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RESUMO

Cissus sicyoides L. pertencente a familia Vitaceae, € uma planta tradicionalmente utilizada no
tratamento contra a diabetes, acidente vascular cerebral (AVC) e abscessos. A sua composicdo
quimica destaca-se pela presenca de compostos bioativos com alta atividade antioxidante, como 0s
compostos fendlicos. A extracdo com fluido supercritico (SFE) é uma tecnologia utilizada para
extracdo desses compostos, por apresenta-se como um método seguro e ecologicamente correto.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a composicao quimica, o efeito neuroprotetor e anti-
inflamatério de extratos de cipo-puca (Cissus sicyoides L.) obtidos via extracdo supercritica,
utilizando CO, e CO,+cossolvente (etanol), comparado a extracdo convencional (Soxhlet). A
matéria-prima foi constituida de folha e caule de C. sicyoides, o0s ensaios da SFE foram realizados
com base em uma metodologia de superficie de resposta com um planejamento estatistico de Box-
Behnken, para trés variaveis independentes: pressao (200 a 400 bar), temperatura (40 a 60 °C) e %
de cossolvente (etanol) (0 a 10 %), com as variaveis dependentes: rendimento global de extragdo,
compostos fenolicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante. Os resultados
demonstraram que o maior rendimento global para a SFE (3,21 %) foi obtido na condicéo
operacional de 400 bar, 50 °C e 10 % de cossolvente (etanol), onde foi observado um extrato com
um alto teor de compostos fendlicos totais (65,20 mg EAG/g de extrato). A condi¢do 6tima do
processo correspondeu a uma pressdo de 400 bar, temperatura de 40 °C e 10 % de cossolvente. A
pressdo e % de cossolvente (etanol) foram os fatores que mais influenciaram na SFE. Em termos
de atividade antioxidante, em ambos os métodos (SFE e Soxhlet), foram obtidos extratos com
baixos valores de ECs, relacionado a uma alta atividade antioxidante; o extrato etanolico obtido
por Soxhlet apresentou 325,67 g de extrato/g de DPPH e o extrato obtido com SFE-
CO,+cossolvente (etanol) apresentou de 379,50 g de extrato/g de DPPH. Na anélise por CCDAE, €
comprovada a presenca de terpenos, compostos fenolicos, flavonoides e a atividade antioxidante
nos extratos. O ensaio in vivo preliminar demostrou que o extrato obtido por SFE tem efeito
neuroprotetor e anti-inflamatorio, estes efeitos sédo associados a presenca de compostos fendlicos e
a alta atividade antioxidante que possui 0 extrato. Por fim, a obtencéo de extrato de C. sicyoides via
SFE empregando quantidades baixas de cossolventes (5 e 10 %), representa uma grande
oportunidade para a obtencdo de compostos bioativos polares, sem os inconvenientes associados

aos processos de extragdo convencionais.

Palavras-chave: Cissus sicyoides L.; Extracdo com fluido supercritico; Metodologia de

superficie de resposta; Compostos fenolicos; Neuroprotecéo.



ABSTRACT

Cissus sicyoides L. belongs to the Vitaceae family. It is a plant traditionally used in the treatment
against diabetes, stroke and abscesses. Its chemical composition is distinguished by the presence of
bioactive compounds with high antioxidant activity, such as phenolic compounds. Supercritical
fluid extraction (SFE) is a technology used particularly for extraction of compounds like these, and
it is presented as a safe and ecologically correct method. Therefore, the objective of this work was
to evaluate the chemical composition, and the neuroprotective and anti-inflammatory effects of
cipé-puca (Cissus sicyoides L.) extracts obtained by supercritical extraction, using CO, and
CO,+co-solvent (ethanol), compared to conventional extraction (Soxhlet). The raw material
consisted of leaves and stems of C. sicyoides. SFE assays were performed based on a response
surface methodology with a Box-Behnken statistical design, for three independent variables:
pressure (200 to 400 bar), temperature (40 to 60 °C) and percentage of co-solvent (0 to 10 %), and
four dependent variables: total extraction yield, total phenolic compounds, total flavonoids and
antioxidant activity. The results showed that the highest overall yield for SFE (3.21 %) was
obtained in the operating condition of 400 bar, 50 °C and 10 % of co-solvent, which also presented
an extract with a high content of total phenolic compounds (65.20 mg GAE/g extract). The optimal
process condition corresponded to a pressure of 400 bar, temperature of 40 °C and 10 % of co-
solvent. The pressure and percentage of co-solvent were the factors that most influenced SFE.
Regarding the antioxidant activity, extracts with low ECsy values were obtained in both methods
(SFE and Soxhlet), and are related to a high antioxidant activity; the ethanol extract obtained by
Soxhlet and SFE-CO,+co-solvent presented 325.67 and 379.50 g of extract/g of DPPH,
respectively. In the HPTLC analysis, the presence of terpenes, phenolic compounds, flavonoids
and antioxidant activity in the extracts is proven. The preliminary in vivo test with the extract
obtained by SFE showed that the extract had neuroprotective and anti-inflammatory effects. These
effects are associated with the presence of phenolic compounds and the high antioxidant activity of
the extract. Finally, extracting C. sicyoides via SFE using low amounts of co-solvent (5 and 10 %)
represents a great opportunity to obtain polar bioactive compounds without the drawbacks

associated with the conventional extraction processes.

Keywords: Cissus sicyoides L.; Supercritical fluid extraction; Response surface
methodology; Phenolic compounds; Neuroprotection.
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Introducéo

1 INTRODUCAO

A Cissus sicyoides L. ou Cissus verticillata L. pertence a familia Vitaceae, é também
conhecida como insulina vegetal, cipé-puca e anil-trepador. Considera-se uma planta da
regido Neotropical e é encontrada normalmente na regido Amazonica (Lombardi, 2000;
Drobnik e de Oliveira, 2015). De acordo com os estudos da composi¢cdo do extrato de C.
sicyoides, descobriu-se a presenca de compostos bioativos com alta atividade antioxidante
como carotenoides e compostos fendlicos (flavonoides, resveratrol, taninos e cumarinas), que
sdo compostos que previnem ou retardam o estresse oxidativo, atuando como sequestrantes de
radicais livres, e assim reduzem o aparecimento de diferentes doencas cronicas (Barreiros e
David, 2005; Mustafa et al., 2010). A C. sicyoides € tradicionalmente utilizada pela medicina
popular para tratar reumatismo, epilepsia, Acidente Vascular Cerebral (AVC), abcessos,
artrite e diabetes, também tem sido utilizada para tratar doengas respiratorias (Pepato et al.,
2003; Viana et al., 2004; Salgado et al., 2009; Beserra et al., 2016).

O AVC é uma doenca neuroldgica causada pela ruptura dos vasos sanguineos cerebrais
(hemorragico) pela obstrucdo por tromboses ou embolia (isquémico) (Lloyd-Jones et al.,
2009). N& h& nenhuma terapia aprovada eficaz para o AVC, além do ativador do
plasminogénio tecidual recombinado (rt-PA) (Moskowitz et al., 2010). Portanto, estes fatos
sdo a motivacdo para o desenvolvimento de novas terapias envolvendo medicamentos
neuroprotetores a partir de fontes naturais. A extracdo com fluido supercritico (SFE-
Supercritical Fluid Extraction) jA& vem sendo estudada para a obtencdo de compostos
bioativos a partir de fontes naturais. Botelho et al. (2015) demostraram que a aplicacdo da
tecnologia de SFE é bem sucedida para a obtencdo de extratos a partir de folha de copaiba

(Copaifera sp.) com efeitos neuroprotetores contra isquemia cerebral focal induzida em ratos.

A SFE é uma tecnologia utilizada particularmente para extracdo de compostos bioativos
sem 0s inconvenientes geralmente associados aos processos de extracdo convencionais, COmo
por exemplo, o emprego de solventes organicos, que apresentam toxicidade e contaminam 0s
extratos. A SFE baseia-se no uso de solventes com temperaturas e pressdes acima dos seus
pontos criticos, 0s quais possuem alto poder de solvatagdo. O processo de extracdo utilizando
essa tecnologia se justifica quando se deseja obter extratos de alto valor agregado, necessarios
principalmente em algumas areas das industrias de alimentos e farmacéutica (Herrero et al.,
2006; Ferreira et al., 2013; Grosso et al., 2015; Pereira et al., 2016).
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Diversos solventes podem ser utilizados na SFE, entre eles o propano, etano, butano,
éter dimetilico, &gua e o didxido de carbono (CO;), que é o solvente supercritico de maior
aplicabilidade por ser atdxico, ndo inflamavel, disponivel em alto grau de pureza e por
apresentar condicOes criticas amenas (Tc= 31 °C e Pc= 72,9 bar) proporcionando temperaturas
de processamento baixas, evitando, portanto, a degradacdo de compostos termossensiveis.
Este solvente é usado principalmente para extrair compostos apolares (lipideos e
carotenoides), no entanto, compostos polares como os flavonoides, apresentam solubilidade
reduzida nesse solvente. Para contornar essa limitacdo, normalmente é adicionado um
cossolvente ou modificador polar para mudar a polaridade do fluido supercritico (Rosa et al.,
2009; Pereira e Meireles, 2010; Herrero et al., 2013; Pereira et al., 2016).

As técnicas de extracdo sdo seguidas de métodos de separacdo para a purificacdo de
compostos bioativos. Os métodos cromatograficos realizam a separacdo, identificacdo e
quantificacdo das espécies quimicas de matrizes complexas. Variam desde os de extrema
simplicidade como Cromatografia Camada Delgada (CCD), até os de alta sofisticagdo como a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e gasosa (CG) (Collins et al., 2006).

Por fim, a obtencdo de extratos de C. sicyoides via SFE, sua identificacdo quimica,
estimacdo de sua atividade antioxidante e o teste in vivo contra isquemia cerebral focal
representam uma grande oportunidade para a extracdo ou obtencdo de novos compostos
bioativos de origem natural, que podem ser utilizados para desenvolver novos tratamentos
contra doencas. Além disso, podem ser empregados na inddstria de alimentos como

ingredientes de alimentos funcionais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a composicdo quimica, o efeito neuroprotetor e anti-inflamatério de extratos de
cip6-pucéd (Cissus sicyoides L.) obtidos via extracdo supercritica, utilizando CO, e
CO,+cossolvente (etanol), comparado a extracdo convencional (Soxhlet).

2.2 Objetivos Especificos

e Preparar e caracterizar a matéria-prima (C. sicyoides);

e Determinar as melhores condi¢des operacionais da extracdo supercritica utilizando CO; e
CO,+cossolvente (etanol), por meio do delineamento de experimentos de Box-Behnken;

e Obter extrato hexanico e extrato etanolico de C. sicyoides, utilizando um método de
extracao convencional (Soxhlet);

e Determinar a composi¢do quimica dos extratos;

e Estimar a atividade antioxidante dos extratos;

e Avaliar o potencial neuroprotetor e anti-inflamatdério do extrato obtido via extracéo

supercritica em ensaios in vivo de isquemia cerebral focal induzida em ratos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Cipo-puca (Cissus sicyoides L.)
3.1.1 Descricao Botanica

A Cissus sicyoides L. pertencente a familia Vitaceae, ¢ também conhecida como
insulina vegetal, anil-trepador, achite, bejuco-caro e uva-brava, tem como sindnimo Cissus
verticillata L., sendo que no ambito farmacéutico € mais conhecida como Cissus sicyoides L.
(Figura 1). Considera-se uma planta da regido Neotropical e € encontrada normalmente na
regido Amazonica, é uma planta trepadeira, que pode atingir até seis metros de comprimento,
apresenta galho articulado carnoso, folha alternada de formato ovado com &pice agudo, flores
verdes-amareladas e fruto redondo carnoso, com variacGes de cor de violeta a preto, com uma

unica semente inclusa (Lombardi, 2000; Drobnik e de Oliveira, 2015).
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inflorescéncias, € um caule jovem com | C-Regido entre | E- Raiz com a casca

gavinhas caule e raiz parcialmente removida

G-Inflorescéncias H- Botdes de flores € uma flor J - Frutos maduros

Figura 1. Descricdo de partes de C. sicyoides.
Fonte: Drobnik e de Oliveira (2015).

17



Revisdo da Literatura

3.1.2 Composicdo Quimica

De acordo com a literatura, as diferentes partes da planta apresentam composicao
distinta. Os compostos bioativos presentes na folha e no caule sdo representados por
carotenoides (a-caroteno e o f-caroteno) (Silva et al.,1996) e compostos fendlicos como o0s
flavonoides (kaempferol 3-raminosideo e quercetina 3-raminosideo) (Beltrame et al., 2001).
Mas também, Xu et al. (2009) encontraram trés novos glicosideos de flavonoides
denominados cissosideos I, Il e I (kaempferol 3-arabinofuranosil-(5-acetil)-7-
rhamnopiranosideo, quercetina 3-arabinofuranosil-7-rhamnopiranosideo e quercetina 3-

arabinofuranosil-(5-acetil)-7-rhamnopiranosideo).

Beserra et al. (2016) identificaram a trés flavonoides diferentes (kaempferol 3-
deoxyhexosideo, quercetina 3-hexosideo e quercetina 3-deoxyhexosideo). Além disso, foi
encontrado o resveratrol (3, 5, 4’-trihidroxiestilbeno) (Quilez et al., 2004) e um novo
estilbeno de tipo benzofurano (cissusina) (Xu et al., 2009), taninos (Oliveira et al., 2012) e
cumarinas (glicosideo 5, 6, 7, 8-tretra-hidroxicumarina-5-xilopiranosideo e sabadina) e 0s
esteroides (B-sitosterol e 3-glicopiranosideo do sitosterol) (Beltrame et al., 2002). Também foi
detectada a presenca de Oleos essenciais (Oliveira et al., 2012). Na Figura 2 estdo

representadas as estruturas quimicas dos principais compostos da C. sicyoides.

Na composi¢do dos frutos, foram encontradas trés antocianinas (delfinidina-3-
rutinosideo, cianidina-3-ramnosil-arabinosideo e delfinidina-3-raminosideo) (Toledo et
al.,1983). Os autores consideraram que o fruto desta planta pode ter uso potencial como um
corante alimenticio. Além disso, em plantas da mesma familia (Vitaceae) foram isolados
alcaloides e terpenoides especificamente da Cissus rhoifolia (Saifah et al., 1983). Da parte
aérea do uva-do-diabo (Cissus quadrangulars) foram identificados os flavonoides:
kaempferol e quercetina (Kumar et al., 2015), assim como, também foram extraidos e

purificados polissacarideos de Cissus pteroclada (Li et al., 2015).

3.1.3 Aplicacdo Farmacoldgica

A C. sicyoides é tradicionalmente utilizada pela medicina popular para tratar
reumatismo, epilepsia, Acidente Vascular Cerebral (AVC), abcessos, artrite e diabetes,
também tem sido utilizada para tratar doencas respiratorias. Deste modo, sdo atribuidas a
planta atividades anti-inflamatorias, antirreumaticas, antiepilépticas, anti-hipertensivas,

antibacterianas, antigripal, antitérmica, antioxidante, antialérgica e antidiabéticas. As partes
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areas da planta, folha e caule, sdo tradicionalmente as mais usadas no preparo de infusdes ou
chés (Pepato et al., 2003; Quilez et al., 2004; Viana et al., 2004; Salgado et al., 2009; Beserra
etal., 2016).
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Figura 2. Estrutura quimica dos principais compostos encontrados na C. sicyoides.
Fonte: Adaptada pelo autor a partir de Silva et al. (1996); Beltrame et al. (2002); Quilez et al.
(2004); Beserra et al. (2016).

19



Revisdo da Literatura

Estudos apontam a aplicacdo da C. sicyoides, como tratamentos de doencas, de forma
que Garcia et al. (2000) demonstraram que a administracdo oral do extrato de caules de C.
sicyoides, em ratos com edemas induzido, tem uma potente atividade anti-inflamatodria, e a
administracdo do extrato produziu uma reducdo de aproximadamente 50 % do edema
induzido. Segundo Quilez et al. (2004), o resveratrol pode ser apontado como um dos
constituintes responsaveis pelas propriedades anti-inflamatérias apresentada pela C. sicyoides.
Mas também, o uso etnofarmacol6gico moderno relata que o extrato de C. sicyoides tem
acOes anti-inflamatorias, devido a abundante presenca de flavonoides, sendo este o principal

responsavel pelos efeitos farmacoldgicos da planta (Beserra et al., 2016).

Garcia et al. (1999) demonstraram a atividade antibacteriana dos extratos aquosos da C.
sicyoides, apresentando atividade inibitoria contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, sendo que essa atividade é atribuida a alta proporcdo de compostos fendlicos
encontrados na planta. Além disso, Silva et al. (2007) determinaram a atividade antifungica
de extratos de folhas e de caules da planta e demostraram que esses extratos causaram
inibicdo do crescimento dos fungos Cladosporium sphaerospermum e Cladosporium

cladosporioides.

Beltrame et al. (2001) e Pepato et al. (2003) avaliaram o potencial antidiabético de C.
sicyoides, sendo que Pepato et al. (2003) estudaram os efeitos do cha de folhas da planta. O
modelo experimental escolhido mostrou ser um tratamento apropriado, reduzindo
significativamente os niveis de glicose no sangue e na urina. Viana et al. (2004) mostraram
que o tratamento de ratos diabéticos com extrato aquoso do C. sicyoides durante 7 dias (100 e
200 mg/kg) reduziu significativamente os niveis de glicose no sangue em 22 % e 25 %,
respectivamente. Entretanto, Santos et al. (2008) utilizaram cha das folhas de C. sicyoides
para investigar a eficécia terapéutica da planta em pessoas voluntérias intolerantes a glicose e
diabéticas. Usou-se uma unica dose de cha (1g do po6 das folhas secas em 150 mL de agua),
por um periodo de 7 dias. Foi observado nas pessoas intolerantes a glicose que o cha teve
atividade antidiabética significativa. Por conseguinte, os resultados dos estudos justificam o
uso tradicional de C. sicyoides, apontando para o potencial beneficio do extrato da planta

como um possivel medicamento alternativo no tratamento da diabetes.

Séenz et al. (2000) demonstraram uma atividade citotoxica na C. sicyoides contra
células HEp-2 (Human Epidermoid Carcinoma n° 2), mostrando uma completa inibi¢do da
divisdo celular ap6s de 24 h de tratamento. Porém, Lucena et al. (2010), que investigaram as
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atividades citotoxica e antitumoral do extrato de C. sicyoides em animais (ratos) com doses de
300 e 600 mg/kg de peso, demonstraram que 0 extrato ndo apresentou atividade citotoxica,
mas mostrou uma inibicdo da atividade tumoral em sarcoma-180 de 49 e 62 % e carcinoma de
Ehrlich de 69 e 84 %.

3.2. Extracdo com Fluido Supercritico

Um componente puro é considerado um fluido supercritico (SF-Supercritical Fluid)
quando sua temperatura e pressdo estdo acima de suas temperatura critica (Tc) e pressédo
critica (Pc). A figura 3 apresenta o diagrama de fases PT para uma substancia pura. As curvas
que separam cada uma das regides sdo chamadas de curva de saturagdo e representam o
equilibrio entre as fases. Assim, a curva de vaporizacao representa o equilibrio liquido-vapor,
a curva de fusdo, o equilibrio solido-liquido, e a curva de sublimacéo representa o equilibrio
solido-vapor. O ponto que une as trés curvas é chamado de ponto triplo e representa a
coexisténcia entre as trés fases. A curva de vaporizacao € finalizada em um ponto definido
como ponto critico; a partir desse ponto o fluido se encontra no estado supercritico. O ponto
critico € a maxima condicao de temperatura e pressao que um vapor pode condensar (Brunner,
2005; Cengel e Boles, 2006; Smith et al.,2007; Borgnakke e Sonntag, 2009; Meireles e
Pereira, 2013).
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Figura 3. Diagrama de fases PT de uma substancia pura.

Fonte: Adaptada pelo autor a partir de http://www.appliedseparations.com/; Brunner (2005);
Cengel e Boles (2006); Smith et al. (2007); Borgnakke e Sonntag (2009); Meireles e Pereira,
2013).
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A Figura 4 mostra o diagrama de fases PV de uma substancia pura. Observa-se que a
isoterma em temperatura superior a critica (Isoterma T>Tc) € uma curva suave que ndo cruza
uma fronteira entre as fases, entretanto, na isoterma critica (T=Tc), verifica-se que o ponto
critico consiste no ponto de inflexdo da curva, onde as fases liquida e vapor se tornam
indistinguiveis, 0 que caracteriza uma alta taxa de variacdo da densidade do solvente com a
pressao e temperatura, aumentando, assim, o coeficiente de compressibilidade isotérmica. De
tal modo que, nas proximidades do ponto critico, pequenas mudancas da pressdo e
temperatura causam grandes variacdes de densidade e no poder de solubilizacdo ou solvatacdo
do solvente, permitindo uma maior seletividade dos compostos de interesse (Brunner, 1994;
Cengel e Boles, 2006; Smith et al., 2007; Terron, 2009; Herrero et al., 2013).
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Liquid WVapour

Volume especifico Y
Figura 4. Diagrama de fases PV de uma substancia pura.
Fonte: Brunner (1994); Cengel e Boles (2006); Smith et al. (2007); Terron (2009).

Uma das propriedades do fluido supercritico é apresentar caracteristicas intermediarias
entre liquido e gas. Possuem densidade e difusividade similar & do liquido, porém sua
viscosidade é semelhante a um géas. Deste modo, a alta densidade e difusividade, combinadas
com os baixos valores de viscosidade atribuem ao fluido supercritico alto poder de solvatacdo
e penetragdo na matriz solida, o que leva a elevadas taxas de transferéncia de massa (Brunner,
2005; Herrero et al., 2006; Rosa et al., 2009; Pereira et al., 2016). Na Tabela 1, é apresentada
uma comparacao entre os valores tipicos para densidade, viscosidade e difusividade de gases,

liquidos e fluidos supercriticos.
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Tabela 1. Comparacdo de propriedades fisicas e de transporte de gases, liquido e fluido

supercritico.

Estado de Agregacdo Densidade (g/cm®)  Difusividade (cm?/s)  Viscosidade (g/cm/s)

Gas

latm e 15-30 °C (0,6-2,0) x 10 0,1-0,4 (0,6-2,0) x 10™
Liquido

1latm e 15-30 °C 0,6-1,6 (0,2-2,0) x 10 (0,2-3,0) x 10
Fluido Supercritico

Pc Te 0,2-0,5 0,7 x10°® (1-3) x 10™

Fonte: Brunner (2005).

Diversos solventes tém sido aplicados para a extracdo de compostos bioativos de
alimentos ou plantas. Em geral, o CO; é o solvente mais utilizado em processos de extracdo
com fluido supercritico (SFE-Supercritical Fluid Extraction) por ser um composto atoxico,
ndo inflamavel, inodoro, ndo corrosivo, disponivel em alto grau de pureza e a baixo custo.
Além disso, apresenta condicdes criticas amenas (Tc= 31 °C e Pc= 72,9 bar) proporcionando
temperaturas de processamento baixas, evitando, portanto, a degradacdo de compostos
termossensiveis (Brunner, 2005; Rosa et al., 2009; Herrero et al., 2006; Gil-Chavez et al.,
2013; de Melo et al., 2014; Pereira et al., 2016).

A SFE apresenta vantagens consideraveis com relacdo aos métodos convencionais de
extracdo. O solvente pode ser facilmente removido do soluto através da reducgdo da pressao
e/ou ajuste da temperatura, apresentando menor gasto energético quando comparado a outros
métodos e possibilita uma alta taxa de extracdo. Também, requer 0 uso de pouco ou nenhum
solvente organico, apresentando-se, portanto, como uma tecnologia segura e ecologicamente
correta (Zougagh et al., 2004; Brunner, 2005; Rosa et al., 2009).

Brunner (1994) afirma que, durante a extracdo dos compostos sollveis de matrizes
vegetais, algumas etapas paralelas e consecutivas ocorrem na SFE, que podem ser divididas
em duas etapas:

» Extracdo: onde € formado um sistema ternario (matriz vegetal + extrato + CO;). O
fluido supercritico escoa atraves de um leito fixo de particulas solidas dissolvendo os
componentes extraiveis. O solvente é alimentado no extrator e uniformemente
distribuido no interior do leito fixo. A mistura do solvente e 0s componentes extraidos

deixa o extrator e passa para o separador.
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» Separagéo: etapa de remogdo do solvente, na qual considera-se a interagdo extrato +
CO,. No separador, a pressdo da solucdo € reduzida, acarretando na vaporizagdo do

solvente e na precipitacdo do soluto, o qual sera coletado e analisado.

Antes da SFE, o substrato solido requer pré-tratamento que, pelo menos, inclua moagem
ou reducdo do tamanho de particula a fim de evitar caminhos preferenciais ou entupimento na
célula de extracdo. Devido a forte interacdo entre dgua e solvente, a desidratagdo do soluto é
necessaria no caso de o teor de agua for superior a 20 %. Portanto, o pré-tratamento do
substrato solido promove a ruptura das paredes celulares e aumenta a taxa de extracdo
(Meireles, 2008; Pereira e Meireles, 2010; Herrero et al., 2013).

3.2.1 Parametros de Processo
3.2.1.1 Presséo

A pressdo exercida por um fluido ou material € definida como a forca normal sobre uma
unidade de area da superficie na qual se distribui, ou seja, a pressao de um material em um
recipiente é devida as moléculas individuais que o compdem e as colisdes contra a superficie
ou paredes do recipiente. Essa forca é proporcional a velocidade média das moléculas e ao
nimero de moléculas por unidade de volume dentro do recipiente. Desse modo, a pressdo
exercida pelo material depende fortemente da densidade e da temperatura (Cengel e Boles,
2006; Smith et al.,2007; Borgnakke e Sonntag, 2009; Brown e Holme, 2009; Pereira e
Meireles, 2013).

A SFE ¢é uma tecnologia baseada no uso de solventes a altas pressdes, que implicam em
elevadas forcas sobre o sistema e, consequentemente, necessita de cuidados operacionais
distintos nos processos que envolvem fluidos supercriticos. Por outro lado, o custo de
investimento para montagem de um sistema de SFE € elevado, devido o equipamento ter que
suportar altas pressdes. A propriedade que mais sofre influéncia com varia¢fes de presséo no
processo de SFE é a densidade, que esta intimamente relacionada ao poder de solvatagdo do
solvente (Herrero et al., 2013; de Melo et al., 2014; Pereira et al., 2016).

3.2.1.2 Temperatura
A temperatura é definida como sendo uma grandeza fisica que esta relacionada com o
contetido de energia do sistema. E a propriedade que nos permite quantificar a sensagio de

calor e de frio. Na termodinamica, essa propriedade € definida como sendo uma funcéo de
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estado que esté associada ao movimento aleatério de vibragdo das particulas ou moléculas que
compdem um determinado sistema (Cengel e Boles, 2006; Borgnakke e Sonntag, 2009;
Pereira e Meireles, 2013). Em temperaturas mais altas, uma fracdo maior das moléculas se
movimenta em altas velocidades. Desse modo, as reacOes tendem a prosseguir mais

rapidamente (Brown e Holme, 2009).

No processo de SFE, o CO, gasoso é condensado pela diminuigdo de temperatura, em
seguida é submetido a uma pressdo e temperatura acima do seu ponto critico e, entdo, é
transformado num fluido supercritico (Brunner 2005; Herrero et al., 2006; Herrero et al.,
2013). Na SFE, o aumento da temperatura leva a uma reducdo do poder de solvatacdo do
fluido supercritico, em virtude da diminuicdo da densidade, se a pressdo encontra-se abaixo
do ponto de inflexdo. Mas também, pode melhorar a eficiéncia da extracdo, embora ocorra a
reducdo da densidade do fluido supercritico, uma vez que a pressdo de vapor do soluto é
aumentada e o fluido encontra-se em pressdes elevadas acima de ponto de inflexdo (ponto
critico) (Brunner, 2005; Rosa et al. 2009; de Melo et al., 2014; Cornelio-Santiago et al.,
2017).

3.2.1.3 Densidade

A densidade (p) é definida como a razéo entre a massa e 0 volume ocupado por uma
determinada substancia. Essa é uma propriedade que da uma indicacdo do grau de distribuicao
de quantidade de matéria no corpo (Cengel e Boles, 2006; Pereira e Meireles, 2013). A
densidade de uma substancia esta diretamente relacionada com a distdncia média entre as

moléculas (Brunner, 1994).

Em geral, a densidade de uma substancia depende da temperatura e da pressdo. A
densidade da maioria dos gases é proporcional a pressdo e inversamente proporcional a
temperatura. Os liquidos e soélidos, por outro lado, sdo substancias essencialmente
incompressiveis, e a variacdo de suas densidades com a pressdo € geralmente desprezivel
(Cengel e Boles, 2006). A densidade dos fluidos supercriticos pode ser facilmente alterada por
uma pequena modificacdo da pressdo ou da temperatura do sistema, especialmente na regido
proxima do ponto critico. Ela aumenta com o incremento da pressdo a uma temperatura
constante; entretanto, diminui com o aumento da temperatura a uma pressao constante. Este
efeito proporciona um grau de seletividade para estes fluidos. As mudancas de seletividade

com alteragdes de pressdo e temperatura permitem selecionar quais dos principais compostos
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que se deseja extrair da matriz solida (Brunner, 1994; de Castro et al. 1994; Brunner, 2005;
Rosa et al. 2009; Herrero et al., 2013; Pereira et al., 2016).

A densidade pelo feito da porosidade é dividida em trés tipos: densidade real ou
verdadeira que é a densidade do material que foi moido ou triturado desconsiderando o efeito
da porosidade; densidade aparente que é a porosidade do material (solido ou liquido)
considerando a existéncia de todos os poros e densidade da particula que é a densidade de
uma particula ou material ndo modificado estruturalmente, mas que possui poros internos em
sua estrutura. A relacdo entre as densidades fornece o valor de porosidade do material (Pereira
e Meireles, 2013).

3.2.1.4 Solubilidade

O termo solubilidade € utilizado para estimar o quanto de um soluto pode dissolver-se
em um solvente especifico, assim, a caracteristica principal de uma solucao é que os solutos
dissolvem-se no solvente. Quando uma substancia se dissolve, suas particulas sdo dispersas
no solvente e normalmente muitas moléculas deste irdo circundar qualquer molécula ou ion
individual do soluto, deste modo, as caracteristicas da solubilidade devem ser visualizadas no
contexto do equilibrio (e da constante de equilibrio) das reacGes. A solubilidade €

frequentemente vital no isolamento de compostos (Brown e Holme, 2009).

Os solventes no estado supercritico ou em condicGes proximas possuem propriedades
que aumentam significativamente o poder de solubilizacdo de compostos. A solubilidade dos
fluidos supercriticos é maior a medida que a pressdo é aumentada. Consequentemente, 0
poder de solvatacdo ou capacidade de solubilizacdo do solvente é elevado devido ao aumento
da densidade. No entanto, a temperatura tem influéncia nas propriedades do solvente e do
soluto, com o aumento da temperatura, a densidade diminui (menor solubilidade dos fluidos
supercriticos), além disso, aumenta a pressdo de vapor (maior solubilidade dos fluidos
supercriticos). Portanto, a sele¢do da temperatura na SFE requer atencdo destes dois efeitos
opostos sobre a solubilidade (Brunner, 1994; Brunner, 2005; de Melo et al., 2014; Cornelio-
Santiago et al., 2017).

3.2.1.5 Cossolvente
O CO, supercritico é um excelente solvente para extrair compostos apolares. No entanto

compostos mais polares, como flavonoides, apresentam solubilidade reduzida nesse solvente.
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Para contornar essa limitagdo, normalmente é adicionado um cossolvente ou modificador ao
fluido supercritico. Portanto, os cossolventes tém sido utilizados em estudos de extragdo
supercritica de compostos polares com a finalidade de melhorar a solubilidade e aumentar o
rendimento e/ou taxas de extracdo destes compostos no CO, supercritico. Esse efeito é
atribuido a diversos fatores: alteragdo na estrutura da matriz, mudanca nas propriedades de
transporte do solvente, interagdes soluto/cossolvente/solvente, modificacdo da forca ligante
soluto-matriz (principalmente relacionada com pontes de hidrogénio). As interacdes
intermoleculares especificas entre cossolventes e solutos podem ser particularmente benéficas
para melhorar a seletividade na obtencdo de compostos bioativos (Eltringham e Catchpole,
2008; Herrero et al., 2013; Pereira et al., 2016).

Os cossolventes mais utilizados sdo etanol, isopropanol, metanol, dgua e misturas
dessas substancias. Uma vez que a solubilidade e a seletividade dos compostos-alvo no fluido
supercritico pode depender fortemente do cossolvente utilizado e de sua concentragdo, a
composigdo da mistura de solvente+cossolvente tem que ser controlada dentro de limites
estreitos. O etanol e a 4gua sdo os cossolventes mais adequados para aplicacdes relacionadas a
industria alimentar e farmacéutica, pois podem ser facilmente removido do produto final, tém
baixa toxicidade e miscibilidade no CO, Portanto, o etanol é amplamente utilizado para
melhorar a eficiéncia da extracdo de compostos fendélicos, terpenos e carotenoides, na faixa de
5 a 15 % de fluxo de CO, (Brunner, 1994; Rosa et al., 2009; Sahena et al., 2009; Gil-Chavez
et al., 2013; Herrero et al., 2013; de Melo et al., 2014).
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4 MATERIAIS E METODOS

O estudo da obtencéo de extrato via SFE e por extracdo convencional (Soxhlet), a partir

de folha e caule de C. sicyoides, foi realizado conforme ao fluxograma de atividades descrito

na Figura 5.
Matéria-prima  |--------------->| _Folha e caule

Preparacdo da matéria-prima |--==--~ >| -Secagem

-Moagem
y
Car.acteriza'gﬁo da matélzia- ______ >| -Umidade
prima e leito de extragdo -Diametro da particula
-Densidade aparente
-Densidade real
Metodologia de Extragio -Porosidade do leito
|
Extracdo com fluido Extracao
supercritico (SFE) convencional
I_Ensaios_ in vivo de Composi¢do quimica dos |_______ > -Anélise por CCP_AE _
isquemia cerebral extratos -Compostos fendlicos totais
em ratos -Flavonoides totais
J/ -Extracdo em fase sélida
(SPE)
Atividade antioxidante dos -Anélise por CLAE
extratos

\

Analise estatistica
(Extratos da SFE)

Figura 5. Fluxograma das atividades realizadas no presente trabalho.
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4.1 Matéria-prima

A matéria-prima de estudo foi constituida de folha e caule de C. sicyoides (Figura 6)
devidamente coletados no horto de plantas medicinais no municipio de Salinopolis, estado do
Pard, Brasil, em uma Unica safra para evitar a variacdo da composi¢do quimica do extrato. A
matéria-prima foi colocada em sacolas plasticas e transportada até o Laboratdrio de Extracdo
(LABEX/FEA-UFPA). A identificacdo botanica foi realizada no Herbario do Centro de
Pesquisa Agroflorestal da Amazé6nia Oriental da EMBRAPA (IAN) sob a supervisdo da
pesquisadora Silvane Tavares Rodrigues, conforme laudo de identificacdo (ANEXO I, p.88).
A coleta foi registrada sob n° 194178.

Figura 6. Folha e caule de C. sicyoides utilizados neste trabalho.

4.1.1 Preparacdo e Caracterizagdo da Matéria-prima
4.1.1.1 Secagem e moagem

A folha e o caule de C. sicyoides foram pré-tratados, realizando a secagem a 35 °C por
48 h em estufa de circulacdo de ar (Fabbe-Primar, modelo 225, Brasil). Em seguida, a
matéria-prima seca foi moida no Laboratério de Medidas Fisicas (LAMEFI/ FEA - UFPA) e 0
equipamento utilizado foi um moinho de facas (Tecnal, modelo TE-631/3, Brasil).

4.1.1.2 Determinagdo da umidade
A matéria-prima foi caracterizada quanto ao seu teor de dgua segundo o método de
destilacdo do solvente imiscivel de Jacobs (1973) no Laboratério de Engenharia de Produtos
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Naturais (LEPRON/FEQ-UFPA). Na Figura 7, esta representado o equipamento utilizado
para a determinagdo da umidade. O equipamento é constituido de um condensador, um tubo
coletor graduado que recebe a agua evaporada da amostra, uma manta de aquecimento e um
baldo de 250 ml. Para o experimento, foram utilizados 15 g de folha e caule de C. sicyoides
imerso em 80 ml de xilol (pureza 98,5%, Dindmica, Brasil). Conectou-se o tubo coletor
graduado ao condensador e ao baldo, ligou-se a manta de aquecimento e iniciou-se o refluxo
até o esgotamento da agua por cerca de 2 h. Este procedimento foi realizado em triplicata. A

umidade da amostra foi calculada pela Equacéo 1:

%
U= (L’DHZO)QC 100 1)

m amostra

Onde:

U: umidade;

V20 : volume de dgua extraida da amostra;
P20 densidade da agua;

M gmostra. Massa da amostra.

’f/ Condensador

Tubo para

destilagdo
Tubode . Baldo
coleta _» volumétrico

Figura 7. Esquema do aparelho utilizado para a determinacdo de umidade em solidos

contendo substancias volateis, sequndo 0 método de Jacobs.

4.1.1.3 Determinacdo do diametro da particula
Para determinar a granulometria, uma amostra do material moido (cerca de 100 g) foi
classificada de acordo com a série padrdo de peneiras Tyler de 20 a 60 mesh (Bertel, Brasil)
no Laboratério de Medidas Fisicas (LAMEFI/FEA-UFPA) depois do peneiramento, a
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matéria-prima foi colocada num agitador magnetico (Produtest, modelo 3580, Brasil) até
completa separacdo das particulas. As fragbes de 20, 28 e 35 mesh foram homogeneizadas e
utilizadas para o empacotamento do leito de extracdo. Posteriormente a matéria-prima foi
acondicionada em sacos plasticos de polipropileno, submetidas a vacuo, e armazenadas em
freezer domestico (Brastemp, Brasil) em temperatura inferior a 5 °C. O didmetro médio das
particulas foi determinado de acordo com o método recomendado pela ASAE Standart
(ASAE, 1998) através da Equacéo 2:

o N\
> | w. logd.

izl i

dmg =log - (2
T w
- i:1 -

Onde:
di=(d.d_)*

di: abertura nominal da i-ésima peneira (mm);
di+1; abertura nominal da peneira maior que a i-ésima peneira (mm);

ws: massa do material retida na i-ésima peneira.

As capturas de imagens das particulas, para determinar suas formas foram realizadas no
Laboratorio de Microscopia (LMEV/ITEC-UFPA), pela medida visual por Microscopio
Eletronico de Varredura (MEV) (Hitachi, modelo TM 3000, Japéo).

4.1.1.4 Determinacdo da densidade aparente do leito, densidade real da particula e porosidade
do leito.

A densidade aparente (pa) foi calculada dividindo-se a massa total necessaria da
matéria-prima (F) para empacotar o leito, pelo volume total (V) do leito de extracdo conforme

Equacdo 3:
F
pu=1 ©)

A densidade real (pr) das particulas foi determinada por picnometria com gas hélio na
Central Analitica do Instituto de Quimica da Unicamp utilizando densimetro (Micrometrics,

modelo Multivolume Pycnometer 1305, USA), uma balanca analitica (QUIMIS, modelo AS
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210, Brasil) e um pesa filtro (ANEXO 11, p.89). Com os dados de densidade real e aparente

foi calculada a porosidade do leito () através da Equagéo 4:

Pa
e=1—— 4
Pr )
4.2 Extragdo com Fluido Supercritico (SFE)
4.2.1 Unidade de Extracao Supercritica
As extracOes foram realizadas no Laboratorio de Extracdo (LABEX/FEA-UFPA), no

Spe-ed™ SFE (Applied Separations, modelo 7071, USA) (Figura 8). O diagrama esquemético

é apresentado na Figura 9. O Spe-ed™ SFE esta acoplado com compressor de volume interno
19,7 L (Schulz, modelo CSA 7,8, Brasil), recirculador (Polyscience, modelo F08400796,
USA), um cilindro CO, (pureza 99,9 %, White Martins, Brasil), bomba de cossolvente (serie
1500) e medidor de vazdo na saida do sistema (Dwyer, RMA, USA).

Figura 8. Spe-ed™ SFE da Applied Separations, modelo 7071.
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| r
Extratores (2) . l . l l
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. |
Tubo
coletor
Tubo
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F 1 F
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co, Ar — 1 1
comprimido > Bomba CO,

Figura 9. Diagrama esquematico de Spe-ed™ SFE.

Fonte: Applied separations (2004).

4.2.2 Procedimento Operacional

Segundo o manual de operacOes da Applied separations (2004), os passos para a

operacdo do Spe-ed ™ SFE tiveram a seguinte sequéncia:

a)

b)
c)

d)
e)
f)

9)

h)

)
K)

A amostra foi colocada na célula de extracdo e em seguida realizou-se o acoplamento
da célula no forno de extracéo;

As vélvulas de entrada, saida, ventilagdo e micrométricas foram fechadas;

As temperaturas desejadas do forno e do sistema de aquecimento da valvula
micrométrica foram estabelecidas;

Ajustou-se o regulador de pressdo de ar até que o CO; atingisse a pressdo desejada. A
pressao de CO; foi apresentada digitalmente no painel frontal do médulo da bomba.
As véalvulas de entrada foram abertas girando em sentido anti-horério;

Verificaram-se possiveis vazamentos de CO,, pressurizando o modulo de bomba na
metade da pressdo desejada, em seguida certificou-se se a célula extracdo ndo tinha
vazamento;

A valvula de saida foi aberta na parte superior do forno. O fluido supercritico ap0s
extragdo permitiu a coleta do extrato num tubo coletor;

A valvula micrométrica foi aberta e a taxa de fluxo desejada foi mantida constante,
utilizando um medidor de fluxo;

Finalizando a extragdo, 0 processo seguiu com a despressurizacao;

As valvulas de entrada foram fechadas e o forno foi desligado e a porta aberta;

A vélvula de ventilacdo do forno foi aberta;

33



Materiais e Métodos

I) As tubulagbes foram lavadas, ligando uma seringa com uma placa de ago inoxidavel
na linha de extracdo. A lavagem foi realizada com etanol;

m) O vaso de coleta foi retirado do sistema para a medicdo da massa de extrato e
consequente determinacdo do rendimento global. Em seguida, o extrato foi

armazenado em frasco protegido da luz, oxigénio e temperatura inferior a 5 °C.

4.2.3 Preparacao da Célula de Extracédo

O empacotamento da célula de extracdo, com dimensdes de 3,20 cm de diametro interno
e 15,60 cm de comprimento, foi realizado com 10 g de matéria-prima. A fim de evitar a
migracdo de particulados da matéria-prima para os dutos capilares, foram inseridas pequenas
porcdes de algodao nas extremidades internas da célula e esferas de vidro. Posteriormente, foi
fechada e inserida dentro do forno de Spe-ed™ SFE para iniciar o processo de extrag&o
(Figura 10).

Esferas de vidro
Algodao

Matéria-prima

Algodao

Esferas de vidro

Figura 10. llustracdo do leito extracao.

4.2.4 Determinacgédo das Melhores Condigdes Operacionais

Os ensaios da SFE foram realizados em folha e caule de C. sicyoides, utilizando CO, e
CO,t+cossolvente (etanol) (pureza 96,0 %, Dindmica, Brasil). Os parametros operacionais
mantidos constantes foram o tempo de extracdo estatica (tg) de 30 min, tempo de extracdo
dindmica (tp) de 180 min, a vazdo de CO, de 2,5 L/min e a massa de matéria-prima de 10 g. O
procedimento de extragdo foi realizado com base em uma Metodologia de Superficie de

Resposta (MSR) com um planejamento estatistico de Box-Behnken, para trés fatores ou
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variaveis independentes: pressao, temperatura e % de cossolvente (etanol) e trés niveis (-1, 0

e +1), como pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2. Variaveis independentes com seus valores reais e codificados, utilizadas no

planejamento estatistico de Box-Behnken.

Variaveis de independentes Unidade Notacéo Niveis
-1 0 +1
Presséo bar X1 200 300 400
Temperatura °C X2 40 50 60
Cossolvente (etanol) % X3 0 5 10

As variaveis independentes foram estudadas para obter as variaveis respostas:
rendimento global de extracdo, compostos fendlicos totais, flavonoides totais e atividade
antioxidante. Na Tabela 3 sdo apresentados os 15 ensaios experimentais do planejamento

estatistico de Box-Behnken. O numero de ensaio é dado pela Equacéo 5:

N = 2k(k — 1) + C, ©)
Onde:
k: nimero de variaveis;

Co: numero de réplicas no ponto central que equivale a trés.

Os experimentos foram realizados em duplicatas com a execucdo aleatorizada. O
programa Statistica versdo 7.0 foi utilizado para a analise de variancia (ANOVA) e definir o
coeficiente de determinacdo (R?). Para os testes estatisticos foi utilizado um nivel de

significancia de 5 %.

4.2.5 Determinagdo dos Rendimentos Globais de Extracéo
Os rendimentos globais foram calculados a partir da razdo matematica entre a massa de
extrato (os extratos com cossolvente foram submetidos a evaporacdo) e a massa de amostra

(folha e caule) em base seca (b.s.) como pode ser visualizada na Equacéo 6:

mo

Ua)
X —_
Mq ( 100

Xops. (%) = X 100 (6)

Onde:
m,: massa de extrato (Q);
mq: massa de amostra em (g);

U.: umidade da amostra (%).
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Tabela 3. Condicbes de extracdo com fluido supercritico (SFE) segundo o planejamento
estatistico de Box-Behnken.

N° de Ensaio X1 Xa X3 Pressdo  Temperatura Cossolvente
(bar) (°C) (etanol) (%0)
1 -1 -1 0 200 40 5
2 +1 -1 0 400 40 5
3 -1 +1 0 200 60 5
4 +1 +1 0 400 60 5
5 -1 0 -1 200 50 0
6 +1 0 -1 400 50 0
7 -1 0 +1 200 50 10
8 +1 0 +1 400 50 10
9 0 -1 -1 300 40
10 0 +1 -1 300 60
11 0 -1 +1 300 40 10
12 0 +1 +1 300 60 10
13 0 0 0 300 50 5
14 0 0 0 300 50 5
15 0 0 0 300 50 5

4.2.6 Calculo de Densidade

A densidade do CO; foi calculada no simulador Aspen Hysys (parte integrante do pacote
comercial Aspen One 8.6) empregando a equacdo de estado Redlich-Kwong-Aspen (RK-
Aspen). Para as misturas solvente (CO,)+cosolvente (etanol), a densidade foi calculada
utilizando a equacéo de estado Redlich-Kwong-Aspen (RK-Aspen) com a regra de mistura de
RK-Aspen com dois parametros de interacdo binaria determinados por Silva (2015) a partir de

dados experimentais de equilibrio de fases de Secuianu et al.,2008.

4.3 Extragdo Convencional por Soxhlet

Os ensaios para a obtencdo do extrato hexanico e extrato etanélico, foram realizados no
Laboratorio de Processos Biotecnoldgicos (LABIOTEC/FEA-UFPA), utilizando-se uma
relagcdo soluto-solvente de 1:10. Foi empregado 15 g de folha e caule de C. sicyoides para
150 mL de etanol e 8 g para 80 mL de hexano (pureza 65,0 %, Vetec, Brasil). As misturas de
(C. sicyoides+solvente) foram mantidas em refluxo por 3 h em aparelho Soxhlet de 500 ml
(Figura 11). Os solventes foram removidos por evaporac¢do. O rendimento do extrato bruto foi

calculado pela Equacgéo 6.
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+— Soxhlet

Baldo
volumétrico

Figura 11. Esquema do aparato experimental utilizado na extragdo convencional por Soxhlet.

4.4 Determinacdo da Composicdo Quimica dos Extratos
4.4.1 Anélise por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE)

A triagem fitoquimica dos extratos de C. sicyoides foi realizada por Cromatografia em
Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE) de acordo com o método de Wagner e Bladt
(2001) e Srivastava (2011) no Laboratério Central de Extracdo (ICEN/UFPA). Foram
aplicados 50 pg de cada extrato (10 pL de uma solugéo de 5.000 ppm) em forma de banda em
placas de silica gel SiliaPlate TLC Glass Backed TLC Extra Hard Layer 60 A (SiliCycle Inc,
Canada) com o auxilio do médulo aplicador automatico de amostras (CAMAG, ATS 4-
Automatic TLC Sampler, Suiza) os extratos foram dispostos nas placas conforme mostra a

Figura 12.

O meétodo de eluicdo cromatografica foi realizado em mdédulo de desenvolvimento
maltiplo automatico (CAMAG, AMD 2-Automated Multiple Development, Suiza) onde foi
utilizado um sistema de elui¢cdo em gradiente amplo, composto por dez passos, tendo como
fase movel diclorometano (pureza 99,9 %, Tedia, Brasil) e metanol (pureza 99,9 %, Tedia,
Brasil) em uma proporcdo de (95:5), acidificado com 1 % acido formico (pureza 85 %,
ISOFAR, Brasil). Para a escolha dos solventes que compdem o gradiente ou fase movel,
realizou-se previamente um teste de seletividade até que se encontrasse o sistema ideal para a
visualizagdo de cada banda, usando-se cloroférmio (pureza 99,8 %, Tedia, USA), tolueno
(pureza 99,5 %, Tedia, USA), diclorometano, acetato de etila (pureza 99,5 %, Tedia, USA),
acetona (pureza 99,5 %, Tedia, USA), metanol e etanol (pureza 99,5 %, Tedia, USA), com 0s
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extratos de C. sicyoides, utilizando placa de silica SiliaPlate TLC-Aluminio 60 Fs4 (SiliCycle
Inc, Canada). Nesta etapa as placas foram eluidas em cubas de elui¢cdo contendo 100 % de
cada solvente organico e foram observadas sob luz visivel e sob luz Ultravioleta (UV) no
comprimento de onda de 366 nm.
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Figura 12. Disposic¢éo dos extratos de C. sicyoides na placa para o analise por CCDAE.

Para a identificacdo das classes especificas de compostos quimicos, as placas
desenvolvidas foram reveladas até o aparecimento de bandas com coloracdo caracteristica,
com os reveladores quimicos: Vanilina Acido Sulfurico (VAS) (Merck, Brasil) especifico
para identificacdo de terpenos, esterdides e acidos graxos, e com cloreto férrico (FeCls)
(pureza 97 %, Sigma-Aldrich, Brasil) para identificacdo de compostos fendlicos e
visualizadas sob luz visivel. Além disso, foi revelada com reagente de Produto
Natural/Polietilenoglicol (NP/PEG), uma mistura de Difenilboriloxietilamina (NP) (Sigma-
Aldrich, Brasil) e Polietilenoglicol 4000 (PEG) (Sigma-Aldrich, Brasil) para identificacdo de
flavonoides e observadas sob luz UV a 366 nm. Todas as placas foram fotodocumentadas com
0 auxilio do mddulo TLC Visualizer (CAMAG, Suiza).

4.4.2 Anélise de Compostos Fendlicos Totais (CFT)

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi realizada no Laboratdrio de Processos
Biotecnolégicos (LABIOTEC/FEA-UFPA) utilizando o método de Folin-Ciocalteu segundo a
metodologia descrita por Singleton et al. (1999) e Georgé et al. (2005). Os extratos de C.
sicyoides, foram dissolvidos em uma solugdo de etanol a 7 %, na concentracdo de 140 mg/L.
Assim, 0,5 mL desta solugdo, foi submetida & reacdo com 2,5 mL de reagente de Folin-
Ciocalteu (Tedia, Brasil) a 10 % por 2 min e, finalmente, adicionou-se 2 mL de solucdo de

carbonato de sodio (99,5 %, Vetec, Brasil) a 7,5 %. Ap6s a incubacdo, a temperatura
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ambiente, no escuro, por 60 min e as medidas das absorbancias foram realizadas em um
espectrofotdmetro (Thermo Scientific, modelo Evolution 60, USA) a 760 nm contra o branco,

preparado similar aos extratos.

Para a quantificacdo, foi utilizado como padrdo o acido galico (98,0 %, Vetec, Brasil)
nas concentracles de 1, 5, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mg/L, para construcdo da curva analitica.
A partir da equagdo da reta (Y=0,0099x-0,0277) onde y € a absorbancia e x é a concentragdo
com R?=0,9971, foi realizado o calculo do teor de fenélicos totais, expresso em mg de
equivalente de acido galico (EAG) por grama de extrato de C. sicyoides em base seca (b.s.)
(mg EAG/g de extrato).

4.4.3 Anélise de Flavonoides Totais (FT)

A determinagdo de flavonoides totais foi realizada no Laboratério de Processos
Biotecnoldgicos (LABIOTEC/FEA-UFPA) usando o procedimento descrito por Dowd (1959)
e Meda et al. (2005), onde 0,5 mL de solucdo etanolica de cloreto de aluminio (AICI3) (pureza
99,0 %, Fluka, Alemanha) a 2 %, foi misturada com o mesmo volume da solugéo de amostra
(extratos de C. sicyoides, dissolvidos em etanol na concentragdo de 140 mg/L). Apds 10 min a
temperatura ambiente e no escuro, leu-se a absorbancia a 425 nm em um espectrofotémetro
(Thermo Scientific, modelo Evolution 60, USA) contra um branco, consistindo de uma
solucdo de 0,5 mL de amostra com 0,5 mL de etanol sem AICl;. Para a quantificagdo foi
utilizado como padrdo a quercetina (pureza > 95,0 %, Sigma-Aldrich, Brasil) nas
concentragdes 0.5, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 mg/L, para construcdo da curva analitica. A
partir da equacao da reta (Y=0,0355x+0,0127) com R2=0,9983, foi realizado o calculo do teor
de flavonoides totais, expresso como mg de equivalentes de quercetina (EQ) por grama de
extrato de C. sicyoides em base seca (b.s.) (mg EQ/g de extrato).

4.4.4 Extracdo em Fase Soélida (SPE)

Os extratos obtidos por SFE e Soxhlet apresentaram, em termos qualitativos, uma
coloracdo verde escura indicando a presenca de clorofila (Figura 13). Portanto, durante o
preparo da amostra foi realizada a extragdo em fase sélida (SPE-Solid Phase Extraction) com
0 proposito da remocédo de compostos interferentes como a clorofila a fim de continuar com o
desenvolvimento da analise cromatografica e permitir a identificagdo dos compostos alvo. A
SPE foi realizada no Centro de Valorizacdo Agroalimentar de Compostos Bioativos da
Amazonia (CVACBA) segundo o procedimento descrito por Irakli et al., (2012) utilizando-se
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cartuchos Cig (Strata, 55 pum, 70 A, 200 mg/ 3 mL, Phenomenex, Torrance, CA) o0s quais
foram acondicionados com 3 mL de metanol e 3 mL agua ultrapura acidificadas com 1 % de
acido férmico (pureza 85 %, ISOFAR, Brasil). Logo, 10 mg de extrato diluido em metanol a
33,3 % foi colocado no cartucho Cig e eluido. Depois, verteu-se sobre o cartucho 3 mL de
agua ultrapura acidificada. Os analitos que ficaram adsorvidos no cartucho foram eluidos com
metanol a 70 % acidificado. As fracbes foram secas e reconstituidas com metanol a 80 %.

Posteriormente as fracdes foram analisadas por HPLC-DAD.

oL
g A\

Figura 13. Imagens dos extratos C. sicyoides: (A) SFE-CO,; (B) SFE-CO,+cossolvente

(etanol); (C) extrato hexanicos; (D) extrato etanolico.

4.4.5 Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A identificacdo de flavonoides nos extratos de C. sicyoides foi realizada no Centro de
Valorizagdo Agroalimentar de Compostos Bioativos da Amazonia (CVACBA) de acordo com
0 método descrito por Beserra et al. (2016) empregando um sistema de cromatografia liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) (Thermo Fisher Scientific, serie Ultimate™ 3000, Bremen,
Alemanha), que consiste de um detector de arranjo de diodos DAD (DAD-3000), equipado
com uma bomba quaternaria (LPG-3400RS) e injetor automatico de amostra. A separagdo
cromatografica foi realizada utilizando uma coluna de fase reversa (Phenomenex C;g 250 mm
X 4,6 mm, 4um de tamanho da particula). As analises foram realizadas nos extratos obtido no
item 4.4.4 dissolvidos em metanol 80 % com uma concentracdo final de 1 mg/mL, para

injecdo no cromatografo foram filtrados em filtros (Filtrilo em Nylon, com tamanho de poro
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de 0,45 pum) o volume de injecéo foi de 20 pL de amostras e as separagcdes foram feitas com
uma taxa de fluxo constante de 0,6 mL/min, a temperatura de 25°C.

As fases mdveis utilizadas foram &gua ultrapura (solvente A) e metanol grau HPLC
(solvente B), ambas acidificadas com 0,1 % de acido formico (pureza 85,0%, ISOFAR,
Brasil) a proporcéo foi de: 5-100 % de B em A por 70 min. Os espectros foram obtidos entre
200 e 600 nm e os cromatogramas foram processados a 254 nm. A identificacdo dos
compostos baseou-se nos tempos de retencdo, nos espectros, comprados com os padroes
externos (quercetina, quercetina 3-glicosideo e quercetina 3-raminosideo) todos adquiridos da
Sigma-Aldrich (Brasil).

4.5 Atividade Antioxidante dos Extratos
4.5.1 Anélise Qualitativa da Atividade Antioxidante

Os extratos de C. sicyoides foram analisados por Cromatografia em Camada Delgada de
Alta Eficiéncia (CCDAE) de acordo com o método descrito no item 4.4.1. A placa
desenvolvida foi revelada sob luz visivel com uma solu¢do metandlica do radical DPPH« (2,2-
Difenil-1-picril-hidrazil) (Sigma-Aldrich, Brasil) a 25 uM até o aparecimento de manchas

amarelas sob fundo de coloracédo purpura, indicativo de possivel atividade antioxidante.

4.5.2 Anélise Quantitativa da Atividade Antioxidante

A andlise quantitativa da atividade antioxidante dos extratos de C. sicyoides pelo
método DPPH foi realizada no Laboratorio de Processos Biotecnologicos (LABIOTEC/FEA-
UFPA) de acordo com o método proposto por Brand-Williams et al. (1995) baseado na
captura do radical DPPH« pelos antioxidantes presentes na amostra, produzindo decréscimo
da absorbéancia a 515 nm. Esse método foi modificado por Sanchez-Moreno et al. (1998) para
medir os parametros cinéticos: ECso (quantidade de antioxidante necessaria para reduzir em
50 % a quantidade inicial do radical DPPH*) e tecso (tempo que a amostra necessita para

reduzir em 50 % a quantidade inicial do radical).

41



Materiais e Métodos

A partir de uma solug@o inicial de DPPH a 60 uM (2,4 mg de DPPH diluido em 100 mL
de etanol) com absorbancia inicial em torno de 0,70 + 0,05, foram preparadas em balGes
volumétricos de 10 mL solugdes variando a concentragdo de 10 a 60 uM, para a construcdo da
curva analitica do DPPH, as medidas das absorbancias foram realizadas em um
espectrofotometro (Thermo Scientific, modelo Evolution 60, USA) a 515 nm utilizando

etanol como branco.

A partir dos extratos de C. sicyoides foi realizada uma cinética para determinar o tempo
de estabilizacdo da absorbéncia para cada amostra. Foram preparadas em tubos de ensaio
cinco dilui¢des diferentes (10, 7, 6, 5 e 4 mg/mL). Uma aliquota de 0,1 mL dos extratos foi
transferida para tubos de ensaio previamente revestidos com papel aluminio. Em seguida
foram adicionados 3,9 mL de solucdo de DPPH a 60 uM. O decréscimo da absorbéancia foi
monitorado a cada minuto, a 515 nm, até sua estabilizacdo. Foi utilizado etanol, como branco,

para calibrar o espectrofotdmetro.

Determinado o tempo de estabilizacdo, foram preparadas diluicdes diferentes a partir do
extrato. Uma aliquota de 0,1 ml de cada diluicdo foi adicionada a 3,9 mL de solu¢cdo de DPPH
a 60 uM. Todas as determinacgdes foram acompanhadas de um controle feito substituindo-se o
volume do extrato por igual volume (0,1 mL) de etanol. A leitura da absorbancia final para o
calculo do ECsy foi feita apds a estabilizacdo da absorbancia (tempo ECsp). A atividade
antioxidante foi expressa como a concentracdo de antioxidante necessaria para reduzir em
50 % a concentracdo inicial do radical DPPHe (ECsp). O decréscimo da absorbancia do DPPH
foi expresso como g de extratos de C. sicyoides por g de DPPH base seca (b.s.) (g de extrato/g
de DPPH).

4.6 Avaliacdo do Potencial Neuroprotetor e Anti-inflamatério do Extrato Obtido Via
Extracdo Supercritica em Ensaios in vivo de Isquemia Cerebral Focal Induzida em
Ratos

O extrato de C. sicyoides obtido por SFE nas condic¢des operacionais de 50 °C, 400 bar e
10 % de cossolvente (etanol), foi utilizado no Laboratério de Neuroprotecdo e
Neurorregeneracdo Experimental (LNNE/ICB-UFPA) para testar o potencial neuroprotetor e
anti-inflamatorio do extrato ap6s isquemia cerebral focal induzida em ratos adultos machos da
raca Wistar, de acordo com o modelo experimental proposto por Franco et al. (2012) e

Guimaraes-Santos et al. (2012), utilizando os efeitos vasoconstritores do peptideo endotelina-
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1 (ET-1) para induzir isquemia focal no cortex motor dos animais segundo protocolo adaptado
por Fuxe et al. (1997) e Hughes et al. (2003).

4.6.1 Animais e Procedimentos Cirdrgicos

Foram utilizados oito ratos adultos machos da raga Wistar, sendo cinco animais
isquémicos e trés animais controle, com peso de aproximadamente 0,250 kg, alojados em
gaiolas padrdo com alimento e agua fornecidos ad libitum, cedidos pelo biotério central da
Universidade Federal do Para. Todos os procedimentos experimentais foram realizados em
obediéncia as normas sugeridas pela Society for Neuroscience, National Institute of Health
(NIH, USA), Conselho Nacional de Controle de Animais de Experimentacdo (CONCEA) e
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais de Experimentacdo da Universidade Federal
do Pard (CEPAE-UFPA: 137-13).

Os animais foram anestesiados via intraperitoneal (i.p.) com injecdo de uma mistura de
cloridrato de cetamina (Vetanarcol®, Kéning. 72 mg/kg) e cloridrato de xilazina (Kensol®,
Koning. 9 mg/kg). Apds a auséncia dos reflexos, foram colocados sobre o estereotaxico
(Insight® EFF-336), sob a protecdo de uma manta térmica. Adotou-se a partir do bregma as
seguintes coordenadas: médio-lateral: 2,3; anteroposterior: 1,2; dorsoventral: 0,5. Realizou-se
a craniotomia para exposicdo da superficie cortical, injetou-se a concentracdo de 80 pMols de
Endotelina-1 (ET-1) (E7764 Sigma-Aldrich, USA) diluida em 1 puL de corante azul colanil.

Ap0s os procedimentos cirdrgicos 0s animais permaneceram alojados em gaiolas padrao
com alimento e &gua fornecidos ad libitum, temperatura controlada em 24°C, ciclo circadiano
12/12 h claro-escuro durante a sobrevida de sete dias, onde foram novamente anestesiados
(i.p.) e submetidos a perfusdo para exposi¢cdo do saco pericardico com solucdo salina 0,9 %

heparinizada seguida de Paraformaldeido a 4 %.

4.6.2 Microtomia e Analise Imunohistoquimica

Os encéfalos foram crioprotegidos em diferentes concentra¢fes com solucdo a base de
glicerol com 30 % de sacarose e seccionadas utilizando um criostato (Zeiss HM505E) em
50 um de espessura. A area de lesdo e as células inflamatdrias foram identificadas utilizando

0 corante violeta de cresila.
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4.6.3 Tratamento com Extrato de C. sicyoides Obtido por SFE

O extrato de C. sicyoides foi administrado via intraperitoneal (i.p) em uma concentragédo
diaria de 100 mg/kg logo apos a injecdo de ET-1, a dose foi aplicada em um ciclo de
12/12 h durante o periodo de sobrevida. O grupo controle foi constituido por animais

isquémicos, tratados apenas com uma solugdo fisiolégica com 5 % de tween.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo da Matéria-prima e Leito de Extracdo

A mateéria-prima de estudo constituida de folha e caule de C. sicyoides apresentou
7,75+0,31 % de umidade, didmetro médio das particulas de 0,50+0,07 mm, densidade
aparente (pa) de 0,24 g/cm?, densidade real (pr) de 1,32+0,02 g/cm? e porosidade do leito ()
de 0,82. Nas Figuras 14, 15 e 16, sdo apresentadas as imagens obtidas por MEV exibindo a
forma e o aspecto das particulas da folha e caule de C. sicyoides. Observa-se que as particulas
apresentaram formas e tamanhos variados, mostrando uma forma irregular para as folhas e

cilindrica para o caule.

—_—e e P

TM3000 5574 2016/05/23 14:55 F D5.0 x25 4mm TM3000 5643 2016/05/31 1639 F D4.0 x25

Figura 14. Imagens obtidas por MEV da C. sicyoides: (A) folha e (B) caule (x 25).

TM3000_5575 2016/0523 1457 F  D5.0 x40 2mm  TM3000_5644 2016/05/31 1641 F D4.0 x40

Figura 15. Imagens obtidas por MEV da C. sicyoides: (A) folha e (B) caule (x 40).
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15:02 F  D4.7 x80 1mm  TM3000_5646 2016/05/31 1649 F D4.0 x80 1mm

TM3000_5577 2016/05/23

Figura 16. Imagens obtidas por MEV da C. sicyoides: (A) folha e (B) caule (x 80).

5.2 Extragdo com Fluido Supercritico (SFE)
5.2.1 Determinacdo dos Rendimentos Globais de Extracdo

Conforme a Tabela 4 é possivel verificar que o rendimento global de extracdo em base
seca variou de 1,27 a 3,21 % sendo que o menor rendimento foi obtido na condicdo de
200 bar, 50 °C, sem emprego de cossolvente e densidade de 692,8 kg/m?, enquanto o maior
rendimento foi obtido na condicao de 400 bar, 50 °C, 10 % de cossolvente (etanol) e com uma
densidade de 861,3 kg/m>. Na estimativa dos efeitos e o coeficiente de regresséo das variaveis
independentes em funcdo da resposta apresentados na Tabela 5, pode-se observar que a
pressdo e a % de cossolvente (etanol) influenciaram significativamente (p<0,05) a resposta na
sua forma linear. No entanto, foi analisado o p-valor para a varidvel ndo significativa
(temperatura) e observou-se que na sua forma linear deve ser considerada significativa porque
apresentou um p-valor proximo ao de alfa (0,05). Entretanto, as interacfes entre as variaveis
em estudo n&o foram significativas (p>0,05). O coeficiente de determinagdo (R?) foi de 0,97
mostrando que 97,0 % da variacéo da resposta pode ser explicada pelo modelo.

O resultado da andlise de variancia (ANOVA) para esta resposta apresentado na
Tabela 6, observa-se que a falta de ajuste ndo foi significativa, 0 que permite a utilizacéo do
modelo matematico. Isto significa que o rendimento global de extracdo é méximo quando a
pressao, temperatura e a % de cossolvente (etanol) estdo em seus niveis maiores de 400 bar,
60 °C e 10 % respectivamente. As superficies de respostas foram plotadas para ajudar a
avaliar os resultados (Figuras 17, 18 e 19).
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Tabela 4. Planejamento Box-Behnken, com as varidveis independentes sobre as varidveis de respostas avaliadas para os extratos de C. sicyoides

obtidos via SFE, comparado a extracdo convencional (Soxhlet).

Extracdo com fluido supercritico (SFE)

N° de Pressao Temperatura  Cossolvente  Densidade  Rendimento  CFT (mg EAG/g FT (mgEQ/g DPPH (ECs expresso em g
Ensaio (bar) (°C) (etanol) (%) (kg/m®) (%) de extrato) de extrato) de extrato/ g de DPPH)

1 -1 (2000 -1 (40) 0 (5 775,6 1,84 52,43 3,85 596,34
2 +1 (400) -1 (40) 0 (5 889,7 2,08 53,21 4,43 595,62
3 -1 (200) +1 (60) 0 (5 678,5 1,94 51,12 3,70 610,38
4 +1 (400) +1 (60) 0 (5 831,3 2,69 56,08 8,06 597,71
5 -1 (200) 0 (50) -1 (0 692,8 1,27 37,83 1,08 899,14
6 +1  (400) 0 (50) -1 (0) 859,9 1,80 44,09 0,14 897,36
7 -1 (200) 0 (50) +1  (10) 756,1 2,37 57,38 10,97 415,34
8 +1 (400) 0 (50) +1  (10) 861,3 3,21 65,20 9,01 379,60
9 0 (300) -1 (40) -1 (0) 836,1 1,52 43,82 0,28 896,28
10 0 (300) +1 (60) -1 (0) 753,8 2,03 41,74 0,72 898,50
11 0 (30) -1 (40 +1  (10) 845,2 2,58 49,04 13,44 460,81
12 0 (3000 +1 (60) +1  (10) 784,3 2,76 47,21 3,12 440,88
13 0 (300) 0 (50) 0 (5 809,4 2,35 38,61 3,70 609,80
14 0 (300) 0 (50) 0 (5 809,4 2,16 43,56 4,50 598,23
15 0 (300) 0 (50) 0 (5 809,4 2,38 40,96 5,52 599,33
Extracdo convencional por Soxhlet

Extrato hexanico - - - - 5,06 60,51 6,97 897,99
Extrato etandlico - - - - 11,02 150,19 53,94 325,67
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Tabela 5. Estimativa dos efeitos e coeficientes de regressdo para o rendimento global de

extragdo.

Efeitos Coeficientes regressao p
Média/Interc. 2,1742 2,1742 0,0003
Pressdo (L) 0,5900 0,2950 0,0198*
Presséo (Q) 0,1096 0,0548 0,2196
Temperatura (L) 0,3500 0,1750 0,0535*
Temperatura (Q) 0,0496 0,0248 0,5083
Cossolvente (etanol) (L) 1,0750 0,5375 0,0061*
Cossolvente (etanol) (Q) 0,0246 0,0123 0,7304
P*T 0,2550 0,1275 0,1660
P*E 0,1550 0,0775 0,3235
T*E -0,1650 -0,0825 0,3008
R 0,97 - -
R%adj 0,91 - -

(*)=p <0,05; L= efeito linear; Q= efeito quadratico.

Tabela 6. Andlise de variancia (ANOVA) para o rendimento global de extracao.

GL MQ Teste F p

Presséo (L) 0,6962 1 0,6962 48,9133  0,0198*
Presséo (Q) 0,0443 1 0,0443 3,1152 0,2196
Temperatura (L) 0,2450 1 0,2450 17,2131  0,0535*
Temperatura (Q) 0,0091 1 0,0091 0,6378 0,5083
Cossolvente (etanol) (L) 2,3113 1 2,3113 162,3829  0,0061*
Cossolvente (etanol) (Q) 0,0022 1 0,0022 0,1568 0,7304
P*T 0,0650 1 0,0650 4,5685 0,1660
P*E 0,0240 1 0,0240 1,6879 0,3235
T*E 0,0272 1 0,0272 1,9128 0,3008
Falta de ajuste 0,0829 3 0,0276 1,9415 0,3578
Erro puro 0,0285 2 0,0142

Total 3,5313 14

(*)=p <0,05; L= efeito linear; Q= efeito quadratico; SQ= soma quadratica; GL= Grau de

liberdade; MQ= média quadratica.
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Rendimento (%)

Figura 17. Superficie de resposta para rendimento global de extracdo em funcéo da presséo e
% de cossolvente.

Rendimento (%)

Figura 18. Superficie de resposta para rendimento global de extracdo em funcdo da presséo e
temperatura.
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Rendimento (%)

Figura 19. Superficie de resposta para rendimento global de extracdo em funcdo da % de
cossolvente e temperatura.

Resultados semelhantes aos deste trabalho ja foram relatados na literatura para SFE de
outras plantas. Del Valle et al. (2005) reportaram, para folhas de boldo (Peumus boldus M.),
que o rendimento global de extracdo variou de 2,8 a 4,9 % para extratos obtidos utilizando
CO, e CO, + 5 % de cossolvente (etanol), respectivamente. Veggi et al. (2011) acharam um
rendimento para folhas de ingé-cipé (Inga edulis) de 0,2 % e 1,8 % e em nd-de-cachorro
(Heteropterys afrodisiaca) de 0,1 % e 2,5 % utilizando CO; e CO;, + 10 % de cossolvente
(etanol), respectivamente. Com um porcentual de cossolvente maior que 10 %, é notério o
aumento do rendimento apresentado no trabalho de Dias et al. (2012) para folha de Jambu
(Spilanthes oleracea), cujo rendimento variou de 1,59 a 5,82 % utilizando CO, e CO, + 50 %
de cossolvente (etanol), respectivamente. Costa et al. (2015) encontraram nas folhas de
copaiba (Copaifera langsdorffii) um rendimento entre 0,31 a 14,5 % utilizando CO, e CO, +

25 % de cossolvente (etanol), respectivamente.

O rendimento global de extracdo sofre influéncia direta da pressdo, temperatura e da
adicdo de cossolvente, ou seja, estas variaveis afetam o processo de extragdo. Em geral, a taxa
de extracdo aumenta por causa do aumento da solubilidade do soluto no solvente, com o
acréscimo da pressdo, aumenta a densidade do fluido supercritico, elevando assim o seu poder
de solvatacdo. Em relagdo a temperatura, ha influéncia nas propriedades do solvente e do

soluto; com o aumento da temperatura, aumenta a pressao de vapor, elevando a solubilidade
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dos fluidos supercriticos. Além disso, quantidades baixas de cossolventes (5-10 %) tém sido
utilizadas em estudos de extragdo supercritica de compostos polares com a finalidade de
aumentar o rendimento de extracdo destes compostos no CO, supercritico (Brunner, 2005;
Herrero et al., 2013; de Melo et al., 2014; Cornelio-Santiago et al., 2017).

5.3 Extragao Convencional por Soxhlet

As extracdes por Soxhlet foram realizadas como extracdo de referéncia a fim de
comparar os resultados de rendimento e a composi¢do quimica dos extratos obtidos por SFE.
Os rendimentos em base seca foram de 5,06 % para o extrato hexanico e de 11,02 % para o
extrato etanodlico (Tabela 4). Os resultados encontrados estdo em conformidade com o0s
valores obtidos por Murthy et al. (2003) que realizou extracdo por Soxhlet a partir de caule de
uva-do-diabo (Cissus quadrangulars) utilizando hexano como solventes. Porém, maiores
valores de rendimento foram reportados por Braga et al. (2007), Vasconcelos et al. (2007) e
Beserra et al. (2016) de 23,65 %, 19 % e 27,6 % respectivamente, em estudos feitos na folha
de C. sicyoides utilizando outros solventes e método de extracdo (maceracdo e percolacéo).
Comparando os resultados da SFE com a extracdo por Soxhlet, pode ser observado que para
0s extratos obtidos por SFE o0 maior rendimento foi de 3,21 %, sendo inferior aos rendimentos
obtidos por extragdo em Soxhlet utilizando solventes organicos, que representaram
aproximadamente 1,57 (extrato hexanico) e 3,43 (extrato etanolico) vezes o valor do maior
rendimento da SFE. O incremento do rendimento global é devido a reciclagem y/o refluxo do
solvente e alta temperatura utilizada, que ajuda a reduzir a tensdo superficial e viscosidade,

aumentando a transferéncia de massa.

5.4 Determinacéo da Composicdo Quimica dos Extratos
5.4.1 Analise por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE)

Para a triagem fitoquimica dos extratos de C. sicyoides em Cromatografia em Camada
Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE), realizou-se previamente um teste de seletividade, onde
diferentes sistemas de solventes foram testados, as imagens das placas eluidas com 100 % de
cada solvente organico estdo apresentadas nas Figuras 20 e 21. Foram selecionados dois
solventes organicos, sendo um de baixa polaridade (diclorometano) e outro de alta polaridade
(metanol). O sistema ideal foi constituido de diclorometano/metanol (95:5), que permitiu a
visualizacdo e separagdo de cada banda, ou seja, apresentou uma boa separagdo dos

compostos presentes nos extratos.

51



Resultados e Discussao

ST TERTEE

Figura 20. Teste de seletividade dos extratos de C. sicyoides: placas eluidas com (A) tolueno;
(B) cloroférmio; (C) diclorometano; (D) acetato de etila; (E) acetona; (F) etanol; (G) metanol;

visualizadas na luz visivel.
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@)

Figura 21. Teste de seletividade dos extratos de C. sicyoides: placas eluidas com (A) tolueno;
(B) cloroférmio; (C) diclorometano; (D) acetato de etila; (E) acetona; (F) etanol; (G) metanol;
visualizadas na luz UV 366 nm.
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As placas desenvolvidas foram reveladas com diferentes reagentes que produzem cor
caracteristica para classes especificas de compostos quimicos (Figura 22). Os compostos
tornaram-se visiveis havendo a formacéo de bandas quando as placas foram borrifadas com os
reveladores. Na placa (A) revelada com VAS demonstra a formacéo de bandas com coloracéo
roxa/lilas indicando a provavel presenca de terpenos (Jork et al., 1990; Wagner e Bladt,
2001). A placa (B) reveladas com FeCls indica a possivel presenca de compostos fendlicos
devido a formacdo de bandas de coloracdo alaranjado-marrom (Wagner e Bladt, 2001). Na
placa (C) revelada com NP/PEG, quando € visualizada em luz UV no comprimento de onda
de 366 nm, os compostos dos extratos tornaram-se fluorescentes ao serem excitadas por essa
radiacdo e ha a possivel presenca de flavonoides pela coloracdo amarela das bandas (Jork et
al., 1990; Wagner e Bladt, 2001). No extrato etandlico, ha uma melhor identificacdo dessa

classe de compostos.

Na Tabela 7, estdo apresentados os resultados da triagem fitoquimica dos extratos que
evidenciaram a presenca (reacdo positiva) de constituintes quimicos caracteristico do C.
sicyoides como os terpenos, compostos fendlicos e flavonoides. Resultados semelhantes ja
haviam sido encontrados por Viana et al. (2004) em extrato aquoso de C. sicyoides e Dias et

al. (2017) para extrato hidroalcodlico de C. sicyoides analisados por CCD.

Tabela 7. Triagem fitoquimica dos extratos de C. sicyoides.

Triagem Fitoquimica

N° de Extrato Terpenos  Compostos Flavonoides

Ensaio Fendlicos
1 CO, + 5 % etanol + + +
2 CO, + 5 % etanol + + +
3 CO, + 5 % etanol + + +
4 CO, + 5 % etanol + + +
5 COz + + +
6 CO, + + +
7 CO, + 10 % etanol + + +
8 CO, + 10 % etanol + + +
9 CO, + + +
10 CO, + + +
11 CO, + 10 % etanol + + +
12 CO, + 10 % etanol + + +
13 CO, + 5 % etanol + + +
14 CO, + 5 % etanol + + +
15 CO, + 5 % etanol + + +
16 Hexanico + + +
17 Etandlico + + +

Reacdo positiva (+) para 0s compostos quimicos avaliados.
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Figura 22. CCDAE dos extratos de C. sicyoides, placas reveladas com: (A) VAS; (B) FeCls;
(C) NP/PEG.
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5.4.2 Andlise de Compostos Fendlicos Totais (CFT)

A quantificagdo de Compostos Fendlicos Totais (CFT) é uma estimativa do teor de
todos 0s compostos pertencentes as subclasses de compostos fendlicos presentes nos extratos.
Assim, os valores de compostos fenolicos totais encontrados para cada ensaio realizado a
partir do planejamento deste estudo sdo mostrados na Tabela 4. Observa-se que 0 extrato com
menor valor (37,83 mg EAG/g de extrato) nas condic¢des de 200 bar, 50 °C, sem emprego de
cossolvente e densidade de 692,8 kg/m® o maior valor (65,20 mg EAG/g de extrato) nas
condicdes de 400 bar, 50 °C, 10 % de cossolvente (etanol) e com uma densidade de
861,3 kg/m®. A estimativa dos efeitos e o coeficiente de regresséo das variaveis independentes
em funcdo da resposta sdo apresentados na Tabela 8. Pode-se observar que as variaveis que
influenciaram significativamente (p<0,05) o contetdo de compostos fendlicos totais foram a
pressdo com efeito negativo sobre a resposta e a % de cossolvente (etanol) com efeito
positivo, ambos na sua forma linear. Sugerindo entdo que foram as principais variaveis que
influenciaram na resposta. Entretanto, a temperatura de extragcdo e as interacdes entre as
variaveis em estudo n&o foram significativas (p>0,05). O coeficiente de determinagdo (R?) foi
de 0,84, mostrando que apenas 84,0 % da variacdo da resposta pode ser explicada pelo

modelo.

Tabela 8. Estimativa dos efeitos e coeficientes de regressdo para compostos fendélicos totais.

Efeitos Coeficientes regressao p
Média/Interc. 49,9292 49,9292 0,0002
Pressao (L) 4,9550 2,4775 0,1055
Pressao (Q) -8,9196 -4,4598 0,0202*
Temperatura (L) -0,5875 -0,2938 0,7691
Temperatura (Q) -3,2471 -1,6235 0,1279
Cossolvente (etanol) (L) 12,8375 6,4188 0,0181*
Cossolvente (etanol) (Q) -1,1621 -0,5810 0,4623
P*T 2,0900 1,0450 0,4875
P*E 0,7800 0,3900 0,7826
T*E 0,1250 0,0625 0,9643
R? 0,84 - -
R%adj 0,54 - .

(*)= p <0,05; L= efeito linear; Q= efeito quadratico.

O resultado da analise de variancia (ANOVA) para esta resposta, apresentado na
Tabela 9, observa-se que a falta de ajuste ndo foi significativa, 0 que permite a utilizagdo do

modelo matematico. Isto significa que o teor de compostos fendlicos totais € maximo quando
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a pressdo e a % de cossolvente (etanol) estdo em seus niveis maiores de 400 bar e 10 %

respectivamente (Figura 23).

Tabela 9. Andlise de variancia (ANOVA) para compostos fendlicos totais.

SQ GL MQ Teste F p

Pressao (L) 49,1041 1 49,1041 8,0094 0,1055
Presséo (Q) 293,7562 1 293,7562 47,9146  0,0202*
Temperatura (L) 0,6903 1 0,6903 0,1126 0,7691
Temperatura (Q) 38,9300 1 38,9300 6,3499 0,1279
Cossolvente (etanol) (L)  329,6028 1 329,6028 53,7615  0,0181*
Cossolvente (etanol) (Q) 4,9862 1 4,9862 0,8133 0,4623
P*T 4,3681 1 4,3681 0,7125 0,4875
P*E 0,6084 1 0,6084 0,0992 0,7826
T*E 0,0156 1 0,0156 0,0026 0,9643
Falta de ajuste 124,7097 3 41,5699 6,7805 0,1312
Erro puro 12,2617 2 6,1308

Total 839,7976 14

(*)=p <0,05; L= efeito linear; Q= efeito quadratico; SQ= soma quadréatica; GL= Grau de

liberdade; MQ= média quadratica.

CFT (mg AGE/g de extrato)

Figura 23. Superficie de resposta de compostos fendlicos totais em funcdo da pressao e % de

cossolvente.

Os resultados expostos na Tabela 4 também mostram que, além de melhorar

rendimentos de extracdo, o aumento da densidade, a pressao e o uso de cossolvente tambeém
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melhoraram o conteddo de compostos fendlicos totais nos extratos de C. sicyoides, quando
sdo comparados aos resultados dos extratos obtidos a partir de SFE nas condi¢fes de 200 bar,
50 °C e sem emprego de cossolvente (37,83 mg EAG/g de extrato), com o extrato obtido nas
condicdes de 400 bar, 50 °C e 10 % de cossolvente (etanol) (65,20 mg EAG/g de extrato).
Esses resultados seguem a tendéncia apresentada por Murga et al. (2000) em extratos de
sementes de uva (Vitis vinifera) obtidos a 200 bar e 10 % de cossolvente (etanol) com um
valor de 23,86 mg EAG/g de extrato e a 300 bar e 10 % de cossolvente (etanol) com um valor
de 31,39 mg EAG/g de extrato, sendo estes valores inferiores aos deste estudo. Assim,
Martinez-Correa et al. (2011), em extratos de folhas de pitanga (Eugenia uniflora L.)
(Eugenia uniflora L.), encontraram um valor de 51 mg EAG/g de extrato nas condicOes de
60 °C, 400 bar utilizando CO, +cossolvente (dgua e etanol). Kazan et al. (2014), em extrato
de folhas de pessegueiro (Prunus pérsica) obtido nas condicdes de 60 °C, 150 bar e 6 % de
cossolvente (etanol), encontraram um valor superior (79,92 mg EAG/g extrato) aos citados

pelos autores acima.

Estes resultados corroboram que CO; supercritico é capaz de extrair compostos com
grande peso molecular ou polares com o aumento da pressdo. Apesar disso, sua baixa
polaridade pode ser melhorada com o emprego de cossolventes polares para mudar a
polaridade e aumentar o seu poder de solvatacdo de compostos bioativos polares (de Castro,
1994; Brunner, 2005; de Melo et al., 2014). Esse efeito tem sido atribuido as interacdes
intermoleculares especificas entre solvente/ cossolvente/ soluto que aumentam a solubilidade
dos compostos fendlicos, consequentemente melhorando sua extracdo (Eltringham e
Catchpole, 2008; Herrero et al., 2013; Pereira et al., 2016). Comparando os resultados da SFE
com a extracdo por Soxhlet apresentados na Tabela 4, em relacdo ao contetido de compostos
fendlicos, o extrato etandlico obtido por Soxhlet apresentou o maior teor (150,19 mg AGE/g
de extrato) em comparacdo ao extrato com maior teor de compostos fendlicos totais obtido
com SFE-CO,+cossolvente (etanol) (65,20 mg EAG/g de extrato), enquanto que o extrato
hexanico, obtido por Soxhlet, apresentou um valor inferior (60,51 mg EAG/g de extrato).
Chipiti et al. (2015) em extrato etandlico de caule de cipo-uva (Cissus cornifolia), mostraram
um teor de compostos fenolicos (136,1 + 6,7 mg EAG/g de extrato) semelhante ao do extrato
etanolico de C. sicyoides. Valores menores aos deste estudo foram reportados por Teixeira et
al. (2013) a partir de extratos hidroalcéolicos de C. sicyoides (41,50 mg EAG/g de extrato) e
Akomolafe et al. (2013) em extrato aquoso de caule de Cissus populnea (17,33 mg EAG/g de
extrato). Os teores de compostos fenolicos totais podem variar de acordo com o solvente
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usado, método de extracdo e a matriz vegetal. Geralmente, sdo extraidos usando etanol,

metanol, propanol, acetona, acetato de etilo (Garcia-Salas et al., 2010; Do et al., 2014).

5.4.3 Analise de Flavonoides Totais (FT)

A quantificacdo de Flavonoides Totais (FT) € uma estimativa do teor de todos os
subgrupos dessa classe de compostos, tais como: flavondis, flavanonas, isoflavonas,
antocianinas e flavanois presente no extrato. Os valores de flavonoides totais encontrados para
cada ensaio realizado a partir do planejamento deste estudo sdo mostrados na Tabela 4.
Observa-se que o extrato com menor valor (0,14 mg EQ/g de extrato) foi obtidos nas
condices de 400 bar, 50 °C, sem emprego de cossolvente e densidade de 859,9 kg/m* e o de
maior valor (13,44 mg EQ/g de extrato) foi obtido nas condi¢bes de 300 bar, 40 °C, com a
adicdo de 10 % de cossolvente e com uma densidade de 845,2 kg/m>. A estimativa dos efeitos
e o coeficiente de regressdo das varidveis independentes em funcdo da resposta sao
apresentados na Tabela 10, pode-se observar que a variavel que influencia significativamente
(p<0,05) o teor de flavonoides totais foi % de cossolvente (etanol) com efeito positivo na sua
forma linear. Porém, a interacdo da temperatura e a % de cossolvente (T*E) foi significativa
(p<0,05) com um efeito negativo na resposta. Entretanto, a pressdo e a temperatura de
extracdo e o resto das interagdes entre as varidveis em estudo ndo foram significativas
(p>0,05). O coeficiente de determinacio (R?) foi de 0,85, mostrando que 85,0 % da variagdo

da resposta pode ser explicada pelo modelo.

Tabela 10. Estimativa dos efeitos e coeficientes de regressao para flavonoides totais.

Efeitos  Coeficientes regressao p
Média/Interc. 4,9000 4,9000 0,0029
Presséao (L) 0,5100 0,2550 0,5120
Pressao (Q) -0,6733 -0,3368 0,2919
Temperatura (L) -1,6000 -0,8000 0,1313
Temperatura (Q) 0,2368 0,1183 0,6675
Cossolvente (etanol) (L) 8,5800 4,2900 0,0056*
Cossolvente (etanol) (Q)  -0,0533 -0,0267 0,9208
P*T 1,8900 0,9450 0,1741
P*E -0,5100 -0,2550 0,6324
T*E -5,3800 -2,6900 0,0276*
R? 0,85 - -
R%adj 0,58 - -

(*)=p <0,05; L= efeito linear; Q= efeito quadratico.

59



Resultados e Discussao

O resultado da analise de variancia (ANOVA) para esta resposta, apresentado na
Tabela 11, observa-se que a falta de ajuste ndo foi significativa, o que permite a utilizacdo do
modelo matematico. Isto significa que o teor de flavonoides totais é aumentado quando a %

de cossolvente (etanol) esta em seu nivel maior de 10 % (Figura 24).

Conforme ao observado na Tabela 4, os valores de flavonoides totais dos extratos de C.
sicyoides, encontrados neste estudo, estdo dentro dos padrfes achados por outros autores,
sendo que os valores de flavonoides totais sdo inferiores aos de compostos fendlicos totais
(Moreira et al., 2008; Do et al., 2014). Além disso, comparando os resultados dos extratos
obtidos a partir de SFE nas condicdes de 300 bar/40 °C sem cossolvente (0,28 mg EQ/g de
extrato) e com 10 % de cossolvente (13,44 mg EQ/g de extrato), percebe-se que 0 uso de
cossolvente aumentou o teor de flavonoides totais nos extratos. Esses resultados seguem a
tendéncia apresentada por Costa et al. (2015) em extratos de folhas de copaiba (Copaifera
langsdorffii) obtidos a 250 bar, 40 °C e sem cossolvente (8,32 mg EQ/g de extrato), e com
50 % de cossolvente (56,98 mg EQ/g de extrato) sendo estes valores maiores aos deste

estudo.

Tabela 11. Anélise de variancia (ANOVA) para flavonoides totais.
SQ GL MQ Teste F p

Presséo (L) 0,5202 1 0,5202 0,6251 0,5120
Presséo (Q) 1,6740 1 1,6740 2,0117 0,2919
Temperatura (L) 5,1200 1 5,1200 6,1529 0,1314
Temperatura (Q) 0,2068 1 0,2068 0,2485 0,6675
Cossolvente (etanol) (L)  147,2328 1 147,2328 176,9341  0,0056*
Cossolvente (etanol) (Q) 0,0105 1 0,0105 0,0126 0,9208
P*T 3,5721 1 3,5721 4,2927 0,1741
P*E 0,2601 1 0,2601 0,3126 0,6324
T*E 28,9444 1 28,9444 34,7834  0,0276*
Falta de ajuste 31,2744 3 10,4248 12,5278 0,0748
Erro puro 1,6643 2 0,8321

Total 220,5732 14

(*)=p < 0,05; L= efeito linear; Q= efeito quadratico; SQ= soma quadratica; GL= Grau de

liberdade; MQ= média quadrética.
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Figura 24. Superficie de resposta para flavonoides totais em funcéo da % de cossolvente e
temperatura.

Estes resultados estdo de acordo com aquele relatado no item anterior para compostos
fendlicos, pois os flavonoides sdo uma classe especifica destes compostos, que apresentam
solubilidade reduzida em CO;, supercritico. Portanto, para contornar essa limitacdo,
normalmente é adicionado um cossolvente ao fluido supercritico, com a finalidade de
aumentar a solubilidade destes compostos e consequentemente melhorar sua extracdo
(Brunner, 2005; Eltringham e Catchpole, 2008; Herrero et al., 2013; Pereira et al., 2016). Na
Tabela 4 é importante notar que o extrato de C. sicyoides com maior teor de flavonoides
totais, foi diferente do extrato com maior rendimento de extracdo em massa e teor de
compostos fendlicos totais, obtido na condi¢do de 400 bar, 50 °C e 10 % de cossolvente o
qual apresentou um valor de flavonoides totais menor (9,01 mg EQ/g de extrato), devido a
influéncia direta da temperatura, o0 que explica esse comportamento.

Comparando os resultados da SFE com a extragdo por Soxhlet apresentados na
Tabela 4, em relacdo ao teor de flavonoides totais, o extrato etandlico obtido por Soxhlet
apresentou maior conteudo (53,94 mg EQ/g de extrato) em comparagao ao extrato com maior
teor de flavonoides totais obtido com SFE-CO,+etanol (13,44 mg EQ/g de extrato), enquanto
que o extrato hexanico obtido por Soxhlet apresentou um valor inferior (6,97 mg EQ/g de

extrato). Valor similar ao deste estudo foi reportado por Teixeira et al. (2013) a partir de
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extratos hidroalcoolicos de C. sicyoides (10,59 mg EQ/g de extrato). Entretanto, Akomolafe et
al. (2013) reportaram um teor de flavonoides totais menores em extrato aquoso de caule de

Cissus populnea (0,059 mg EQ/g de extrato).

5.4.4 Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

De acordo com os resultados obtidos da identificagdo e quantificacdo de compostos
fenolicos totais, selecionou-se o extrato obtido na SFE nas condi¢6es 400 bar, 50 °C e 10 %
de cossolvente e o0 extrato etanolico obtido por Soxhlet para a avaliagdo do perfil quimico por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Na Figura 25, sdo apresentados os
cromatogramas, os picos identificados estdo numerados de 1 a 8, sendo que a altura dos picos
mostra as concentracdes relativas dos compostos presentes nos extratos. Na Figura 26,
mostram-se 0s espectros de absorcdo, que sdo impressdes digitais de classe especificas de
compostos, 0s quais permitem a sua identificacdo. Observa-se que ndo foi possivel identificar
0s compostos, pois nenhum dos picos tinha 0 mesmo comportamento cromatografico ao dos
padrdes externos disponiveis (quercetina 3-glicosideo, quercetina 3-raminosideo e
guercetina), no entanto, os compostos apresentaram 0 mesmo tempo de retencdo dos padrdes,

mas ndo exibiram o mesmo espectro (Tabela 12).

Entretanto, os dados espectrais UV/Visivel revelaram, para o pico 2, duas bandas de
absor¢ao em torno de A 257 e 314 nm, 0 pico 5 A de 269 e 338 nm, 0 pico 6 A de 255 e 346
nm, o pico 7 A de 255 e 349 nm, pico 8 A de 253 e 346 nm, as quais sdo bandas de absorcéo
em comprimentos de ondas caracteristicos de flavonoides glicosilados de acordo com o0s
dados da literatura reportados por Beltrame et al. (2001) e Xu et al. (2009) que encontraram
diferentes flavonoides glicosilados derivados do kaempferol e quercetina em extratos das
partes aéreas de C. sicyoides. Convém destacar que o tempo de retencdo, € um parametro
baseado na polaridade da molécula, influenciado pelo grau de glicosilacdo e pela natureza dos

acucares presentes nas moléculas (Moco et al., 2006; Welch et al., 2008).

Por fim, a analise CLAE é um excelente método cromatografico para conhecer a
natureza dos compostos bioativos presentes em matrizes vegetais. No entanto, no tratamento
da amostra, além de realizar SPE com o propdésito da remoc¢do de compostos interferentes
como a clorofila, é preciso realizar uma hidrolise &cida a fim de continuar com o
desenvolvimento da analise cromatogréfica e permitir a identificacdo e quantificacdo dos

compostos com padrdes externos disponivel de quercetina e kaempferol.
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Figura 25. Cromatograma de extrato C. sicyoides e padrBes externos, registrados a 245 nm.

63



Resultados e Discussao

Extrato obtido por Soxhlet

—_ Pico 1
<
=X
= 346
2
S s
3 \
<
. . . . ‘. _hm
200 300 400
231 H
< \ Pico 2
=)
= :
(=}
| =
«©
£
o
5
<

Absorbancia (UA)

Pico 4

Absorbancia (UA)
nN
by

Absorbancia (UA)
/

S 334 Pico 6
= 269
o
 AVA
=}
S
3
<
N — 1]
200 300 400
S us  Pico7
st 255
2 \
1Ay
S
3
<
200
z
2 ; Pico 8
Bl
S 3
kS
o 4
£ /
8 ]
<

200

Extrato obtido por SFE Padrdes Externos

) Quercetina 3-glicosideo
Pico 2

- nm
400 200

257
& 356
300 200

Pico 4

nm

400
Quercetina 3-raminosideo
Pico 5

/\ 352
\_ nm
T 30 a0
Quercetina
256
370
| /\nm
300 400

Lo N
S

20

Pico 8

267
346 nm

300 400

Figura 26. Espectros de absorcdo dos compostos presentes nos extratos de C. sicyoides.

64



Resultados e Discussao

Tabela 12. Tempo de retencdo, absorcdo maxima dos compostos presentes nos extratos de C.

sicyoides.

. . Metodologia de extracédo
Pico R¢(min) A (nm) Composto SEE Soxhlet
1 34/4-345 267, 346 (-) (+)

2 36,1-36,2 231,257, 314 (+) (+)
3 36,8-369 268, 339 ) (+)
4 378-379 254,346 T +) (+)
5  384-390 269, 338 Nao-identificado +) +)
6 42,7-428 268,334 (+) (+)
7 44,1-44,2 255,349 (+) (+)
8 479-480 253,346 (+) (+)

R= tempo de reten¢do; A= comprimento de onda.

5.5 Atividade Antioxidante dos Extratos
5.5.1 Andlise Qualitativa da Atividade Antioxidante

Dentre os resultados obtidos apos a avaliagdo qualitativa pelo método do DPPH, na
Figura 27 se evidenciou a presenga de manchas amarelas sobre o fundo pdrpura na placa
resultantes da reducdo do radical DPPHe. Isto porque, na presenca de substancias
antioxidantes, é reduzido a 2,2-difenil-picril-hidrazina, perdendo sua coloragdo puUrpura

(Brand-Williams et al. 1995; Kedare e Singh, 2011).

I TS

Figura 27. CCDAE dos extratos de C. sicyoides, para a avaliagdo qualitativa da atividade

antioxidante pelo método do DPPH.

5.1.2 Andlise Quantitativa da Atividade Antioxidante
Os resultados quantitativos da atividade antioxidante pelo método de DPPH foram
expressos por meio do calculo da quantidade de antioxidante necesséria para consumir metade
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do radical DPPH contido na solugdo. A Tabela 4 apresenta os valores de ECsy encontrados
para cada ensaio realizado a partir do planejamento deste estudo, onde é mostrado o extrato
com menor valor (379,50 g de extrato/ g de DPPH) nas condi¢des 400 bar, 50 °C, 10 % de
cossolvente (etanol) e com uma densidade de 861,3 kg/m*, e o maior valor (899,14 g de
extrato/g de DPPH) foi obtido nas condi¢6es de 200 bar, 50 °C, sem emprego de cossolvente
e densidade de 692,8 kg/m®. No entanto, o potencial antioxidante do extrato é inversamente
proporcional ao valor do ECsy, ou seja, quanto menor o valor de ECsy apresentado pelo
extrato, menor quantidade de amostra (extrato) é necessaria para reduzir em 50 % a

concentracgéo inicial do DPPH e, dessa forma, maior sua atividade antioxidante.

De acordo com a Tabela 13, pode-se observar que as variaveis que influenciaram
significativamente (p<0,05) a atividade antioxidante foram a pressdo com efeito positivo na
sua forma linear e a % de cossolvente (etanol) com efeito negativo sobre a resposta na sua
forma linear e quadratica. No entanto, a temperatura de extracdo e as interacfes entre as
variaveis em estudo ndo foram significativas (p>0,05). O coeficiente de determinagéo (R?) foi
de 0,99, mostrando que 99,0 % da variacdo da resposta pode ser explicada pelo modelo. No
resultado da anélise de varidancia (ANOVA), na Tabela 14, nota-se que a falta de ajuste ndo
foi significativa, o que permite a utilizacdo do modelo matematico. Portanto, isso significa
qgue a % de cossolvente (etanol) em seu nivel maior de 10 % contribui diretamente para
diminuicdo do valor de ECsx, ou seja, maior atividade antioxidante no extrato. A superficie de
resposta é apresentada na Figura 28.

Tabela 13. Estimativa dos efeitos e coeficientes de regressao para atividade antioxidante.

Efeitos Coeficientes regressao p
Média/lInterc. 640,6633 640,6633 0,0000
Pressao (L) -12,7275 -6,3638 0,1062
Pressao (Q) 14,3492 7,1746 0,0497*
Temperatura (L) -0,3950 -0,1975 0,9383
Temperatura (Q) -11,9083 -5,9542 0,0698
Cossolvente (etanol) (L) -473,6625 -236,8313 0,0001*
Cossolvente (etanol) (Q) -59,7558 -29,8779 0,0031*
P*T -5,9750 -2,9875 0,4482
P*E -16,9800 -8,4900 0,1171
T*E -11,0750 -5,56375 0,2250
R 0,99 -
R%a) 0,98 ]

(*)=p < 0,05; L= efeito linear; Q= efeito quadratico.
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Tabela 14. Anélise de variancia (ANOVA) para atividade antioxidante.

SQ GL MQ Teste F p

Presséao (L) 323,9785 1 323,9785 7,9440 0,1062
Pressao (Q) 760,2409 1 760,2409 18,6413  0,0497*
Temperatura (L) 0,3120 1 0,3120 0,0077 0,9383
Temperatura (Q) 523,6003 1 523,6003 12,8388 0,0698
Cossolvente (etanol) (L)  448712,3278 1 448712,3278 11002,5344  0,0001*
Cossolvente (etanol) (Q) 13184,3432 1 13184,3432 323,2833  0,0031*
P*T 35,7006 1 35,7006 0,8754 0,4482
P*E 288,3204 1 288,3204 7,0697 0,1171
T*E 122,6556 1 122,6556 3,0075 0,2250
Falta de ajuste 1686,6429 3 562,2143 13,7856 0,0684
Erro puro 81,5653 2 40,7826

Total 466049,3672 14

(*)=p < 0,05; L= efeito linear; Q= efeito quadratico; SQ= soma quadratica; GL= Grau de

liberdade; MQ= média quadratica.

g de extrato/g de DPPH)

DPPH (ECs, expresso em

Figura 28. Superficie de resposta para atividade antioxidante em funcdo da pressao e % de

cossolvente.
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Os resultados da atividade antioxidante dos extratos apresentados na Tabela 4 estdo
relacionados aos resultados de compostos fendlicos totais e do rendimento de extragdo, pois o
extrato com maior rendimento em massa (3,21 %), compostos fenolicos totais (65,20 mg
EAG/g de extrato) e atividade antioxidante (379,50 g de extrato/ g de DPPH) foi aquele
obtido nas condicGes 400 bar, 50 °C e 10 % de cossolvente. Isso confirma que a capacidade
antioxidante das plantas esta relacionada a quantidade de compostos fenolicos.

Resultados semelhantes j& foram relatado na literatura para SFE de outras plantas. Costa
et al. (2015), em extrato obtidos de folhas de copaiba (Copaifera langsdorffii), afirmaram que
0 uso de cossolvente (etanol) influenciou significativamente no processo de extracéo,
aumentando o rendimento, teor de compostos fendlicos e a atividade antioxidante dos
extratos. Assim del Valle et al. (2005) reportaram, para folhas de boldo (Peumus boldus M.),
que a atividade antioxidante dos extratos é influenciada pelo uso de cossolvente e altas

pressao.

Comparando os resultados da SFE com a extracdo por Soxhlet (Tabela 4), em termos de
atividade antioxidante, pode-se observar que ambos apresentaram valores de ECs
semelhantes, relacionando o extrato etandlico obtido por Soxhlet (325,67 g de extrato/g de
DPPH) e o0 extrato com maior atividade antioxidante obtido com SFE-CO,+etanol (379,50 ¢
de extrato/g de DPPH), enquanto que o extrato hexanico obtido por Soxhlet apresentou o
maior valore de ECsy (876,99 g de extrato/g de DPPH) associado com uma menor atividade
antioxidante. No entanto, Teixeira et al. (2013) em extratos hidroalcéolicos de C. sicyoides
reportaram valores inferiores de ECsy (248,32 g de extrato/g de DPPH) aos obtido neste
estudo. Estes resultados sugerem que a metodologia SFE+cossolvente foi seletivo para obter

compostos fendlicos com atividade antioxidante a partir de folhas e caule de C. sicyoides.

Além disso, estes resultados indicam que os extratos de C. sicyoides sdo uma fonte
potencial de antioxidantes naturais e podem ser Uteis na prevencdo de doencas associadas ao
estresse oxidativo. A atividade antioxidante pode ser atribuida aos compostos fenolicos
presentes nos extratos. Este resultado corrobora o relatado por Khalil et al. (2008) para C.
sicyoides, e para extratos de plantas pertencente a familia Vitaceae por Murthy et al. (2003);
Vijayalakshmi et al. (2013); Chandra e Suhashini (2015); Prabhavathi et al. (2016) para
Cissus quadrangulares, por Akomolafe et al. (2013) para Cissus populnea e por Chipiti et al.
(2015) para Cissus cornifolia.
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5.6 Andlise Estatistica

A finalidade desta pesquisa foi avaliar as varidveis do processo (temperatura, pressao e
% cossolvente) que influenciaram nas respostas de rendimento de extracdo, compostos
fenolicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante para os extratos de C. sicyoides
obtidos via SFE. Por conseguinte, na Figura 29 é apresentado o gréafico de desejabilidade em
funcdo de todas as respostas estudadas. A funcdo desejabilidade (d ou D) é uma metodologia
utilizada na otimizacdo de procedimentos, pode ser utilizada dependendo da resposta que se
deseja obter, ou seja, se a mesma deve ser maximizada, minimizada ou mesmo assumir um
valor intermediario, baseia-se na transformacdo de uma funcdo desabilidade para cada
variavel resposta, com valores descritos entre 0 e 1, onde D= 0 representa um valor
completamente indesejavel e D= 1 o valor mais desejavel (Vojnovic et al., 1993; Bezerra et
al., 2008).

Portanto, a funcdo desejabilidade foi empregada para otimizar o processo, ou seja, obter
um maior rendimento de extracdo, teor de compostos fendlicos totais e teor de flavonoides
totais e um menor valor de ECs, (maior atividade antioxidante), observa-se que oS
comportamentos dos dados definem valores exatos de operacdo para cada varidvel, a linha

azul tracejada no grafico representa o valor 6timo.

O intercepto da linha azul tracejada demonstra claramente a condicdo 6tima, a qual
corresponde a uma pressao de 400 bar, temperatura de 40 °C e 10 % de cossolvente. Assim,
as linhas verticais, em vermelho, sinalizam as condi¢des de méaxima desejabilidade global,
que alcancou D= 0,87743, como pode ser visualizado na ultima linha azul tracejada, que é

considerado um valor 6timo ja que esta proximo de um (1).
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Figura 29. Valores preditos e desejabilidade para as respostas de rendimento global de
extracdo; compostos fenolicos totais (CFT); flavonoides totais (FT); atividade antioxidante

(DPPH) para os extratos de C. sicyoides obtido via SFE.
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5.7 Avaliacdo do Potencial Neuroprotetor e Anti-inflamatdrio do Extrato Obtido Via
Extracdo Supercritica em Ensaios in vivo de Isquemia Cerebral Focal Induzida em
Ratos

A injecdo de 80 pMols de ET-1, diluida em 1 pl de corante azul colanil, no cortex motor
de ratos adultos machos da raca Wistar induziu a isquémica e aparente perda tecidual, bem
como intenso recrutamento de células mononucleares nos dois grupos experimentais,
verificada apos coloracdo histoquimica por violeta de cresila no sétimo dia apos a lesdo
(Figura 30 A-C; D-F). Nota-se que o infiltrado de células foi melhor evidenciado na periferia
e centro de lesdo, porém com uma maior densidade celular no grupo controle em rela¢do ao

grupo tratado.

Assim, no grupo isquémico tratado com extrato de C. sicyoides obtido por SFE nas
condicOes operacionais de 50 °C, 400 bar e 10 % de etanol, observou-se uma diminui¢éo da
resposta inflamatdria e menor perda tecidual (Figura 30 D-F) em comparacdo com o grupo
controle (Figura 30 A-C).

Neste prévio estudo utilizando um modelo experimental de isquemia com injecdo de
ET-1 em ratos adultos, mostrou-se que o extrato de C. sicyoides, assim como o 6leo resina de
copaiba (Guimaraes-Santos et al., 2012), o extrato de sementes do gergelim-preto (Botelho et
al., 2014) e o extrato de folha de copaiba (Botelho et al.,2015) promoveram uma melhor
preservacdo tecidual e diminuicdo do recrutamento de células inflamatérias. Como também,
corrobora com os estudos de Garcia et al. (2000), Quilez et al. (2004) e Beserra et al. (2016)
onde reportaram agdes terapéuticas e anti-inflamatdria no extrato de C. sicyoides, associados a
presenca de compostos fenolicos, sendo o0s principais responsaveis pelos efeitos
farmacoldgicos da planta, além, da alta atividade antioxidante que possui o extrato. Por
conseguinte, justifica-se o uso tradicional na medicina popular como agentes anti-

inflamatorios e/ou neuroprotetores para doencas do sistema nervoso central.
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Figura 30. Andlise histopatol6gica revelada com violeta de cresila: (A-C) grupo controle; (D-
F) grupo tratado; (*) asterisco aponta para o centro da lesdo; (—) setas para células
mononucleares; (C) cdrtex motor e (CC) corpo caloso; com aumento: A, D x 40; B, E x 100;
C, F x400.
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6 CONCLUSOES

O maior rendimento global para o processo de SFE a partir de folha e caule de C.
sicyoides, foi obtido na condicdo operacional de 400 bar, 50 °C e 10 % de cossolvente
(etanol). Nesta condicdo foi observado, também, o extrato com um alto teor de compostos
fendlicos totais e atividade antioxidante. A metodologia de superficie de resposta com o
planejamento estatistico de Box-Behnken determinou que a pressdo e % de cossolvente
(etanol) adicionado ao fluxo de CO, foram os fatores que mais influenciaram na SFE. A
condicdo 6tima do processo correspondeu a uma pressao de 400 bar, temperatura de 40 °C e
10 % de cossolvente. Em termos de atividade antioxidante, ambas metodologias de extracéo
(SFE e Soxhlet) apresentaram extratos com baixos valores de ECsg, relacionado a uma alta

atividade antioxidante.

A triagem fitoquimica dos extratos realizada por CCDAE evidenciou a presenca de
terpenos, compostos fenolicos e flavonoides. O ensaio in vivo preliminar demonstrou que o
extrato obtido por SFE tem efeito neuroprotetor e anti-inflamatorio, estes efeitos sdo
associados a presenca de compostos fenolicos e a alta atividade antioxidante que possui 0
extrato. Por fim, a obtencdo de extrato de C. sicyoides via SFE empregando quantidades
baixas de cossolventes (5 e 10 %), representa uma grande oportunidade para a obtencdo de
compostos bioativos polares, sem 0s inconvenientes associados aos processos de extracao

convencionais.
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ANEXO ll-Analise de Densidade Real (pr)

Central Analitica - Instituto de Quimica - UNICAMP CA 190/16

RESULTADO DE ANALISE CA 190/16

Empresa Marielba de los Angeles Rodrigues Salazar

Enderego PS Mariuadir Santos - Av. Jodo Pablo II, Prédio 21, Apartamento 23
CEP: 66610-120 - Belém/PA - Curio Utinga

A/C Marielba de los Angeles Rodrigues Salazar
E-mail marielba434@hotmail.com
Telefone (91) 9-8948-4358

1. OBJETIVO

Determinacdo da densidade por picnometria de gas hélio.

2. AMOSTRA

A amostra foi recebida em 07 de Junho de 2016 a temperatura ambiente. A
amostragem foi de responsabilidade do cliente e a identificagdo da amostra estd
apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Legenda de identificacdo da amostra.

Central Analitica Cliente
AM 0642/16 Amostra de folha e caule cip6-puca 1
3. METODO DE ANALISE

A amostra foi analisada em picnémetro de gas hélio conforme manual de
operagdo do equipamento.
Equipamento: Picndmetro automatico Quantachrome Ultrapyc 1200e.

4. RESULTADO

O resultado obtido esta resumido na Tabela 2.

Tabela 2 - Resultado obtido na analise.

\ Amostra Densidade (g/cm?) !
Amostra de folha e caule cip6-puca 1,32 (£ 0,02)

| Resultados expressos como média e estimativa do desvio padrao de dez determinacdes.
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