrados na Figura 4.19 onde se observa que, para o

metanol e acetato de etila ha uma tendéncia de aumento de rendimento com o

aumento da temperatura. Entretanto para hexano o melhor rendimento ocorreu na

menor temperatura (50 °C).

Com base nestes resultados construiu-se um novo modelo de superficie

de resposta — deslocamento, mantendo fixo a massa ( 1g ), o tempo em 10 minutos,

o niimero de ciclos em 2, e variando a temperatura de 75, 85 e 95 °C. O mesmo

experimento foi repetido mantendo-se a massa fixa em 3 g, com 0 mesmo ndmero

de ciclos e mesmas temperaturas, como pode ser visto na Tabela XL.
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Tabel XL: Estudo da influéncia das variaveis aplicando-se um modelo de superficie

de resposta — deslocamento.

fatores solvente
metanol
experimento massa (g ) T (°C) Remdimento seco (%)

1 1 75 16,94
2 1 85 16,47
3 1 95 18,30
4 3 75 12,49
5 3 85 16,81
6 3 95 20,66

A andlise destes resultados nos permite concluir que o melhor rendimento em

massa de extrato é obtido usando metanol

como solvente extrator a uma

temperatura de 75 °C, com 2 ciclos de extracdo de 10 minutos cada e 1 g de

amostra.
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Figura 4.19: Comparacdo grafica entre os resultados experimentais e teoricos para
o planejamento fatorial com o modelo de superficie de resposta, (a) n-hexano; (b)
acetato de etila e (c) metanol
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4.2.3.2 Estudo cromatografico dos extratos obtidos por PLE

A Figura 4.20 apresenta os cromatogramas do ion total para os extratos
obtidos aplicando-se o modelo da superficie de resposta, na melhor condicdo
experimental para cada solvente, utilizando os trés solventes extratores (n-hexano,
acetato de etila e metanol). A Tabela XLI apresenta os compostos identificados nos

trés cromatogramas.

11

12

Ll

(b) 18 2

intensidade do ainal cromatogratico

20

(c)

16

21

15 149

tempo de retencdo (min.)

Figura 4.20: Cromatogramas do ion total para os extratos obtidos aplicando-se o
modelo da superficie de resposta, utilizando como solvente extrator n-hexano (A),
acetato de etila (B) e metanol (C). Condi¢des cromatogréaficas descritas na Tabela
XVII e identificac&o dos picos assinalados de acordo com a Tabela XL.
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Tabela XLI: Identificacdo dos picos assinalados na Figura 4.20

pico tR nome PM  férmula
1 48,44 hexadecanoato de metila 270 Ci17H340;
2 50,44 ac. hexadecanoico 256 Ci6H3,0,
3 56,07 octadecanol 270 CigH380
4 56,26 ac. octadecadiendico 280 CigH3,0,
5 65,73 pentacosanol 368 Cu5Hs5,0
6 65,87 pentacosano 352 CysHs2
7 68,32 hexacosano 366 CosHsa
8 70,91 heptacosano 370 Cy7Hsg
9 73,25 octacosanol 410 CygHsgO
10 75,29 octacosano 394 CygHsg
11 75,69 nonacosanol 424 Cy9HgoO
12 75,83 nonacosano 408 CogHeo
13 77,63 hentriacontanol 452 C31HesO
14 77,87 hentriacontano 436 Cj31Hes
15 79,82 dotriacontanol 466 C3yHgeO
16 80,20 dotriacontano 450 Cj3oHes
17 83,58 estigmasta-5-24(28)dien-3-o0l 412 Cy9H4s0
18 84,77 estigmasta-5-22-dien-3-ol 412 Cy9H450
19 86,89 estigmasta-5-en-3-ol 414 Cy9Hs500
20 87,41 estigmasta-4-22-dien-3-ona 410 Cy9H460
21 89,37 estigmasta-7-16-dien-3-ol 412 Cy9H4s0
22 92,13 estigmasta-4-en-3-ona 412 Cy9Hsg0

Percebe-se pela andlise conjunta dos cromatogramas que quando se utilizou
0 n-hexano e o metanol como solventes extratores, os compostos identificados
foram bastante semelhantes em termos qualitativos. Quando o solvente extrator foi 0
acetato de etila, observa-se que para substancias com menores tempos de retencao
(mais volateis) o poder de extragdo do solvente ndo se mostrou eficiente, entretanto,
a um tempo de retencdo mais elevado, os compostos extraidos foram os mesmos

dos demais solventes utilizados.

Os extratos obtidos nas melhores condicdes de cada etapa do planejamento
estatistico foram avaliados quantitativamente pelo método de padronizacéo interno
(Lancas, 1993) em trés etapas. Na primeira etapa avaliaram-se os hidrocarbonetos
(usando uma solucdo padrao chamada de solugéo 1); na segunda etapa avaliaram-

se os fitosterdis e a vitamina E (solucéo 2) e na terceira etapa, os ésteres metilicos
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dos acidos carboxilicos (solugdo 3). Em todas as solu¢des usou-se o perileno como

padrao interno.

A Tabela XLII apresenta os fatores de resposta relativos calculados para

cada padrdo a partir das respectivas solu¢gbes padrédo utilizadas, além do desvio

padrédo para cada valor, determinado em triplicata.

Tabela XLII: Calculo dos fatores de resposta e da repetibilidade da analise

quantitativa
LQ Cisp
(ng/g) (ugmg

composto L) FRRL FRR2 FRR3 FRR4 MEDIA DVP DVP%
octadecano 0197 159,75 0556 0463 0488 0437 048 00511 105
nonadecano 0203 133,75 0543 0446 0471 0426 0472 00513 109
£ |eicosano 0209 127,00 0517 0442 0447 0427 0458 00400 8,73
§ eneicosano 0192 126,25 0543 0488 0481 0481 0498 00299 6,01
@ | docosano 0197 130,00 0513 0479 0472 0480 0486 00186 3,82
tricosano 0183 1500 0543 0516 0505 0528 0523 00162 3,10
tetracosano 0144 4750 0690 0639 0661 0667 0664 00211 317
fitol 00846 11,80 109 1,15 115 ----- 1,13 00327 289
vitamina E 00182 13400 0525 0541 0515 ----- 0527 00130 2,47
ES estigmasterol 0,0624 100,00 00146 00154 00160 ----- 00153 7,42.10°8 4,84
% estigmastanol 0,0241 148,00 4,43.10° 3,18.10% 4,29.10% ----- 3,97.10° 6,81.10¢ 17,2
theléantf;gtirol 00864 10300 120 112 1,00 ----- 111 00977 882
estigmastadienona  0,0228 104,00 0456 0408 0394 ----- 0419 00326 7,76
palmitato de etila 00849 11320 995 132 107 112 113 141 125
estearato de metila 00,0473 18400 1,83 235 191 198 202 0230 114
% linoleato de metila ~ 0,0108 18000 800 103 832 871 88 103 116
S |araquidatode metla 00219 15000 398 510 409 429 436 0507 116
docosanoato de metila 0,0686 183,60 1,24 157 144 132 139 0142 102
lignocerato de metila 00181 17600 491 603 48 530 527 0543 103

(*) FRR = 0,510 para os HC acima de 24 atomos de carbono, calculado pela média dos FRR dos

demais hidrocarbonetos
DP = desvio padrdo; DP% = desvio padrdo percentual; LQ = 10 x conc. correspondente a area do
ruido médio do branco); Cisp = concentracdo na solucéo padrdo mg L1
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A Tabela XLIIl mostra os valores de concentracdo dos hidrocarbonetos, em

relacdo a massa de flores usadas em cada extrato, nas condicfes otimizadas de

cada etapa (planejamentos 2**, 2% e SR), para os trés solventes estudados.

Tabela XLIII: Analise quantitativa dos extratos obtidos por extracdo com liquido
pressurizado, usando n-hexano nas condi¢des otimizadas para cada planejamento
experimental aplicado (2**, 2° e superficie de resposta)

planejamento experimental

composto 241 2° SR

Cf (ug/g) dvp% Cf(ug/g) dvp % Cf(ug/g) dvp %

octadecano 17,96 9,98 3,487 7,66 1,871 5,06
nonadecano ND ND 0,3877 9,66 1,653 19,99
eicosano ND ND 0,4748 14,15 13,20 5,64
eneicosano ND ND 3,668 6,90 6,178 29,79
docosano 14,50 16,92 0,3750 7,52 4,276 37,84
tricosano 22,05 12,97 4,450 10,27 8,021 29,55

— | tetracosano 12,61 15,31 5534 15,77 12,27 32,05
@ pentacosano 161,7 2,14 114,3 3,56 314,9 24,05
% hexacosano 30,19 6,06 30,43 12,42 61,64 20,58
? | heptacosano 362,0 1,57 327,7 1,77 543,9 16,25
octacosano 50,58 7,12 48,94 4,93 98,03 13,91
nonacosano 460,2 2,16 348,0 15,95 683,6 10,09
triacontano 28,82 3,11 33,02 18,07 53,68 16,17
hentriacontano 221,8 4,50 161,9 2,97 285,3 3,55
dotriacontano 12,06 11,41 14,58 32,05 25,74 21,18
tritriacontano 76,85 6,97 37,97 15,36 93,02 3,91
fitol 0,9593 15,94 0,4043 19,16 36,16 8,47

o | vitamina E 8,076 15,23 3,240 10,42 14,93 14,43
% estigmasterol 1177 12,38 161,7 11,45 258,4 18,43
% estigmastanol 370,5 18,13 390,2 8,55 628,9 15,15
? | acetato de estigmasterol 7,730 12,11 12,37 19,33 12,65 15,99
estigmastadienona 16,88 14,61 4754 11,84 10,74 14,96
palmitato de metila 23,37 4,18 0,5021 3,95 1,507 6,18

o | estearato de metila 171,7 10,20 ND ND ND ND
@ linoleato de metila 59,98 21,21 0,8156 5,08 1,927 15,38
% araquidato de metila 421,3 3,70 0,6343 11,39 2,240 13,75
| docosanoato de metila 1,182 2,94 ND ND 83,79 4,09
lignocerato de metila 54,17 3,40 43,07 1,94 203,9 9,34

Apresentacédo e Discussao dos Resultados



123

Tabela XLIV: Analise quantitativa dos extratos obtidos por extracdo com liquido

pressurizado,

planejamento experimental aplicado (2**, 2° e superficie de resposta)

usando acetato de etila nas condicbes otimizadas para cada

planejamento experimental

composto 241 23 SR

Cf (ug/g) dvp % Cf (ug/g) dvp % Cf (ug/g) dvp%

octadecano 0,6297 2,47 1,505 17,3 ND ND
nonadecano ND ND 0,9531 8,94 ND ND
eicosano 4,277 1,98 09064 259 ND ND
eneicosano 1,249 0,47 5560 28,9 ND ND
docosano ND ND 0,6514 214 ND ND
tricosano 1,996 0,65 7,148 13,0 0,4626 5,60

4 tetracosano 2,959 3,71 10,15 34,5 0,6074 11,8
Q | pentacosano 83,94 291 2856 231 10,09 20,0
:g)" hexacosano 18,50 13,5 59,51 11,6 1,965 31,8
@ | heptacosano 156,7 1,10 5453 14,3 17,68 21,4
octacosano 28,89 1,03 120,3 38,5 2,845 8,12
nonacosano 208,6 4,41 669,8 13,9 14,62 14,3
triacontano 16,89 2,55 62,97 15,0 1,322 10,5
hentriacontano 93,62 3,76 373,4 3,76 4,857 15,4
dotriacontano 7,613 3,11 32,99 14,7 1,349 131
tritriacontano 30,60 6,26 1049 159 1,224 4,03

fitol 0,3587 7,16 0,2268 17,2 1,327 10,2

N vitamina E 9,479 4,84 0,4177 12,4 28,71 10,2
Q | estigmasterol 18,51 145 3065 3,25 ND ND
% estigmastanol 965,3 6,02 107,4 17,8 740,8 8,80
“ |acetato de estigmasterol| 0,7612 14,3 5,492 10,6 ND ND
estigmastadienona 0,4991 11,5 0,6044 16,5 16,96 14,8
palmitato de metila 0,3344 129 1,474 6,80 633,7 6,95

o estearato de metila ND ND ND ND 5722 9,19
2 |linoleato de metila ND ND 2,343 8,82 2049 8,96
ig’" araquidato de metila ND ND 2405 950 2175 7,87
“ | docosanoato de metila ND ND ND ND 7946 4,82
lignocerato de metila 50,16 5,67 1,485 8,69 9453 8,66
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Tabela XLV: Andlise quantitativa dos extratos obtidos por extracdo com liquido
pressurizado, usando metanol nas condi¢cdes otimizadas para cada planejamento
experimental aplicado (2**, 2° e superficie de resposta)

planejamento experimental

composto 2+ 23 SR
Cf (ug/g) dvp % Cf(ug/g) dvp % Cf(ug/g) dvp %
octadecano 1,272 24,6 ND ND 05979 14,7
nonadecano ND ND ND ND 0,2883 0,04
eicosano ND ND ND ND 0,1846 0,06
eneicosano ND ND ND ND 20,01 104
docosano ND ND ND ND 0,2274 0,05
tricosano ND ND 6,741 2,07 6,164 13,8
4 tetracosano ND ND 9,643 17,5 5946 4,02
S | pentacosano 42,92 14,6 173,8 13,8 149,7 14,5
% hexacosano 8,015 22,7 2798 30,6 30,57 12,7
| heptacosano 81,43 13,8 226,1 6,39 347,3 11,0
octacosano 19,73 16,5 4549 28,5 4541 14,7
nonacosano 87,38 7,49 236,8 6,99 383,6 2,7
triacontano ND ND 26,74 204 21,68 2,11
hentriacontano 43,18 3,49 84,51 14,0 208,8 2,39
dotriacontano ND ND ND ND 10,83 8,77
tritriacontano ND ND ND ND 10,98 13,3
fitol 7,761 11,2 0,5235 3,62 2,528 12,6
~ vitamina E 0,9975 154 5953 7,19 10,8828 21,3
Q | estigmasterol 1,880 15,9 5,738 12,3 16,40 5,07
%’" estigmastanol 1410 7,68 1825 12,0 4022 6,71
“ |acetato de estigmasterol 10,48 12,3 6,726 6,41 2296 7,39
estigmastadienona ND ND 14,12 10,0 0,2682 18,0
palmitato de metila 2489 12,0 26,38 18,3 78,41 13,6
o estearato de metila 18428 8,94 17,53 16,1 70,57 119
S |linoleato de metila 507,5 7,57 8,989 21,0 33,14 141
%’" araquidato de metila 2662 6,13 22,18 168 72,14 17,7
“ | docosanoato de metila 8360 4,18 0,08632 22,6 19,18 7,99
lignocerato de metila 309,9 5,62 286,30 14,6 1545 4,36
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Os dados apresentados nestas Tabelas podem ser melhor visualizados nas
Figuras 4.21, 4.22, 4.23 e 4.24. A Figura 4.21 apresenta os resultados quantitativos
para os hidrocarbonetos nos extratos, a partir do tricosano, pois os hidrocarbonetos

com menor nimero de atomos de carbono foram encontrados em quantidades muito

pequenas.
800 O Hex241 @ Hex23
O HexSR m AE241
B AE23 @O AESR
o 6004 B Me241 O Me23
~
© = MeSR
N—r
E 400+ p
=
o)
Q
c
o
O 200
O T T T \- T T T T T T 1
HC23 HC24 HC25 HC26 HC27 HC28 HC29 HC30 HC31 HC32 HC33
hidrocarbonetos quantificados

Figura 4.21: Resultados para a analise quantitativa de hidrocarbonetos saturados

nos extratos obtidos por PLE das flores de H. tiliaceus
Legenda:Hex = n-hexano; AE = acetato de etila; Me = metanol; 241 = planejamento experimental 2**;
23 = planejamento experimental 2°; SR = superficie de resposta

Observou-se que o hidrocarboneto com 29 atomos de carbono foi o
componente majoritario entre os hidrocarbonetos quantificados, seguido dos
hidrocarbonetos com 27 e 31 atomos de carbono. Os hidrocarbonetos impares foram
mais abundantes que os pares, confirmando outros relatos de quantificagdo de
hidrocarbonetos em plantas (Srivastava, 1976). Para os extratos obtidos com n-
hexano e metanol, a quantificacdo permitiu observar a otimizacdo das variaveis
envolvidas no processo de extracdo, apresentando um aumento da quantidade dos
analitos a cada etapa do planejamento estatistico. Entretanto, percebe-se a melhor
performance do hexano como solvente extrator para a extragdo dos hidrocarbonetos

estudados.

A Figura 4.21 apresenta os resultados quantitativos para a vitamina E e o fitol

nos extratos analisados. N&o foi possivel avaliar a otimizacdo das variaveis em
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funcao da quantificacdo do fitol e da vitamina E. Contudo, nos extratos obtidos pela
SR com n-hexano e acetato de etila foram encontradas, respectivamente, as

maiores concentracdes destas espécies.
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Hex241 AE241 Me241 Hex23 AE23 Me23 HexSR AESR MeSR
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Figura 4.22: Resultados para a analise quantitativa de vitamina E e fitol nos extratos
obtidos por PLE das flores de H. tiliaceus

A Figura 4.23 apresenta os resultados quantitativos para os fitosterois nos
extratos analisados. Percebe-se um aumento significativo na concentracdo do
estigmastanol conforme o aumento da polaridade do solvente. A maior concentracao
deste composto foi obtida com metanol no extrato obtido pela SR. Isto confirma que
para este solvente houve uma otimizacdo satisfatéria, atingindo, a cada etapa do
planejamento estatistico, maiores concentra¢cdes do analito. Os extratos obtidos com
n-hexano apresentaram comportamento semelhante aos obtidos com metanol
quanto a otimizacdo satisfatoria. Porém, apresentou menores concentragdes de

estigmastanol.

O estigmasterol foi encontrado em maior concentracdo no extrato de n-
hexano. Na condi¢cdo otimizada para o solvente acetato de etila (SR) foi possivel
observar a maior concentracdo da estigmastadienona entre os extratos do mesmo

solvente, entretanto, para o solvente n-hexano o resultado obtido foi equivalente.

A Figura 4.24 apresenta os resultados quantitativos para os ésteres metilicos

nos extratos analisados.
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Figura 4.23: Resultados para a andlise quantitativa dos fitosteréis nos extratos

obtidos por PLE das flores de H. tiliaceus
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Figura 4.24: Resultados para a analise quantitativa dos ésteres metilicos nos

extratos obtidos por PLE das flores de H. tiliaceus
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Os ésteres metilicos dos acidos palmitico (hexadecanoico) e estearico

(octadecandico) foram majoritarios em todas as amostras.

Todos os resultados quantitativos encontrados confirmaram a analise
guantitativa feita para os extratos obtidos com SFE, conforme pode ser visto através
da comparacédo das Figuras 4.15 e 4.16, e da Tabela XXXVI com os dados aqui

apresentados.
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43 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS - 32 PARTE:
COMPARACAO ENTRE METODOS DE EXTRACAO

Considerando-se os resultados obtidos no capitulo anterior, e com o objetivo
de comparar a eficacia do SFE e PLE frente a outros métodos de extracao, realizou-
se um estudo comparativo destes métodos em relacdo a métodos convencionais —
tais como maceracéao e extracao por Soxhlet — e ndo convencionais, como extracao
por ultra-som.

4.3.1 Comparacdo entre os rendimentos percentuais em massa

Efetuaram-se extracfes sucessivas do material vegetal — por Soxhlet,
maceracdo e ultra-som — com aumento de polaridade do solvente, visando
conhecer a capacidade extrativa destes solventes (n-hexano, acetato de etila e
metanol) para os diferentes métodos. Empregaram-se tempos de 40 horas na
extracdo por Soxhlet, para conseguir o esgotamento do material vegetal, 140
minutos na extracdo por ultra-som, e de oito dias na maceracao, ja que para esta
recomenda-se um tempo entre dois e quatorze dias.

Nas extracbes realizadas com SFE, com CO; puro e com solventes
modificadores (n-hexano, acetato de etila e metanol) o tempo empregado foi de 20
minutos. J& na extracdo por PLE, os solventes extratores foram os mesmos
utilizados para as extracdes anteriores, e o tempo de extracdo foi de 75 minutos. A
Tabela XLVI apresenta os resultados desse estudo comparativo.
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Tabela XLVI: Resultados da comparacdo de rendimento (% de massa) dos
procedimentos de extracao aplicados as flores de H. tiliaceus

Rendimento em massa (%)

solvente Soxhlet maceracdo ultra-som SFE PLE
(40 h) (8 dias) (240 min) (20 min) (75 min)
CO, --- --- --- 0,78
n-hexano 10,26 3,67 4,53 *) 1,27 2,15
acetato de etila 17,54 1,20 7,80 (*) 1,50 2,04
metanol 5,67 3,67 12,82 (*) 2,05 18,31

(*) rendimentos para extracdes com CO,, adicionando cada um dos solventes indicados

Nesta Tabela observa-se que, para o método de extracdo por Soxhlet, os
solventes com maior poder extrativo foram o acetato de etila (17,54%) e o n-hexano
(10,26%). Quando o0 processo de extracdo ocorreu por maceracdo, 0S menores
percentuais de rendimento foram obtidos quando se empregou como solvente o
acetato de etila (1,20%), alcancando-se percentual idéntico (3,67%) para o metanol

e n-hexano.

Os rendimentos percentuais para o método de ultra-som, com um tempo de
extracdo de 140 minutos, foram superiores com o metanol (12,82%), seguido do
acetato de etila (7,80%), sendo baixo (4,53%) quando se emprega 0 n-hexano como
solvente, confirmando o estudo estatistico realizado no capitulo anterior, que indicou
a polaridade do solvente como variavel principal do processo. Os resultados obtidos
evidenciaram diferencas notaveis na capacidade extrativa dos solventes

empregados, sendo influenciados pelo método de extracdo utilizado.

Observou-se, igualmente, que os maiores rendimentos foram alcancados
com n-hexano e acetato de etila empregando o método de Soxhlet, o que se deve as

caracteristicas do processo — continuo — e do tempo empregado — 40 horas.

Na extracao por maceragdo, quando comparada a feita por ultra-som, todos
os rendimentos foram inferiores, independentemente do solvente empregado. Este

método de extracdo, além de empregar um tempo relativamente grande (8 dias), ndo
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logra extrair todos 0os compostos presentes na planta, o que explica as diferencas

nas concentracdo obtidas em relacdo ao método de extracdo por Soxhlet.

Na comparacdo do método de extracdo por ultra-som com o de Soxhlet
observou-se que, para os solventes de menor polaridade (n-hexano e acetato de
etila), as porcentagens de substéncias extraidas eram menores. Entretanto, para o

metanol, conseguia-se uma porcentagem de substancias extraidas superior.

Quando a extracdo ocorreu por SFE, utilizando CO, como solvente extrator,
o resultado do rendimento obtido foi o mais baixo de todos, permanecendo baixo,
mesmo quando adicionado os solventes modificadores (n-hexano, acetato de etila e

metanol).

Os rendimentos percentuais para o método do PLE, com um tempo de
extracdo de 75 minutos, foram superiores com o metanol (18,31%), seguido do n-
hexano (2,15%), sendo baixo (2,04%) quando se emprega o acetato de etila como
solvente, Observou-se, igualmente, que os rendimentos apresentados no PLE foram
superiores quando comparados aos do SFE. Quando foi utilizado metanol como
solvente modificador,0 rendimento apresentado na extragéo por PLE, foi superior a

todos os demais métodos estudados.

A analise conjunta destes resultados permitiu afirmar que a extracdo por
ultra-som, em termos de rendimento, € superior & macerag¢do, com qualquer dos
solventes empregados. Em relacdo a extracdo por Soxhlet, a extragdo com ultra-som
resulta mais eficiente quando o solvente empregado é de maior polaridade. Quando
se compara esta técnica com a SFE, a extragcdo com ultra-som resulta mais eficiente
para todos os solventes empregados. Comparando ultra-som e PLE, tem-se ainda o
ultra-som como mais eficiente quando os solventes modificadores empregados séo
n-hexano e acetato de etila. Quando da utilizacdo do solvente modificador metanol,
a extracdo por PLE se mostrou a mais eficiente técnica de todas as estudadas neste

trabalho, em termos de rendimento.
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4.3.2 Analise cromatografica (GC-MS) dos extratos obtidos por diferentes
métodos de extracao

A comparacdo entre os extratos obtidos com diferentes solventes e por
diferentes técnicas de extracdo foi realizada também pelo perfil cromatografico e
identificacdo de alguns compostos. Esta andlise serd apresentada a seguir conforme
o0 solvente usado na extragdo. Por problemas técnicos a coluna foi trocada durante a
realizacdo dos experimentos e, por esta razao, sempre que 0s cromatogramas forem

apresentados sera indicada qual a coluna usada.

4.3.2.1 Extrato obtido com CO; supercritico

Este solvente foi usado apenas no processo de SFE. A Figura 4.25 e a
Tabela XLVII apresentam o cromatograma do extrato obtido com CO, supercritico
na extracao de flores de H. tiliaceus L., usando-se pressao de 200 bar e temperatura

de 40 °C (melhores condicfes para esta técnica).

g 11

EIEI .'-"IE fempo de refencdo (minitos]

Figura 4.25. Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L. obtido
por SFE com CO, (T = 200 bar; T = 40 °C). Coluna capilar usada OV-05 (30 m x
0,25 mm x 0,25um). Demais condi¢des descritas na Tabela XVII.
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Tabela XLVII: Identificacdo dos picos assinalados na Figura 4.25.

pico PM nome formula
1 254 ac. hexadecendico C16H3002
2 256 ac. hexadecanoico (ac. palmitico) C16H3202
3 280 Aac. octadecendico C1gH3,05
4 284  ac. octadecanoico (4c. estearico) C1gH3602
5 338 tetracosano Cao4Hso
6 352 pentacosano CasHs2
7 366 hexacosano CosHsa
8 280 heptacosano Ca7Hsg
9 394 octacosano CogHsg
10 410 esqualeno CsoHso
11 424 nonacosanol Co9He0O
12 408 nonacosano CooHeo
13 438 triacontanol C30He20
14 422 triacontano CsoHez
15 452 hentriacontanol C31He40
16 436 hentriacontano Cz1Hes
17 466 dotriacontanol C32HeO
18 450 dotriacontano Ca2Hes
19 464 tritriacontano CasHes
20 412 estigmasta-4-en-3-ona CogH4s0

De uma forma geral, foram identificados varios hidrocarbonetos saturados (de
24 a 33 atomos de carbono) incluindo o esqualeno, varios alcoois desde 29 a 32
atomos de carbono, uma cetona e quatro acidos carboxilicos. Os compostos
majoritarios (considerando-se a é&rea dos picos cromatograficos encontrados no
cromatograma) foram os hidrocarbonetos com numero impar de carbonos (C25 a

C31), além dos é&lcoois com 29 e 31 atomos de carbono.

A presenca dos hidrocarbonetos saturados lineares de cadeia longa (24 a 33
atomos de carbono) ndo era esperada inicialmente, por ndo serem componentes
comuns a plantas. A caracterizacdo destes compostos, dada sua escassez em
espécies vegetais, foi confirmada pelo emprego de padrées. Por esta razéo,
ressalta-se que tal identificacao foi confirmada por analise em triplicata, com limpeza
prévia de todo o material do laboratério, para evitar o aparecimento de

hidrocarbonetos como contaminantes.

A presenca de acidos graxos de cadeia longa e de terpendides nas flores e
casca de outras espécies do género Hibiscus foi informada anteriormente (Seca et
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al., 2001) embora ndo tenham sido encontrados registros dessa presenca para a

espécie H. tiliaceus L.

4.3.2.2 Extratos obtidos com n-hexano

Este solvente foi usado nas extracdes com PLE, Soxhlet, maceracdo e ultra-
som, além de ser usado como solvente modificador na extracdo com CO,
supercritico. As Figuras 4.26 a 4.30 apresentam 0s cromatogramas
correspondentes a estes extratos e na Tabela XLVIIl tem-se a identificacdo dos

picos assinalados nestas Figuras.

Nota-se que o0s cromatogramas apresentados nessas Figuras foram
analisados em colunas de comprimentos diferentes: os extratos de maceracéo,
Soxhlet e ultra-som foram analisados em uma coluna com 60 metros, enquanto que
o extrato de SFE e PLE foram analisados em uma coluna de 30 metros. Isto explica

as diferencas de tempo de retencao encontradas.

10

intensidade do sinal cromatografico
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Figura 4.26: Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
extraido com n-hexano com Soxhlet. Coluna capilar usada: OV-05 (60 m x 0,25 mm
x 0,25 um). Demais condi¢cfes descritas na Tabela XVII.
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Figura 4.27: Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
extraido com n-hexano por macerac¢ao. Coluna capilar usada OV-05 (60 m x 0,25
mm x 0,25 um). Demais condi¢des descritas na Tabela XVII.
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Figura 4.28: Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
extraido com n-hexano com ultra-som. Coluna capilar usada OV-05 (60 m x 0,25 mm
x 0,25 um). Demais condi¢Oes descritas na Tabela XVII.
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Figura 4.29: Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L. obtido
por SFE com CO, (T = 200 bar; T = 40 °C) e n-hexano como solvente modificador.
Coluna capilar usada OV-05 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Demais condi¢cdes
descritas na Tabela XVII.
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Figura 4.30: Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L. obtido
por PLE com n-hexano. Coluna capilar usada OV-05 (30 m x 0,25 mm x 0,25um).
Demais condic¢des descritas na Tabela XVII.
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Tabela XLVIII: Identificacdo dos picos assinalados nas Figuras 4.26 a 4.30

pico PM nome formula
1 254 ac. hexadecendico C16H3002
2 256 ac. hexadecanoico (ac. palmitico) C16H320;
3 282 ac. octadecendico C1gH3,0,
4 284 ac. octadecandico (ac. esteérico) C1gH340
5 324 tricosano Co3Hasg

6 338 tetracosano Co4Hsg

7 352 pentacosano CasHs:

8 366 hexacosano CosHs4

9 396 heptacosanol C27Hs560
10 380 heptacosano Co7Hs6
11 410 octacosanol CogHsgO
12 394 octacosano CogHsg
13 424 nonacosanol C29He0O
14 408 nonacosano Co9Heo
15 438 triacontanol C30He20
16 422 triacontano CzoHe2
17 452 hentriacontanol C31He40O
18 436 hentriacontano Cz1Hes
19 340 dotriacontanol Co3Hsg0
20 422 dotriacontano CzoHe2
21 436 tritriacontano CssH7»
22 414 estigmastan-5-en-3-ol C29Hs500
23 330 estigmasta-4,24-dien-3-ona (fucostenona) C29H460
24 412 estigmasta-7,16-dien-3-ol Co9H4s0
25 412 estigmasta-4-en-3-ona Co9H4s0

Percebe-se pela analise dessas mesmas Figuras 4.26 a 4.30 e da Tabela
XLVIII, que existe grande semelhanga entre os extratos obtidos pelas diferentes
técnicas, embora a intensidade dos picos cromatograficos indique diferencas
quantitativas entre alguns componentes, que podem ser devidas a capacidade
extrativa do solvente, influenciada por cada técnica especifica de extracdo. Os
extratos obtidos por maceragdo, Soxhlet e ultra-som apresentaram compostos de
menor massa molecular (com tempos de retencdo entre 10 e 40 minutos) os quais,
devido a sua baixa concentracdo na amostra, ndo puderam ser identificados. No
extrato obtido com CO, - SFE estes compostos ndo foram detectados. Novamente
tem-se como compostos majoritarios, os hidrocarbonetos e os alcoois. Os extratos
com n-hexano obtidos por PLE, apresentaram praticamente oS mesmos compostos

identificados por SFE.
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A identificacdo tentativa dos compostos realizou-se por comparacdo com a
biblioteca de espectros de massas do equipamento, sendo considerados somente
aqueles cuja correlacdo com a biblioteca foi superior a 90%. Para a confirmacéo da

identificacdo dos compostos, foram usadas solucdes-padrao.

4.3.2.3 Extratos obtidos com acetato de etila

De forma semelhante ao n-hexano, o acetato de etila também foi usado nas
extracbes com Soxhlet, maceracdo e ultra-som, além de ser usado como solvente
modificador na extracdo com CO, supercritico. As Figuras 4.31 a 4.35 apresentam
0S cromatogramas correspondentes a estes extratos e na Tabela XLIX tem-se a

identificacdo dos picos assinalados nestas Figuras.

Como se observa nessas Figuras, 0s extratos continuaram apresentando
grande semelhanca. Neles manteve-se a presenca de alguns hidrocarbonetos
saturados, fundamentalmente de 23 a 33 atomos de carbono. Também se percebe a
presenca de compostos com menor ponto de ebulicdo (menores tempos de
retencdo) nos extratos obtidos pelas primeiras trés técnicas, enquanto a SFE extraiu
compostos mais pesados, assim como PLE. Os compostos mais leves ndo puderam
ser identificados devido a baixa resolu¢do do espectro de massas dos mesmos € a

inexisténcia de informagdes na literatura sobre sua caracterizagao.
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Figura 4.31. Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
extraido com acetato de etila com Soxhlet. Coluna capilar usada OV-05 (60 m x 0,25
mm x 0,25 um). Demais condi¢cdes descritas na Tabela XVII.
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Figura 4.32: Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
extraido com acetato de etila por maceracdo. Coluna capilar usada OV-05 (60 m x
0,25 mm x 0,25 um). Demais condi¢des descritas na Tabela XVII.
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Figura 4.33: Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
extraido com acetato de etila com ultra-som. Coluna capilar usada OV-05 (60 m x
0,25 mm x 0,25 um). Demais condi¢des descritas na Tabela XVII.
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Figura 4.34: Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L. obtido
com SFE com CO; (T = 200 bar; T = 40 °C) e acetato de etila como solvente
modificador. Coluna capilar usada OV-05 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Demais
condicOes descritas na Tabela XVII.
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Figura 4.35: Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L. obtido
por PLE com acetato de etila. Coluna capilar usada OV-05 (30 m x 0,25 mm X
0,25um). Demais condi¢des descritas na Tabela XVII.

Tabela XLIX: Identificagao dos picos assinalados nas Figuras 4.31 a 4.35.

pico PM nome formula
1 228 ac. tetradecandico C14H2805
2 242 ac. pentadecandico Ci5H3002
3 254 ac. hexadecenodico C16H3002
4 256 ac. hexadecanoico (ac. palmitico) C16H3202
5 280 ac. octadecadiendico C1gH3,05
6 284 ac. octadecandico (ac. estearico) C1gH3602
7 324 tricosano Co3Hasg

8 338 tetracosano CasHso

9 352 pentacosano CosHs2
10 366 hexacosano CosHsa
11 380 heptacosano Co7Hs6
12 410 octacosanol CogHsg0O
13 394 octacosano CogHsg
14 424 nonacosanol C29Hs0O
15 408 nonacosano Ca9Heo
16 438 triacontanol Co0H420
17 422 triacontano CsoHe2
18 452 hentriacontanol C31He4O
19 436 hentriacontano Cz1Hea
20 493 dotriacontano Cs2Hee
21 493 tritriacontano CasHes
22 412 estigmasta-5-22-dien-3-ol Co9H4s0
23 414 estigmasta-5,en-3-ol C29H500
24 410 estigmasta-4-22-dien-3-ona Co9H460
25 412 estigmasta-4,en-3-ona Co9H4s0
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4.3.2.4 Extratos obtidos com metanol

Os cromatogramas do ion total (TIC) dos extratos obtidos com maceracéo,
Soxhlet, ultra-som, SFE e PLE, usando metanol sdo apresentados nas Figuras 4.36
a 4.40. A identificacdo tentativa dos picos assinalados nestas Figuras esta
apresentada na Tabela XL. Essas amostras foram derivatizadas (usando BFz em

metanol) devido a elevada polaridade do solvente usado.

Nessas Figuras, observa-se semelhanca entre os cromatogramas obtidos com
maceracdo, Soxhlet e ultra-som. Entretanto, neste caso, os extratos obtidos por

maceracgao e ultra-som sao mais semelhantes do que os obtidos com Soxhlet.

Destaca-se nestes extratos a presenca de acidos e ésteres metilicos, indicando
que a metilacdo nao foi satisfatéria, ou seja, ainda restando acidos que ndo foram

derivatizados.

Observa-se nos extratos obtidos com metanol, a presenca majoritaria de
alcoois e hidrocarbonetos saturados. Destaca-se nestes extratos a presenca do a-
tocoferol (Pico 23), ndo informado anteriormente para a espécie. Este composto,
reconhecido como antioxidante, pode ser responsavel pela atividade desta planta

relacionada a alguns dos usos tradicionais relatados para a espécie.

Para SFE e PLE, observa-se que enquanto SFE extraiu compostos mais
volateis (menor tempo de retencdo), PLE extraiu compostos com menos volateis

(com maior tempo de retencao).
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Figura 4.36: Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
extraido com metanol por maceracéo. Coluna capilar usada OV-05 (60 m x 0,25 mm
x 0,25um). Demais condi¢cfes descritas na Tabela XVII.
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Figura 4.37: Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
extraido com metanol com Soxhlet. Coluna capilar usada OV-05 (60 m x 0,25 mm X
0,25um). Demais condi¢des descritas na Tabela XVII.
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Figura 4.38: Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L.
extraido com metanol com ultra-som. Coluna capilar usada OV-05 (60 m x 0,25 mm

x 0,25um). Demais condi¢Oes descritas na Tabela XVII.

% 2 11 (12
Z 9

[m)

=

=

=

(]

e

= 4

5 e
(]

a

g 7

] 1 5

= 1
N

i) 3

E | '5 ; _}Lwl}‘

il [ tempo de retengdo (minutos)

Figura 4.39: Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L. obtido
por SFE com CO; (T = 200 bar; T = 40 °C) e metanol como solvente modificador.
Coluna capilar usada OV-05 (30 m x 0,25 mm x 0,25um). Demais condi¢des

descritas na Tabela XVII.
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Figura 4.40: Cromatograma do ion total (TIC) para o extrato de H. tiliaceus L. obtido
por PLE com metanol. Coluna capilar usada OV-05 (30 m x 0,25 mm x 0,25um).
Demais condicdes descritas na Tabela XVII.

Tabela XL: Identificacdo dos picos assinalados nas Figuras 4.36 a 4.40

pico PM nome formula
1 268 hexadecenoato de metila C17H3,05
2 270 hexadecanoato de metila C17H340-
3 254 ac. hexadecendico C16H3002
4 256 ac. hexadecanoico C16H320-
5 294 octadecadienoato de metila C19H340,
6 296 octadecenoato de metila C19H360>
7 298 octadecanoato de metila C19H380,
8 282 ac. octadecenodico C1gH3,0,
9 284 ac. octadecandico C18H340
10 352 pentacosano CosHs2
11 366 hexacosano CoHs4
12 380 heptacosano Co7Hs6
13 395 octacosano CogHss
14 424 nonacosanol C29He0oO
15 408 nonacosano Ca9Hs0
16 438 triacontanol C3oHe20
17 422 triacontano CsoHe2
18 452 hentriacontanol C31He40O
19 436 hentriacontano Cz1Hes
20 412 estigmasta-5-24(28)dien-3-ol Co9H4s0
21 412 estigmasta-5-22-dien-3-ol C29H4s0
22 414 estigmasta-5-en-3-ol C29Hs500
23 430 vitamina E (a-tocoferol) C29Hs5002
24 410 estigmasta-4-22-dien-3-ona C29H460
25 412 estigmasta-7-16-dien-3-ol Co9H4s0
26 412 estigmasta-4-en-3-ona Co9H450
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4.4 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS: 42 PARTE: ESTUDO
BIOQUIMICO DA QUALIDADE DOS EXTRATOS: DETERMINACAO DA
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E DA MUTAGENICIDADE

4.4.1 Avaliacao da atividade antioxidante dos extratos: Determinacédo de TAR e
TRAP

Para este estudo foram avaliados os extratos de ultra-som obtidos mediante

extragdo com n-hexano, acetato de etila e metanol.

Como o objetivo da andlise era a verificacdo da atividade antioxidante
optou-se pela utilizacdo dos parametros representativos do potencial total de captura
de radicais livres (TRAP) e da reatividade antioxidante total (TAR), medidos através
da queda da quimiluminescéncia (Qi) e o tempo de inducéo (ti), para cada extrato
obtido.

A Tabela LI mostra os valores para AQi e ti obtidos para os diferentes
extratos comparados com os obtidos para o Trolox, empregado como substancia de

referéncia.

Como o valor de TAR representa a qualidade dos antioxidantes presentes
em uma mistura, € possivel afirmar-se que o0s extratos obtidos com n-hexano,
acetato de etila e metanol apresentam caracteristicas antioxidantes, com valores
superiores aos do Trolox, como se observa nesta Tabela. Os valores obtidos para o
extrato metandlico foram bastante superiores aos demais, devido, provavelmente, a
presenca de a-tocoferol neste extrato, sendo este composto de reconhecida acao

antioxidante (vitamina E).
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Tabela LI: Valores de TAR e TRAP para os extratos estudados

amostra TAR (AQi) (%) TRAP (t;) seg

TAR TAR/TROLOX(**) TRAP TRAP/TROLOX(**)

Trolox puro 10723 1,00 380 1,00
Extrato obtido com hexano 11091 1,03 480 1,26
Extrato obtido com acetato de 12707 1,18 2320 6,11
etila

Extrato obtido com metanol 17319 1,62 905 2,38
I'Extrato obtido com metanol- 7466 0,696 280 0,739
agua

(*) em unidades de luminescéncia; (**) valores relativos ao Trolox

O potencial antioxidante foi determinado pelos parametros representativos de
TRAP e TAR, medidos pela redugcao na quimiluminescéncia (Ci) e pelo aumento do
tempo de indugéo (t)). O valor de TAR e TRAP para o Trolox foi de 10723 (medido
em unidades de luminescéncia) e 380s. Nota-se que o0 extrato de acetato de etila
causou um aumento de 18,50 % no valor de TAR (ACi) enquanto o extrato
metanolico aumentou em 61,50 %. O tempo de inducdo para o extrato de acetato de
etila ficou cerca de 6 vezes maior do que o valor encontrado para o Trolox enquanto
0 extrato metanolico aumento em cerca de 2,4 vezes o ti. O extrato hexéanico
produziu apenas um ligeiro aumento no TAR e no TRAP, enquanto que o extrato
obtido com metanol/agua ndo apresentou caracteristicas antioxidantes, com valores
de TAR e TRAP inferiores ao do Trolox.

Os valores obtidos para TRAP e TAR do acetato de etila e do metanol foram
superiores aos informados por Campos et al. (1996), Desmachelier et al. (1997 e
1998) para extratos de plantas consideradas como dotadas de alto poder

antioxidante.
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4.4.2 Estudo toxicoldgico: avaliagdo da atividade genotoxica (Ensaio de Ames)

Na avaliacdo da atividade genotdxica, mediante o ensaio de Ames, avaliou-
se apenas o0 extrato metandlico de H. tiliaceus L. obtido por ultra-som. A Tabela LIl
apresenta os resultados em termos de nimeros de col6nias revertentes por placa e
indice de mutagenicidade (IM). O IM é definido como a razdo entre o niumero de
revertentes por placa para cada dose de extrato dividido pelo valor obtido no
controle negativo (somente solvente). Um dado extrato sera considerado mutagénico
quando o IM for superior a 2 (IM > 2), e téxico, quando o IM for inmferior a 0,5 (IM<
0,5).

Como pode-se comprovar pela Tabela, o extrato metandlico nao
apresentou efeito mutagénico em nenhuma das concentracdes testadas com as
linhagens TA98 e TA102, tanto na presenca (+S9) quanto na auséncia (-S9) de

ativagdo metabdlica.

Os testes de atividade mutagénica e toxicoldgica, foram realizados nos

laboratorios da Biotecnologia, sob a orientacdo da professora Jenifer Saffi.
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Tabela LII: Resultados da aplicacdo do Teste de AMES ao extrato metandlico por ultra-som, de H. tiliaceus L.

Linhagens de S. typhimurium

dose (ug/placa) TA98 (-S9) TA98 (+S9) TA102 (-S9) TA102 (+S9)
Rev /placa ” IM®  Rev /placa IM Rev /placa IM Rev /placa IM
CN° 41,33+ 7,77 1,00 4333+586 1,00 214,00+11,14 1,00 216,00+10,58 1,00
100 36,33 + 6,35 0,88 52,00+529 120 210,67+12,22 0,98 21867+40,46 1,01
200 43,00 + 6,08 1,04 41,00+7,00 0,95 197,33+32,08 0,92 22467+48,43 1,04
500 36,00 +15,72 0,87 50,00+6,00 1,15 180,67+16,04 0,84 217,33+44,06 1,01
1000 45,67 + 8,62 1,11 5150+9,19 1,18 202,67+42,39 095 197,33+8,33 0,91

% IM = indice de mutagenicidade = n° de His+ induzida na amostra/n° espontaneo de His+ no controle negativo (zero).
P Revertentes/placa = niimero de His+/placas = valores médios dos experimentos + DVP em triplicata.

© CN = controle negativo (Agua destilada estéril)
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5 CONCLUSOES

5.1 Conclusdes gerais

De forma geral e considerando que a flor de H. tiliaceus € uma matriz
bastante complexa, os métodos desenvolvidos mostraram-se eficientes para a
separacdo e caracterizacdo das amostras e a composicdo quimica dos extratos

mostrou-se dependente da polaridade do solvente.

5.2 Conclusdes especificas

Caracterizacao inicial da planta:

= Os parametros estudados para umidade residual e cinzas totais estdo dentro do

estabelecido pela Organizacdo Mundial da Saude;

= A analise dos metais indicou que os mesmos se apresentam dentro dos limites

estabelecidos para drogas vegetais;

= A composicao fitoquimica indicou a presenca de azeites e gorduras (extrato
etéreo), fendis, taninos, flavondides e compostos redutores (extrato alcodlico e

hidro alcodlico), antocianidinas e quinonas( extrato alcodlico).
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Extracdo por ultra-som:

= O planejamento estatistico foi um facilitador para este estudo, sendo polaridade
do solvente, tempo de extracdo e relacdo massa da droga / volume de solvente,

as variaveis que mais influenciaram no processo;

= O tempo de 140 minutos foi considerado o melhor, uma vez que a tempos
superiores, o rendimento apresentava uma variacao discreta, indicando possiveis

transformacdes resultantes da quebra da molécula.

Extracao com fluido supercritico (SFE):

= As variaveis temperatura e pressao exercem efeito pronunciado sobre a
guantidade de extrato produzido. Pressfes maiores levam a melhores
rendimentos, uma vez que a elevacdo da pressdo (aumento da densidade)

incrementa o poder de solubilizacdo do solvente.

Extracdo com liquido pressurizado (PLE):

= O planejamento estatistico permitiu definir as varidveis mais importantes no

Processo;

= Temperatura, polaridade do solvente e massa de amostra sdo variaveis que

afetam o processo de extracao;

= A alta pressédo e temperatura de 75 °C utilizados no processo favoreceram a
penetragédo do solvente dentro da matriz, aumentando a transferéncia de massa,

e consequentemente melhorando a extracao;

= A técnica de extracdo com liquidos pressurizados tem a vantagem de reduzir o
tempo de extragdo, a diminuicdo do descarte de solventes e varias amostras

podem ser extraidas ao mesmo tempo;
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Comparacao entre os métodos de extracao:

= A extragdo por SFE usando apenas CO, apresentou 0 menor rendimento em
massa, porém produziu um extrato com praticamente todos 0s compostos

identificados nas demais extragoes;

= A extragdo por Soxhlet apresentou os melhores rendimentos quando o0s

solventes extratores foram n-hexano e acetato de etila;

= A eficiéncia da extracdo utilizando a técnica de ultra-som foi maior quando o

solvente utilizado foi o0 metanol;

= Os rendimentos em massa de SFE foram inferiores aos do PLE, para todos os

solventes usados;

= O maior rendimento em massa foi obtido na extragéo por PLE, usando o metanol

como solvente extrator;

= A composi¢do quimica dos extratos variou muito pouco em funcdo da técnica de

extracdo, sendo mais influenciada pela polaridade do solvente extrator.

Estudo analitico do extrato metandlico:

= O fracionamento do extrato metandlico obtido por ultra-som permitiu identificar
melhor os constituintes do extrato, sendo que a cromatografia liquida preparativa
serviu como um “clean-up” do extrato permitindo um melhor isolamento dos

compostos de interesse;

Quanto a técnica analitica utilizada:

= A utilizacdo do BF3; como derivatizante, facilitou a andlise cromatografica dos

acidos presentes nos extratos, sob a forma de seus ésteres metilicos;
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= A cromatografia gasosa com detector de espectrometria de massas (GC/MS)
mostrou-se eficiente para analise orgéanica dos extratos das flores de H. tiliaceus,
independente do método de extracéo, especialmente pela possibilidade de utilizar

os modos SCAN e SIM na identificacdo e quantificacdo dos mesmos;

Quanto a composicdo guimica da amostra:

= A constituicdo organica das flores de H.tiliaceus, apresentou hidrocarbonetos,

acidos organicos, alcoois, vitamina E, aldeidos e fitosterais;

= Quantitativamente, 0os compostos majoritarios nos extratos foram os acidos
carboxilicos (C16 e C18), hidrocarbonetos saturados com numero impar de

carbonos (C27, C29 e C31) e fitosterois (estigmastanol);

= Também foram quantificados o fitol e a vitamina E, apesar de se apresentarem

em menor concentragao nos extratos estudados.

Quanto a atividade antioxidante e mutagénica da amostra:

= A utilizacdo do método por guimiluminescéncia, permitiu encontrar valores para
TAR e TRAP superiores ao do trolox, utilizado como padréo, indicando que a

amostra apresenta propriedades antioxidantes;

= A avaliacédo da atividade genotodxica, do extrato metandlico obtido por ultra-som,
pelo ensaio de AMES, demonstrou que o0 extrato ndo € mutagénico nem

apresenta toxicidade, na bactéria Salmnoella thyphimurium.
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7 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados aqui apresentados e discutidos, tem-se como metas para

futuros trabalhos:

1. Isolar os fitosteréis usando HPLC em escala preparativa e identifica-los através
de NMR, UV-Vis e GC/MS;

2. Estudar a presenca de flavonoides nos extratos obtidos;

3. Estudar aplicacdes farmacologicas para a planta Hibiscus tiliaceus L, baseadas

em suas propriedades quimicas.

Sugestao para Trabalhos Futuros
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