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RESUMO

A Piper regnellii var. pallescens é conhecida popularmente como pariparoba, caapeba e
capeba. Na medicina popular, suas raizes sao utilizadas no tratamento das obstrugdes do
figado e do bacgo, para cicatrizagéo de feridas, redugéo de inchagos e irritagdes na pele.
Além disso, apresenta amplo espectro de atividade antimicrobiana. A aplicacdo de
tecnologia supercritica para a extragdo de compostos bioativos desta espécie pode ser
atrativa, devido a baixa temperatura de operacdo e alta pureza dos extratos. Neste
contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade biolégica de extratos
supercriticos de Piper regnellii obtidos sob variacdo dos parametros pressao e
temperatura e compara-las com os extratos obtidos por método convencional. Para tal
tarefa extratos das folhas e caules de pariparoba foram obtidos sob diversas formas de
extragdo e posteriormente caracterizados segundo sua composigdo das neolignanas
conocarpano e eupomatenoide-5. Aextragdo supercritica ocorreu nas temperaturas de 40
e 60 °C e em pressdes que variaram de 109,2 a 250 bar. Testes de atividade antifiingica,
antimicrobiana, citotéxica e antioxidante foram realizados. Apesar do baixo rendimento
em massa de extrato obtido na extragdo supercritica, estes apresentam maiores teores
das neolignanas conocarpano e eupomatenoide-5. Devido a alta qualidade destes
extratos, as atividades biologicas testadas se mostraram melhores no método de
extragdo por soxhlet. Os extratos obtidos por extragdo supercritica apresentaram CIMs
entre 1,95 e 7,81 pyg/mL frente a S. aureus e CIMs de 0,98 a 7,81 pg/mL frente a MRSA.
Em testes com diferentes espécies do género Candida estes mesmos extratos
apresentaram CIM variando de 7,81 a 250 pg/mL. Na andlise da citotoxicidade os
extratos se mostraram mais téxicos para os patégenos do que para a célula animal
testada. Além disso, o material testado apresentou elevado poder antioxidante exibindo
valores de CEsgentre41,23 e 85,41 pug/mL.Para representar a cinética de extracdo em
uma coluna de leito fixo, foi empregado um modelo matematico de segunda ordem que
se mostrou satisfatério, com base na comparacdo entre o resultado experimental e
tedrico. Sendo assim, a extracao supercritica apresenta-se como o melhor método para a
obtencédo de compostos bioativos promissores para o desenvolvimento de medicamentos
a base de produtos naturais.

Palavras-Chave: Piper regnellii, neolignanas, extragdo supercritica, atividade biolégica,
modelagem matematica.
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ABSTRACT

Piper regnellii var.pallescens is popularly known as pariparoba caapeba and capeba.In
folk medicine, its roots are used in the treatment of obstructions of the liver and spleen,
wound healing, it reduces swelling and skin irritation.lt also gives broad spectrum of
antimicrobial activity.The application of supercritical technology for the extraction of
bioactive compounds of this kind can be attractive due to low temperature operation and
high purity of the extracts.In this context, the objective of this study was to evaluate the
biological quality of supercritical extracts of Piper regnellii obtained under variation of
pressure and temperature parameters and compare them with the extracts obtained by
conventional method.For this task extracts from the leaves and stems of pariparoba were
obtained in various ways to extract and subsequently characterized according to their
composition and neolignans conocarpan and eupomatenoid-5.The supercritical extraction
occurred at temperatures of 40 and 60 °C and at pressures ranging from 109.2 to 250
bar.Tests of antifungal, antimicrobial, antioxidant and cytotoxic activity were
performed.Despite the low yield in mass of extract obtained in supercritical extraction,
they have higher levels of neolignans and conocarpan eupomatenoid-5.Due to the high
quality of these extracts, the biological activities tested proved best in the soxhlet
extraction method.The extracts obtained by supercritical extraction showed MICs between
1.95 and 7.81 pg/mL against S.aureus and MICs from 0.98 to 7.81 pg/mL against
MRSA.In tests with different species of the genus Candida, these same extracts showed
MIC ranging from 7.81 to 250 pg/mL.In the analysis of cytotoxicity extracts were more
toxic to the pathogens than for animal cell tested.In addition, the test material showed high
antioxidant exhibiting ECsy values between 41.23 and 85.41 pg/mL. To represent the
kinetics of extraction in a fixed-bed column a second-order mathematical model was
employed and provedsatisfactory, based on the comparison between the experimental
and theoretical results.Thus, the supercritical extraction is presented as the best method
for obtaining bioactive compounds promising for the development of drugs based on
natural products.

Key-Words: Piper regnellii, neolignans, supercritical extraction, biological activity,
mathematical modeling.
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Capitulo 1. Introdugao 1

1 INTRODUCAO

Os produtos naturais sé@o utilizados na medicina desde os tempos antigos para o
tratamento de diversas doengcas e, mesmo com o desenvolvimento da quimica
farmacéutica e da sintese de novas moléculas,as plantas ainda sao a primeira fonte de
substancias para o desenvolvimento de medicamentos (DUARTE et al., 2007). Estima-se
que cerca de 25% dos medicamentos prescritos nos paises industrializados sao
originarios de plantas (CRAGG et al., 1997).

O uso de extratos de plantas também é possivel para se obter principios ativos
quimicamente definidos e, para isso, a atividade biolégica deve estar definida, assim
como 0s compostos responsaveis por essa acao. Em alguns casos, o efeito terapéutico
pode resultar da agao de varios principios ativos (HOSTTETMANN et al., 2003).

InUmeras espécies vegetais ja sdoaceitas como fontes de compostos bioativos. A
atividade da espécie pode ser explicada pela presengca de compostos especificos, ou
também pela existéncia de sinergismo entre os compostos (GUTIERREZ et al, 2009;
PESSINI et al., 2003a).

A obtencdo de compostos com propriedades, nutricionais e/ou terapéuticas exige
muito das técnicas de separagdo, especialmente a de purificagdo, devido a rigorosa
especificagdo dos produtos comuns nos setores alimenticio, farmacéutico e cosmético
(BATISTELA e WOLF-MACIEL, 1996). Na extragdo com o uso de solventes
organicos,sua remocao despende muita energia e um alto custo, além disso, os solventes
podem provocar efeitos toxicos nos consumidores. Ou seja, o solvente residual pode ser
indesejavel devido a sua toxicidade, a sua capacidade reagente ou mesmo pela
interferéncia no sabor e no aroma do extrato (MAUL, 1999).A extracdo com fluidos
supercriticos nos ajuda a solucionar este tipo de problema ocorrente nos processos
tradicionais.

Estudos revelaram que extratos obtidos por extragdo com fluido pressurizado
mantém ou excedem a atividade bioldégica dos extratos obtidos por técnicas
convencionais. A razao para isso é a especificidade dos processos supercriticos que
geram extratos ricos em compostos desejaveis e livre de solventes (PEREIRA e
MEIRELES, 2010)

A extragdo com fluido supercritico € uma operagao unitaria, onde sao utilizados
solventes acima de seus pontos criticos para extrairem componentes soliveis de uma
mistura (PAVIANI et al., 2010). Esta operacdo tem despertado grande interesse de
pesquisa devido as suas vantagens na qualidade dos produtos extraidos quando
comparados com aqueles extraidos por técnicas tradicionais (JUSTO, et al. 2008).
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Varias substancias fisiologicamente ativas presentes na familia Piperaceae podem
ser destacadas, tais como: as amidas, os alcaldides, as lignanas, as neolignanas, os
terpenos, os esterdides, as chalconas, e os flavonéides (SANTOS, et al. 2001).

Substancias obtidas de diferentes espécies de Piper tém incitado interesse, dos
pesquisadores, devido as atividades biolégicas. Neolignanas presentes no extrato em
acetato de etila das raizes de Piper regnellii ja foram isoladas, dentre as quais o
conocarpano, eupomatendide-3, eupomatendide-5 e eupomatendide-6 (BENEVIDES et
al., 1999).

A Piper regnellii var. pallescens € conhecida popularmente como pariparoba,
caapeba e capeba. Na medicina popular, suas raizes sao utilizadas no tratamento das
obstrucées do figado e do baco, para cicatrizacdo de feridas, reducao de inchagos e
irritacdes na pele (PESSINI et al., 2005; KOROISHI et al. 2008).

Esta espécieapresenta amplo espectro de atividade antimicrobiana (bactérias
gram-positivas, gram-negativas e fungos leveduriformes) (HOLETZ et al., 2002).
Demontrou-se que extratos brutos de folhas de P. regnellii (Miq.) var. regnellii apresentam
atividade antileishmania e antitripanossoma (LUIZE et al., 2005).

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo geral a extracdo de
compostos bioativos de folhas e caules dePiper regnellii utilizando fluido pressurizado e
solvente organico.Para alcancar a meta do objetivo geral foi necessario o
desenvolvimento das seguintes etapas:

e Determinar experimentalmente o rendimento global da extracdo de compostos
bioativos utilizando solventes organicos e diéxido de carbono em condigdes
supercriticas;

e Medir experimentalmente as cinéticas de extragdo de compostos bioativos via o
diéxido de carbono em meio supercritico;

e Obter as eletromicrografias do material vegetal antes e apés o processo de
extracao;

e Identificar e quantificar os compostos Eupomatendide-3, Eupomatenoide-5,
Eupomatendide-6 e Conocarpano nos extratos via ressonancia magnética nuclear
(RMN) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

e Avaliar as atividades antioxidante, antibacteriana, antifungica e citotéxica dos
extratos contendo os compostos bioativos de Piper regnellii.

e Propor um modelo matematico para as cinéticas de extragdo de compostos
bioativos;
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

O Capitulo 2 apresenta uma fundamentagédo teédrica da tecnologia supercritica
como meétodo de extracdo de compostos bioativos, evidenciando os principais trabalhos

sobre o assunto.

2.1 A EXTRACAO SUPERCRITICA

A Extracdo supercritica (ESC) considera os mesmos parametros operacionais de
transferéncia de massa (propriedades fisico-quimicas do solvente/soluto, substancias,
regime de fluxo, efeito de mistura, solubilidade, afinidade quimica, etc) que um processo
de extracdo convencional. No entanto, devido as caracteristicas intrinsecas o fluido
supercritico adquire uma densidade similar a de um liquido e simultaneamente uma
compressibilidade préxima a de um gés. Adicionalmente, o fluido em condicoes
supercriticas possui um maior poder de solvatagdo que ocasiona uma alta permeagéo do
fluido na amostra, aumentando a probabilidade de uma extracdo completa (SKOOG,
1995; STUART et al., 1996). A elevada taxa de transferéncia de massa dos solutos no
fluido no estado supercritico, devido a maior difusividade, menor viscosidade e menor
tensdo superficial em relacdo ao solvente liquido, faz dos fluidos supercriticos um meio
de processamento adequado para técnicas de extracado e separagao (SIHVONEN et al,
1999; RAVENTOS, DUARTE e ALARCON,2002).

Na Tabela 1 encontram-se evidenciadas as propriedades fisico-quimicas do fluido
supercritico comparado com as propriedades de liquidos e gases.

Tabela 1. Ordens de magnitude de parametros fisicos para gases, fluidos supercriticos e
liquidos.

Estado do fluido Densidade Difusividade Viscosidade
(g/cm®) (cm?/s) (g/cm.s)

Gas
P-01013MPa, T = 15-30C  (0,6—-20)x10° 0,1-0,4 (0,6 -2,0)x 10
Liquido
P=0.1013MPa. T = 15 — 30°C 0,6-1,6 (0,2-2,00x10° (0,2—-3,0)x 10
Fluido supercritico
P-P, T=~T, 0,2-0,5 0,7 x10° (1-3)x10*
P-P, T~T, 0,4-0,9 0,2x10° (3-9)x10™

Fonte: Brunner, 2005

Na Figura 1 encontram-se representado o comportamento molecular dos estados
de agregacao da matéria em um diagrama de fases para uma substancia pura.
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liquido
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Figura 1Diagrama pressao x temperatura para um componente puro.Fonte: Cardozo-
Filho, 1999.

As motivacbes para o desenvolvimento da tecnologia de extracdo supercritica
residem nos seguintes fatos: (1) um aumento acentuado no custo de energia, o qual
elevou os custos das técnicas tradicionais de separagdo; (2) maior controle e
regulamentacédo governamental dos solventes industriais comuns, a utilizagdo do CO,
supercritico € aceitavel ambientalmente e é muito atrativo como alternativa do solvente
industrial; (3) legislagbes de controle de poluicdo mais severas; e (4) aumento das
exigéncias do desempenho dos processos de separacao.

Uma vantagem da extracdo com fluido supercritico € a possibilidade de facil
recuperagao do solvente supercritico apds o processo de extragdo, apenas pelo ajuste da
pressdo e/ou temperatura, podendo o0 mesmo ser continuamente reciclado. Isto elimina
uma das etapas mais dispendiosas dos processos de extragdo convencionais que e a
separacao do produto extraido do solvente organico.

O diéxido de carbono (CO.)é o fluido supercritico mais utilizado como solvente na
obtencéo de extratos de produtos naturais, principalmente para as industrias de alimentos
e farmacéutica. Ele é inerte, seu custo é relativamente baixo, esté facilmente disponivel
em alta pureza, € inodoro, atoxico, ndo inflamavel e pode ser facilmente removido do
produto final, sem deixar residuos. Além disso, apresenta temperatura e pressao criticas
relativamente baixas (T. = 31,1 °C e P, = 73,8 bar) (Mc HUGH e KRUKONIS, 1986).
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A facilidade de extracdo de compostos com CO, supercritico depende da
presenca de grupos funcionais individuais nesses compostos, do seu peso molecular e
de sua polaridade. Hidrocarbonetos e outros compostos organicos com polaridade
relativamente baixa, como por exemplo, ésteres, éteres, aldeidos, cetonas e lactonas séo
extraidos com CO, supercritico a baixas pressdes, em torno de 75 e 100 bar, onde
substancias moderadamente polares, como derivados de benzeno com um grupo
carboxilico e dois grupos hidroxilas, sdo moderadamente soliveis. Compostos altamente
polares, com um grupo carboxilico e trés ou mais grupos hidroxilas sdo pouco sollveis
(Mc HUGH e KRUKONIS, 1986).

A extrag@o supercritica é realizada pelo contato continuo do substrato soélido com
o solvente supercritico. Na maioria dos casos o substrato sélido forma um leito fixo. O
fluido supercritico atravessa o leito fixo e extrai os componentes do produto com os quais
tem mais afinidade até o esgotamento do substrato. A extragdo a gas de sélidos consiste
de duas etapas de processo: 1) a extragédo; 2) a separagdo do extrato do solvente (vide
Figura 2). Na extragédo supercritica o solvente supercritico flui através de um leito fixo de
particulas soélidas e dissolve os componentes extraiveis do sélido. O solvente é
alimentado no extrator e distribuido uniformemente na entrada do leito fixo. O solvente
carregado de soluto é removido do extrator e é levado ao separador (separacéo). A
concentracéo dos compostos extraidos aumenta na direcao do fluxo no fluido supercritico
e no material solido. Na figura 2 encontra-se um grafico que representa a forma da curva
de concentragdo em fungdo do tempo de extragdo. O formato da curva depende de
parametros da cinética de extragdo do sélido e do poder de solvatagédo do solvente, que
por sua vez depende das condigcbes de operacao. Tanto para o sélido quanto para o
solvente, a extragdo é um processo nao-estacionario (BRUNNER, 1994).
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CO- + Compostos
Bioativos
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| . ——— mecanismo de difuséo
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Figura 2. Esquema representativo de um extrator de leito fixo e dos mecanismos de
transporte  de massa proposto pelo modelo de difusdo em  solido
homogéneo.Fonte:Cardozo-Filho, 1999.

Ja se encontram em fase de estudo ou experimentacao aplicacdées industriais do
fluido supercritico, nas mais diversas areas. No setor de produtos naturais podemos citar
a descafeinacdo de café e chd; redugdo do teor de nicotina do tabaco; extracdo de
compostos bioativos de sementes vegetais e oleaginosas; desodorizacdo e redugédo de
acidez de compostos bioativos comestiveis; extracédo de aromas de flores, folhas e frutas;
impregnacao de conservantes naturais em alimentos; obtengdo do extrato de lupulo para
fabricacao de cerveja e reducéo do teor de colesterol de alimentos (MAUL, 1999).

No setor de produtos quimicos, a extracdo supercritica € utilizada para
regeneracdo do carvao ativo; extracdo e purificacdo de carvdo mineral; extracao
doscompostos bioativos de xisto e purificagdo de polimeros.

A extragdo de compostos bioativos de Piper regnellii até 0 momento ndo tinha sido
realizada empregando tecnologia supercritica. Sendo assim, baseado nas afinidades
quimicas entre as neolignanas procuradas e as moléculas de baixa polaridade, o diéxido
de carbono foi escolhido como solvente para ser utilizado em condi¢cées pressurizadas.
Vale ressaltar que a substituicdo de solventes organicos poluidores (usados em trabalhos
anteriores) pelos solventes supercriticos € 0 grande passo em termos de evolucdo de

gerenciamento ambiental, j& que estes nao geram residuos.



Capitulo 3. Revisdo Bibliografica 7

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na revisdo bibliografica propbe-se uma apresentacdo de trabalhos relevantes
disponiveis na literatura especifica sobre Piper regnelliconsiderando os aspectos
agrondémicos, caracteristicas quimicas e potencial medicinal, além de uma breve revisao
sobre os modelos matematicos empregados para descrever a extragcdo supercritica de
produtos naturais.

3.1 Piper regnellii var. pallescens
3.1.1 Caracteristicas agronémicas da espécie

A familia Piperaceae, da qual pertence a Piper regnellii € pantropical, faz parte da
classe Magnoliopsida, subclasse Magnoliidae, subordem Nymphaeiflorae e ordem
Piperales (SANTOS et al., 2001). E formada por cerca de 10 géneros e cerca de 1400
espécies com boa representatividade na América Latina, ocorrendo de Norte a Sul do
Brasil (JOLY, 1975; FIGUEIREDO et al., 2000). Nesta familia encontram-se plantas de
porte arbustivo eherbaceo. Cerca de 700 espécies pertencentes ao género Piper estao
distribuidas nos dois hemisférios, tanto em regides tropicais como em subtropicais
(PARMAR et al., 1997).

Piper regnellii var. pallescens, € um arbusto de aproximadamente 1,5 m de altura,
de caules perfilados, cilindricos, de aspecto liso, nodoso, de coloracdo verde a verde
claro, com regides mais jovens pubescentes e apresentando ramificacdo simpodial. As
folhas sao alternas, pecioladas, cordiformes, inteiras, de base simétrica, medindo,
quando adultas, de 12,0 a14,0 cm de largura e de 10,0 a12,0 cm de comprimento.
Peciolos longos, com até 8,0 cm de comprimento, levemente sulcados préximo a base do

limbo (PESSINI et al., 2003b). As folhas desta espécie sdo apresentadas na Figura 3.
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Figura 3. Folhas de Piper regnellii.

Segundo Joly (1975), é tipico da familia Piperaceae folhas inteiras com disposicao
alterna e presenca de estipulas, conforme observado para a espécie estudada. De
formato cordiforme, as folhas de P. regnelliiapresentam apice mucronado, base simétrica
e margem inteira. O sistema radical € constituido por raiz subterranea que se desenvolve
paralelamente ao solo e da qual partem raizes secundarias bem desenvolvidas e
ramificadas assemelhando-se as raizes de Pothomorphe umbellata (L.) Miq., exceto pela
auséncia de raizes adventicias originadas na base do caule. As raizes, em estrutura
primaria, apresentam epiderme com células de formato irregular e paredes suberificadas,
cortex constituido por células parenquimaticas isodiamétricas, entre as quais se
destacam idioblastos contendo material lipofilico. Em estrutura secundaria observa-se
periderme, originada pela atividade do felogénio. No tecido vascular o xilema encontra-se
bem desenvolvido, apresentando raios parenquimaticos largos. Idioblastos contendo
material lipofilico e células contendo graos de amido sdo encontrados em grande
quantidade em todo cortex (FIGUEIREDO et al., 2000; PESSINI et al., 2003).

3.1.2 Compostos bioativos

InUmeras espécies vegetais ja sdo usadas como fontes de compostos bioativos.
Em alguns casos, a atividade da espécie pode ser explicada pela presenca de compostos
especificos etambém pela existéncia de sinergismo entre estes (GUTIERREZ et al.,
2009).

Varias substancias fisiologicamente ativas tém sido isoladas de espécies de
Piperaceae podendo ser destacadas as amidas, os alcaléides, as lignanas, as
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neolignanas, os terpenos, os esterdides, as chalconas, e os flavondides (SANTOS et al.,
2001).

Uma caracteristica marcante das Piperaceas é a presenca de estruturas de
conteudo oleifero. Segundo Maia et al.(1987), o material extraido de Piper hispidinervium
apresenta um teor de 98,12% de safrol, enquanto o extrato de Piper callosum possui 64%
de safrol. Mais tarde, Martins et al.(1998) revelaram a presenca dos compostos 3-pineno,
a-pineno, e-nerolidol, linalol e limoneno no éleo essencial de Piper umbellatum L.

Substancias isoladas de diferentes espécies de Pipertém incitado interessedos
pesquisadores, devido as atividades biologicas.Benevides et al. (1999) isolaram
diferentes neolignanas presentes no extrato em acetato de etila das raizes de Piper
regnellii, dentre as quais 0 conocarpano, eupomatendide-3, eupomatendide-5 e

eupomatendide-6, apresentados na Figura 4.

Conocarpano Eupamatendide-3

Eupomatendide-4 Eupomatenoide-B

Figura 4. Estruturas quimicas das neolignanas presentes emPiper regnellii.

Estudos fitoquimicos da raiz de Piper regnellimostraram que esta espécie
apresenta um acumulo de varios fenilpropandides e neolignanas dihidrobenzofuranicas

incluindo o conocarpano como composto majoritario (PESSINI et al., 2005). Os
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constituintes quimicos do 6leo essencial foram identificados e sua concentracao relativa
estabelecida por andlise espectral de cromatografia gasosa. A substancia majoritaria do
6leo foi 0 mirceno (52,6 %), seguido pelo linalol (15,9 %), cariofileno (8,5 %), (E)-nerolidol
(4,2 %) e limoneno (4,1 %) (CONSTANTIN et al., 2001).

As neolignanas sao ligndéides cujo esqueleto é formado exclusivamente pelo grupo
fenilpropanico (C¢-Cs)n, sendo n restrito a poucas unidades. Mais de 500 lignéides estao
descritos na literatura, sendo que 90% pertence ao grupo das lignanas e neolignanas. As
neolignanas sdo dimeros fenilpropanoidicos que predominam em arbustos e que se
diferenciam das lignanas principalmente por nao apresentarem o carbono gama (C-y) do
residuo n-propilbenzénico oxigenado. Sdo produtos do metabolismo secundério havendo
evidéncias que esse grupo de substancias esteja envolvido em interacdes de plantas com
fungos, insetos ou com outras plantas (BARBOSA FILHO, 2001). Ja as neolignanas
benzofurénicas representam uma subclasse com uma variedade de atividades biolégicas

incluindo antifungica e atividade inseticida.
3.1.3Potencial medicinal

As plantas podem produzir milhares de substancias quimicas diferentes, onde
apenas uma ou algumas sdo responsaveis pela atividade terapéutica ou toxica
(HAMBURGUER et al., 1991). Sendo assim, é necessario dispor de testes biolégicos ou
farmacoldgicos que identifiquema atividade investigada no extrato da planta. Estes testes
devem ser altamente sensiveis, pois alguns compostos estdo presentes em pequena
concentracao e devem ser também, especificos para um determinado alvo bioldgico.

Os alvos para os testes podem ser bactérias, fungos, células de origem animal
entre outros.

O potencial medicinal de espécies do género Piper, pode ser representado pela
kava- kava, Piper methysticum, amplamente utilizada nos distdrbios do sistema nervoso
central, como depressao e insdnia.

Na Jamaica, de 11 espécies estudadas P. aduncun e P. hispidum foram listadas
na medicina popular para tratar dores no estbmago e como repelente de insetos. Ja a P.
amalago, nativa do México, € usada para aliviar dores no estbmago e como
antiinflamatério e a P. marginatum,nativado Brasil mostrou atividade antiinflamatéria
(FALCAO et al., 2005).

Dentre as espécies empregadas para fins terapéuticos, destaca-se a Piper
regnellii var. pallescens que apresenta amplo especiro de atividade antimicrobiana
(bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos leveduriformes) (HOLETZ et al.,
2002).
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Os extratos em acetato de etila das folhas de pariparoba foram testados contra
Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis, obtendo como concentragdo inibitéria minima
(CIM) 15,62 pg/mL. As neolignanas isoladas deste extrato, como eupamotendides-6 e
eupomatendide-5, mostraram boa atividade sobre S. aureus com CIM de 1,56 pg/mL e
3,12 ug/mL, respectivamente. Ambas as substancias apresentaram atividade frente aB.
subtilis com CIM de 3,12 ug/mL. O conocarpano foi ativo sobre S. aureus e B. subtilis
com CIM de 6,25 ug/mL. Ja para as bactérias gram-negativas Pseudomonas aeruginosa
e Escherichia coli, este extrato ndao apresentou atividade antibacteriana (CIM>1000
ug/mL) (PESSINI et al., 2003a).

Estudos acerca da atividade antiespasmaédica in vitro do extrato hidroetanélico de
Piper regnelliimostraram que este extrato inibiu de forma concentracdo-dependente o
efeito da acetilcolina (ACh) e do cloreto de bario (BaCl,), mostrando antagonismo nao-
repetitivo, reduzindo o efeito maximo (Ensx) das curvas concentracdo-efeito obtidas para
ACh e BaCl,, commaior atividade contra ACh. O extrato apresentou atividade
espasmolitica, justificando o emprego popular da espécie no tratamento de desordens
gastrintestinais. (PEREIRA et al., 2004).

Segundo Pessini et al. (2005) o extrato em acetato de etila de pariparoba
apresentou boa atividade contra as leveduras Candida albicans com uma concentragao
inibitéria minima (CIM) de 125 pg/mL, moderada atividade contra Candida krusei e
Candida parapsilosis (CIM de 500 pg/mL) e foi inativo contra Candida tropicalis (CIM >
1000 pg/mL). Os compostos eupomatendide-5, eupomatendide-6, eupomatendide-3 e
conocarpano deste extrato foram isolados e o Unico que se apresentou satisfatério na
inibicdo de leveduras foi o conocarpano, com CIMs variando de 6,3 a 25 ug/mL.

Em 2006,Nakamura et al.demonstraram que extratos brutos de folhas dessa
espécieapresentam atividade antileishmania. Este estudo incluiu o processo de extracao
e o fracionamento biomonitorado pelo método de cromatografia de adsorcdo. Um
aumento progressivo no efeito antileishmania foi observado durante o processo de
purificacdo. O extrato hidroalcodlico soluvel em agua apresentou concentragaoinibitoria
50% (ICsp) igual a 167 ug/mL enquanto o extrato hidroalcodlico soluvel em acetato de
etila mostrou um 1Cs, de 30 pg/mL sobre o crescimento de formas promastigotas. A
fracdo hexano apresentou uma atividade antileishmania maior ainda com ICs, de 21,5
pg/mL. Andlises de citotoxicidade indicaram que as concentragbestdxicas dos extratos e
das fragdes foram maiores para macréfagos J774G8 do que para osprotozoarios.

Em estudos posteriores, Koroishi et al. (2008) constataram que o extrato
hidroalcodlico de Piper regnelliapresentou uma forte atividade contra os fungos
dermatoéfitos Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Microsporum canis e
Microsporum gypseum com CIMs de 15.62, 15.62, 15.62 e 62.5 pug/mL, respectivamente.
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Os compostos isolados eupomatendide-3 e eupomatendide-5 apresentaram forte
atividade contra T. rubrum com CIM de 6,2 a 50 ug/mL, respectivamente.

Pesquisas sobre constituintes volateis relataram atividade antimicrobiana 6leo
essencial das folhas de P. regnellii (Miq.) C. DC. sobre o S. aureus e C. albicans.

Recentemente, Marcal et al. (2010) relataram uma boa atividade do extrato em
acetato de etila sobreS. aureus resistente (MRSA), com uma CIM de 16 ug/mL. Baseado
nestes resultados os autores separaram o extrato bruto em 9 fracdes, e a Unica fracao
que se mostrou ativa contra 0 microrganismo testado foi a que apresentava o composto
purificado eupomatenoide-5 exibindo uma CIM de 4 pg/mL.

Na Tabela2 encontra-se um resumo das atividades biologicas de extratos brutos e
das substancias isoladas de Piper regnellii ja relatadas por outros autores, com relacao a

acao antimicrobiana.

Tabela 2. Atividade antimicrobiana apresentadas porPiper regnelliisobre diferentes

patégenos.
o CIM o CIM A
Droga Alvo biolégico Alvo biolégico Referéncia
(ng/mL) (ng/mL)
Extrato das folhas S. aureus 15,62 P. aeruginosa 1000
em acetato de etila B. subtilis 15,62 E. coli 1000 PESSINI et
Eupomatendide-5 S. aureus 3,12 B. subtilis 3,12 al. (2003)
Eupomatendide-6 S. aureus 1,56 B. subtilis 3,12
Extrato das folhas C. albicans 125 C. parapsilosis 500
C. albicans C. parapsilosis
Eupomatendide-3 I , >100 p 'D_ I . : >100
C. krusei >100 C. tropicalis >100
C. albicans C. parapsilosis
Eupomatendide-5 ean >100 parapsiios! >100  pEgsINI et
C. krusei 100 C. tropicalis ~100
C. albicans 100 C. parapsilosis 100 al. (2005)
Eupomatenéide-6 , > o >
C. krusei >100 C. tropicalis 100
C. albicans 6,3 C. parapsilosis 25
Conocarpano , L
C. krusei 12,5 C. tropicalis 6,3
Extrato hidroalcodlico  T. mentagrophytes 15,62 M. canis 15,62
Eupomatendide-3 T. rubrum 50 et al. (2008)
Eupomatendide-5 T. rubrum 6,2
Extrato das folhas MRSA 16 MARCAL et
Eupomatendide-5 MRSA 4 al. (2010)
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3.2 MODELAGEM MATEMATICA DA EXTRACAO SUPERCRITICA

A extracdo com fluido supercritico é uma promissora alternativa para a extragéo
de produtos com alto valor agregado. Diferentes tipos de matrizes tém sido estudadas
como sementes, folhas, cascas e raizes para obter 6leos, esteroides, terpenos, acidos
graxos livres, vitaminas, corantes entre outros.

Do pondo de vista da engenharia, € necessario o conhecimento dos parametros
relevantes do processo, como cinética e equilibrio de transferéncia de massa, e a
otimizacdo das condicbes de operagcdo para realizar o scale-up dos processos de
extragado supercritica para escala industrial. Estes parametros podem ser obtidos usando
descricbes matematicas cuidadosas do processo de extracao e os dados experimentais
de laboratorio.

A modelagem matematica da extracao com fluido supercritico de produto com alto
valor agregado de matrizes vegetais como ervas, sementes, folhas ou cascas é dificil
devido a existéncia de estruturas diferentes no material. O material vegetal & geralmente
triturado, antes do processo de extragdo, para aumentar a area de contato com o
solvente supercritico e também para aumentar a acessibilidade ao soluto presente no
interior da estrutura celular, aumentando assim a cinética de transferéncia de massa. Isto
permite descrever as particulas resultantes utilizando geometrias basicas como cilindro
ou esfera. Algumas simplificacées acerca de como o soluto esta distribuido no interior do
sOlido (adsorvido na rede de poros, amarrado dentro das estruturas celulares ou
homogeneamente distribuido no interior da particula) e sobre o mecanismo envolvido na
cinética de transferéncia de massa (resisténcia interna de transferéncia de massa,
resisténcia externa de transferéncia de massa ou a combinagao de varias resisténcias),
sao necessarias para reduzir a complexidade do modelo matematico (OLIVEIRA et al.,
2011).

Ha varios modelos empregados para descrever a extragao supercritica (ESC) de
6leos ou outros componentes de materiais vegetais. Todos eles consideram que as
particulas estdo empacotadas dentro da coluna do extrator. As simplificacoes
empregadas pela maioria dos autores sdo que a operacao é isotérmica, a queda de
pressao no interior do extrator é desprezivel, e a porosidade do leito e a densidade do
sélido sdo constantes durante a extragdo. Além isso, & usual assumir que a densidade e
a velocidade do fluido e a dispersdo axial permanecem quase constantes, pois o
escoamento do soluto no fluido supercritico é baixo, entretanto véarios autores tém
considerado a dispersédo axial negligenciavel. Essas suposi¢cdes reduzem o nimero de
equacbes necessarias usadas no balanco de massa, relacbes de equilibrio e leis
cinéticas para descrever o processo de extracdo (Mc HUGH e KRUKONIS, 1986).
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O balanco de massa para a fase sélida dentro do extrator é condicionado pelas
simplificagbes assumidas por cada autor, levando em conta a composicdo da matriz
solida e a cinética de extragéo.

Na literatura podemos encontrar a descricdo de alguns modelos usados para
descrever as cinéticas de ESC. Modelos como os de Crank (1975), Tan e Liou (1989),
Goto et al. (1993), Sovova (1994), Esquivel et al. (1999a) e Martinez et al. (2003) entre
outros sdo geralmente utilizados. Na Tabela 3 podemos encontrar as consideracdes

acerca de alguns modelos matematicos baseados na transferéncia de massa.

Tabela 3. Modelos matematicos baseados na transferéncia de massa para ESC de
produtos naturais.

Referéncia Modelo Consideracoes
Glueckauf e Forca motriz linear, Fluxo de transferéncia de massa é proporcional
Coates, considerando particula a diferenca entre a média da concentragdo do
(1947) solida esférica. soluto na particula e a concentragdo do soluto
em equilibrio com a fase fluida.
Crank Modelo de difusao Modelo de  transferéncia de  massa
(1975) desenvolvido como uma analogia da

transferéncia de calor em particula esférica. A
segunda lei de Fick foi aplicada para a difusdo
na modelagem.
Recasens et Forca motriz linear, Fluxo de transferéncia de massa, onde duas
al. considerando particula aproximagdées da forga motriz linear sao
(1989) sélida porosa. empregadas, uma entre a fase fluida e o fluido
nos poros do solido, e a outra entre a fase fluida
nos poros € a fase soélida.
Tane Liou Modelo empirico Transferéncia de massa definida com a cinética
(1989) de extracdo de primeira ordem, negligenciando
a dispersao axial e a difusao intraparticula.
Goto etal. Placa simples e porosa A extracao ocorre com o efeito da dessorcéao e

(1993) diferenciacdo da concentragdo do soluto no
interior da particula a partir da concentracéo
nos poros.

Sovovéa Células intactas e O pré-tratamento resulta em particulas com

(1994) células quebradas células intactas e quebradas. A cinética de

extracao de células quebradas € mais rapida do
que de células intactas. O mecanismo de
transferéncia de massa em células quebradas é
a conveccado, enquanto que para células
intactas é a difusdo molecular.
Goto etal. Modelo de encolhimento Existéncia de uma nitida fronteira entre as
(1996) de nucleo. partes extraidas e ndo extraidas da particula.
Todo o soluto deixa a particula por convecgao.
Toma a difusividade efetiva como parametro.

Reverchon  Modelo de difusao O fendmeno de transferéncia de massa é
e Marrone proposto para ser similar aquele descrito com
(1997) um Unico pseudocomponente. Nao ha

resisténcia interna. Relagao de equilibrio linear.
A dispersao axial e a resisténcia externa foram
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Perrut et al.  Particulas porosas
(1997)

Esquivel et O modelo empirico
al.
(1999 a, b)
Reverchon Células intactas e
e Marrone  células quebradas
(2001)

Martinez et Modelo logistico
al.
(2003)

Sovova Células intactas e
(2005) células quebradas

Fiorietal. Células intactas e
(2009) células quebradas e
encolhimento do ndcleo
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avaliadas.

O fenbmeno de transferéncia de massa é
proposto para ser similar aquele descrito com
um unico pseudocomponente. O fendmeno de
difusdo dentro da particula e 0 mecanismo de
fluido-dindmica de transferéncia de massa fora
da particula sdo considerados.

Caracterizado para ser um modelo muito
simples, com somente um parametro ajustavel.

Mecanismo de resisténcia em paralelo, no qual
tanto as células quebradas quanto as células
intactas transferem soluto para o fluido com
uma cinética diferente.

O extrato é uma mistura de compostos ou
grupo de compostos com estrutura quimica
similar. Neste modelo, o termo de transferéncia
de massa interfacial foi descrito como uma
fungdo logistica com dependéncia com a
composicao do extrato durante o0 processo.

O soluto de células quebradas difunde-se
diretamente para a fase fluida, enquanto o
soluto de células intactas difunde-se apenas
para as células quebradas, o que configura um
modelo de resisténcia em série, portanto séao
desenvolvidos dois balangos materiais.

O decréscimo do pseudocoeficiente de
transferéncia de massa ¢é proporcional a
distancia da superficie das particulas. Trés
abordagens sao propostas para calcular o valor
do pseudocoeficiente de transferéncia de
massa: (a) empregar uma fungdo continua em
todas as particulas para calcular a dependéncia
do coeficiente com o raio do nucleo — modelo
continuo; (b) usar um pseudocoeficiente
constante até que a primeira camada esteja
esgotada, e entdo usar uma funcao continua do
raio do nucleo — modelo semi-continuo; (c) usar
uma valo constante do coeficiente para cada
camada — modelo discreto.

Os modelos difusivos requerem que sejam conhecidas a geometria da fase soélida

e a porosidade da matriz sélida. Além disso, para estes modelos o esforgo computacional

para a resolucéo das equacoes € grande, em virtude da necessidade de se determinar o

perfil de concentragdo do composto a ser extraido na particula.

Outros autores tém preferido usar modelos empiricos, 0s quais se tornam

possiveis apds varias simplificacbes, e apresentam solucdo analitica. Dentre eles

destacam-se Tan e Liou (1989), que considera a cinética de extracdo como sendo de

primeira ordem em relacdo as concentragdes do 6leo no sélido. Souza et al. (2008),
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considera a cinética de extragdo como sendo de segunda ordem e o0s compostos
bioativos a serem extraidos como pseudocomponentes.

Os modelos empiricos de cinética de extracdo nado consideram a variagdo da
concentragdo do composto no interior da particula (modelos de parametros
concentrados), portanto, o esforco computacional é reduzido, pois a concentragdo desta
substancia na matriz sélida depende apenas da posicao das particulas no interior do leito
e do tempo.

Considerando a grande importancia que tem sido atribuida aos processos de
extragdo com fluidos supercriticos, optou-se em determinar os parametros de
transferéncia de massa mais relevantes via modelagem matematica empirica de segunda
ordem do processo na extragao de compostos bioativos de Piper regnellii.

3.3. ESTADO DA ARTE

Durante o periodo de desenvolvimento do presente trabalho ndo foi encontrado,
nos bancos de dados de literatura especifica pesquisados, estudos relacionados a
extracdo de compostos bioativos de Piper regnellii utilizando fluido pressurizado.No
entanto, devido ao grande potencial medicinal dos compostos bioativos presentes no
género Piper,ja sao relatados alguns estudos que envolvem a extracao supercritica de
espécies deste género(ASHRAF-KHORASSANI et al, 1999; BILIA et al, 2004;
FERREIRA et al., 1999; FERREIRA e MEIRELES, 2002; HUSSAIN et al., 2010;
KUMORQO et al., 2010). Como foi mostrado anteriormente existem trabalhos relacionando
atividades biolégicas dos compostos ativos presentes na Piper regnelliiusando solventes
organicos, mas ndo ha estudos relacionados com as atividades bioldgicas e antioxidantes
a partir de extratos obtidos via ESC. Além disso, em nosso estudo, a ESC possibilitou a
extragdo mais seletiva de neolignanas, diferentemente dos métodos convencionais de
extragdo. O modelo matematico proposto para representar as curvas cinéticas de ESC
tem como hip6teses, assim como a maioria dos modelos matematicos propostos para a
modelagem matematica de ESC, a temperatura constante, queda de pressao
desprezivel, densidade e porosidade constante ao longo do extrator. No entanto, uma
das vantagens do método matematico proposto é o calculo de um Unico parametro de
transferéncia de massa a constante cinética, k, para representar as curvas cinéticas de

ESC experimentais.
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4 MATERIAIS E METODOS

A seguir serdo apresentadas as metodologias Uutilizadas para extragao,
identificacdo e quantificagdo dos compostos bioativos, eletromicrografias, atividades
biolbgicas e antioxidantes e finalmente a modelagem das curvas cinéticas da ESC.

4.1 PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas e os caules da Piper regnellii foram coletados de espécimes do “Horto
Didatico de Plantas Medicinais Prof® Irenice Silva” no campus da Universidade Estadual
de Maringa em Setembro de 2010. A exsicata da espécie estudada encontra-se
depositada como material testemunhono Herbario da Universidade Estadual de
Maringé,sob niumero de registro HUM 8392.

O material botanico foi seco em estufa de ar circulante (MARCONI, MA035/5) a
temperatura de 40°C. Apds 72 horas de secagem separaram-se as folhas dos caules
para que fossem moidas em moinho de facas.

Peneiras do tipo Tyler foram utilizadas para a classificagdo das amostras,
segundo sua granulometria. As folhas que ficaram retidas entre as malhas 20-30
(#20=0,850mm e #30=0,600mm) e 30-50 (#50=0,300mm) mesh foram escolhidas para as
extraces, uma vez que possuem um tamanho que favorece a extragdo sem entupir o
equipamento supercritico. Utilizaram-se também os caules que ficaram retidos entre as
malhas 20-30.

4.2 EXTRACAO

4.2.1 Solvente Organico (Soxhlet)

A extracdo de compostos bioativos por solvente organico foi realizada segundo
Métodos fisico-quimicos para analise de alimentos do Instituto Adolfo Lutz(2004). Na
extragcdo com solvente organico utilizou-se um aparelho Soxhlet de 500 mL, ilustrado na
Figura5 Adicionaram-se separadamente cerca de 3,0 g das folhas e dos caules em
cartuchos de papel filtro amarrados com fios previamente desengordurados e 300 mL de
cada um dos solventes, sendo eles diclorometano(MERCK, 99,6 % de pureza) e hexano
(MERCK, 99,6 % de pureza). Os solventes organicos utilizados nas extragées foram
escolhidos devido as diferengas de suas polaridades e constantes dielétricas. O hexano é
um solvente apolar e o diclorometano € um solvente polar e suas constantes dielétricas

sdo iguais a 1,88 e 8,93, respectivamente.
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O sistema foi mantido em refluxo durante 8 horas. Evaporou-se 0 excesso de
solvente em rota evaporador (IKA, RV10) e o material remanescente foi acondicionado
em estufa (NOVA ETICA 400/4ND) até peso constante (+ 0,01g) sendo a 40°Cquando
realizada a extragdo com diclorometano e a 70 °C na extragdo com hexano, e colocou-se
no dessecador até que atingisse a temperatura ambiente. Os resultados foram expressos

em relacao a massa da amostra inicial.

CONDENSADOR

EXTRATOR

CARTUCHO

SOLYENTE
EXTRATOR

Figura 5. Aparelho Soxhlet.

4.2.2 Extracao Solvente Pressurizado

Os experimentos foram realizados em uma unidade de escala laboratorial, que
consiste basicamente de um cilindro de CO,(AIR LIQUIDE, com 95% de pureza), dois
banhos termostatizados, uma bomba seringa (ISCO, Modelo 500D) e um extrator com
volume interno de aproximadamente 170 mL (diametro do leito é de 2,85 cm e altura do

leito & 26,1 cm), conforme mostra a Figura6.
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Figura 6. Aparato experimental utilizado para a extragdo com CO, supercritico: C —
Cilindro de CO,; A, B — Bomba do tipo seringa; CB1, CB2 — Controlador da bomba; IP —
Indicador de presséo; IT — Indicador de temperatura; Vg — Valvula globo; Va — Valvula
agulha; Vm — Valvula micrométrica; R1 — Reservatoério de coleta; BT1, BT2 — Banho
termostatizado.

Materiais vegetais possuem uma natureza complexa, e a extragdo de seus
compostos é influenciada pelas condigdes do processo como temperatura, pressao,
solvente utilizado, vazdo do solvente e solubilizagdo do composto de
interesse.Quando o soluto é uma matriz sélida a cinética de extracdo é dependente de
condicbes experimentais. Temperatura e pressao afetam a cinética e controlam a
densidade e 0 poder de solvatagdo do solvente.

Segundo Meireles (2009) pressdes entre 150 e 400 bar e temperaturas de 40 a 60
°C sdao comumente utilizadas para a extracdo de compostos fendlicos, terpendides e
substancias ativas biologicamente. A area destacada na Figura 7 mostra a regiao
indicada para a extragéo destes compostos.
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Figura 7. Dependéncia da densidade do CO, da pressdo e temperatura e condigbes
usuais para a extracao de compostos fenolicos.Fonte:Cardozo-Filho, 1999.

Sendo assim, utilizaram-se 5 combinagdes destes parametros para a extragcao de
cada granulometria escolhida das amostras, apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Parametros operacionais de ESC utilizados nos experimentos.

Pressao Temperatura Densidade Vazao

(bar) (°C) (g/cm?®) (mL/min)
109,2 40 0,681 3
150,0 40 0,781 3
176,7 60 0,681 3
244 1 60 0,781 3
250,0 40 0,880 3

Os niveis de variagdo dos parametros operacionais da ESC foram definidos com
base na regido da Figura 7 proposta para a extragdo de compostos fendlicos, terpendides
e substancias ativas biologicamente.

Primeiramente foi feito um teste preliminar com as folhas a fim de comparar a
influéncia do tamanho das particulas no rendimento final da extracdo. Na intencdo de que
o volume preenchido com as folhas dentro do extrator fosse o mesmo, os testes

preliminares foram realizados com amostras de peso em torno de 20 g e 35 g para as
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amostras de mesh 30 e mesh 50, respectivamente. Uma vez que as folhas de menores
tamanhos ficam mais compactadas dentro do extrator.

Na sequiéncia realizaram-se separadamente extragdes com 20 g das folhas e 30 g
dos caules de mesh 30 em tempo de 280 e 260 minutos, respectivamente.

Para a formacdo do leito, o material vegetal triturado foi acomodado
uniformemente na parte inferior do extrator, o restante da célula de extracdo foi
preenchida com esferas de vidro (leito inerte). Dessa maneira, o diéxido de carbono,
alimentado ao extrator, passava inicialmente pelo leito inerte e posteriormente pela matriz
vegetal.

A sequéncia dos procedimentos experimentais € descrita a seguir:

1) Inseriu-se a amostra no extrator;

2) Ajustou-se a Temperatura do banho termostatizado;

3) Ligou-se o banho de refrigeracdo na temperatura de 0°C;

4) Atingida a temperatura operacional, ligou-se a bomba de alta presséo. A pressurizagéo
se deu simultaneamente na bomba e no extrator;

5) Alcancada a pressao operacional, aguardou-se um tempo, estipulado previamente em
30 min, para que os gradientes de temperatura e de pressao fossem quase eliminados;

6) Apds a vazao volumétrica indicada pela bomba tipo seringa estivessezerada, anotava-
se 0 volume de solvente remanescente na bomba e iniciava-se a extracao;

7) O frasco coletor era pesado a cada 10 minutos durante a primeira hora, e a cada 20
minutos nas demais horas. A cada pesagem de frasco anotava-se também o volume de
COj.remanescente na bomba. A extracéo era finalizada até a retirada total dos solutos de
interesse, ou seja, até que a massa instantdnea (massaexraica/teMpPo) Ndo mais alterasse;

8) As amostras foram fechadas, lacradas e mantidas ao abrigo da luz.
4.3 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS EXTRAIDOS
4.3.1 Identificagdo por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As andlises de ressonadncia magnética nuclear (RMN) foram realizadas em
espectrometro Varian (VARIAN, MERCURY PLUS 300BB) na freqiiéncia de 300,060 e
75,458 mHz para hidrogénio e carbono, respectivamente, para identificacdo dos
constituintes quimicos. Foram utilizados 800 pL do solvente cloroférmio Deuterado-
CDCL3;(CAMBRIDGE ISOTOPE LABORATORIES,99,8% de pureza) para 20 mg de cada
extrato. Tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como referéncia interna.
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4.3.2Quantificagao por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A quantificagdo dos compostos bioativos foi baseada em metodologia descrita
por Felipe et al. (2006) e realizada através de analises em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) em equipamento Varianmodelo 920LC com detector ultravioleta-visivel,
equipado com bomba quaternaria e injetor automatico, controlado pelo software Galaxie.
Utilizou-se para as curvas de calibragcdo solugcbes de conocarpano e eupomatendide-5
isolados de extrato supercritico (176,7 bar e 60°C), segundo metodogia que segue no
topico 4.3.2.1,em concentragdes que variam de 10 a 310ug/mL em metanol (J. T.
BAKER, 99,8% de pureza).

Solugcbes dos extratos de pariparoba foram preparadas em metanol a uma
concentracdo de 1000 pg/mL e filtradas em uma membrana filtro de 0,45 pm
(MILIPORE). Foi utilizada a coluna Metasil ODS, 5 um, 150 mm x 4,6 mm, mantida a 30
°C. A separacdo foi realizada em um sistema isocratico, usando como fase moével
acetonitrila (J. T. BAKER, 99,99% de pureza):agua (60:40 v/v) contendo 2% de &cido
acético Glacial (MERCK, 100% de pureza), com fluxo de 1 mL/min. A detecc¢do ocorreu a
280 nm e o tempo de corrida foi de 20 min. O volume de amostra injetada era de 20 pL.
As andlises foram realizadas em duplicata.

4.3.2.1 Purificagdo dos compostos

Para a cromatografia em coluna de adsorcao foi utilizado 645 mg de extrato bruto
obtido por via supercritica a 176,7 bar e 70 °C, coluna de vidro com 1,5 cm de didmetro e
25,0 cm de comprimento, preparada segundo os procedimentos descritos por Collins et
al. (1997). Como fase estacionaria foi utilizada silica gel 60 (MERCK, 70-230 mesh) e
como fase mével foram desenvolvidos varios sistemas eluentes, com solventes puros ou
misturas de dois solventes. As fragcbes foram eluidas pelos solventes em ordem

crescente de polaridade e coletadas em tubos de ensaio, como segue na Tabela 5.

Tabela 5. Sistemas eluentes para as cromatografias em coluna de adsorgao.

Sistema Eluente Proporcao Quantidade utilizada (mL) Fracao
Hexano - 200 1-14
Hexano:Cloroférmio 98:2 50 15-18
Hexano:Cloroférmio 90:10 50 19-22
Hexano:Cloroférmio 50:50 80 23-28

Cloroférmio - 180 29-47
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Acetato de Etila - 50 48-52
Metanol - 30 53-54

Para realizacdo da cromatografia em camada delgada (CCD), foram utilizados
placas de vidro de 5,0 x 10,0 cm preparadas com 0,25 mm de silica gel GFzs4 (MERCK),
ativadas a 105-110 °C por 30 min. de acordo com Collins et al. (1997), ou cromatoplacas
pré-fabricadas de aluminio Kieslgel 60 Fzs4 (MERCK), 20,0 x 20,0 cm com 0,2 mm de
espessura. Como fase mével foi utilizada uma mistura de hexano:acetato de etila (90:10).

A visualizacdo das substancias nas placas de CCD foi realizada ap6s revelacao
em vanilina sulfarica (2%). Os eluentes utilizados para cromatografia em coluna e
camada delgada foram de grau p.a. (NUCLEAR).

Apl6s a visualizagdo da CCD, as fragdes de interesse: F31, F32, F33, F34 e
F35foram reunidas de acordo com o comportamento cromatografico e denominadas de
F31-35; F-45, F-46 e F-47foram também reunidas e nomeadas F-45-47. Essas fracoes
foram analisadas por RMN-'H em cloroférmio deuterado onde se comprovou, com a
ajuda de dados espectrais ja obtidos por Pessini et al. (2005), a existéncia das
substancias eupomatenoide-5 e conocarpano com alta pureza, respectivamente, que
foram usados como padroes na andlise de CLAE. Os espectros da ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio dessas fracées podem ser observados nas Figuras8 e
9.

Fal-35-H1
Carcline-DEQ
File:F31-35-H1

Pulse Sequence: sZpul

i S/ A

.J.@LL—\_L____._.____MH J 1

L —
7 6 5 4 3 2 1 Ppm

Figura 8. Espectro de RMN-'H na freqiiéncia de 300,060 mHz para o composto
eupomatendide-5 em solvente CDCls.
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File: F45-47-H1

Pulse Sequence: s2pul
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Figura 9.Espectro de RMN-'H na freqiiéncia de 300,060 mHz para o composto
conocarpano em solvente CDCls.

4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A caracterizacdo microestrutural das folhas e caules de Piper regnelliipré e pos
extracdo foi realizada através da microscopia eletrébnica de varredura (MEV) em um
microscopio Shimadzumodelo SuperScan SS-550 no laboratério de microscopia do
GMPC-UEM, operado em 10 KeV. Todas as micrografias foram obtidas das superficies

das amostras recobertas com ouro.
4.5 ATIVIDADE ANTIFUNGICA
4.5.1 Atividade Contra Fungos Leveduriformes

Foram testadas as atividades fungicidas e fungistaticas de alguns extratos de
Piper regnellii.

Para todos os extratos analisados, foram determinadas as Concentracdes
Inibitérias Minimas (CIMs), determinadas pela metodologia de microdiluicdo em caldo,
segundo o documento M27-A3 de 2011 do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI1,2011). Como droga padrao, usou-se Fluconazol (SIGMA ALDRICH).
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Os extratos foram diluidos em dimetilsulféxido (AMRESCO, 99,9% de pureza)
para uma concentragdo de 20 mg/mL, seguido de diluigdo com agua destilada estéril até
uma concentragdo de 500 pg/mL. As concentragdes testadas dos extratos vegetais foram
0,49 a 250ug/mL.

Para o preparo do in6culo, as levedurascrescidas em Sauboraud foram suspensas
em solucao salina e a concentracao ajustada em espectrofotébmetro (QUIMIS, MODELO
Q7980RM) para obter a concentracéo final de 0,5 a 2,5 x 10° células/mL. O teste foi
realizado em microplacas de 96 pogos (NUCLON)com meio de cultura RPMI (GIBCO),
onde os extratos foram testados com as suspensdes com leveduras, e incubadas a 35°C
por 48 h. Como controle foi utilizado C. parapsilosis ATCC 22019, a fimdeverificar a
exatiddodasdiluicbesda droga e a validagéo dos resultados.

Foram utilizadas para os testes cepas de C. tropicalistATCC 750), C. albicans
(ATCC 90028) e C. glabrata (ATCC 90030).

ACIMfoi definida no primeiro pogocom uma redugdo significativa no crescimento,
em comparagdocom a do controlepositivo (microrganismos + meio de cultura) e o
esquema deste ensaio estd apresentado na Figurail0.AFigurail1 representa aCFM (
Concentracao fingicida minima), quefoi definidacomo a
menorconcentragdorendendosubculturasnegativas.

CF CN
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A |250 [ 125|625 31.25 [ 15625 | 7.81 | 3.906 | 1.953 [ 0.977 | 0.49

=il ) Rwiie] =2

Figura 10. Esquema para determinagao da CIM para leveduras em microplacas.

A leitura é realizada apds 48h, observando o crescimento nas diluicdes, o CP
(controle positivo) deve apresentar crescimento e o CN (controle negativo: extratos +

meio de cultura)nenhum.
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Figura 11. Esquema para CFM.

4.5.2 Atividade Contra Fungos Filamentosos

Para os extratos analisados, foram determinadas as Concentragdes Inibitoria
Minima (CIMs), determinadas pela metodologia de microdiluicdo em caldo, segundo o
documento M38-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). Como
droga padréo, usou-se Terbinafina (NOVARTIS).

Os extratos foram diluidos em dimetilsulféxido (AMRESCO, 99,9% de pureza)
para uma concentracao de 20 mg/mL, seguido de diluicao com agua destilada estéril para
uma concentragao final de 500 ug/mL. As concentragbes testadas dos extratos vegetais
foram de 0,98 a 500 pg/mL.

A cepa de T. rubrum (ATCC 28189)foi testada e,como controle, . mentagrophytes
(ATCC 11481).

Para o preparo do in6culo, os fungos foram suspensos em solucdo salina e a
quantificacao foi feita pela contagem em camara de Neubauer. Posteriormente, essas
suspensoes foram diluidas em meio RPMI1640 (GIBCO), acrescido de 2% de glicose,
para obtengdo de 2 x 10° até 6 x 10° UFC/mL.

O teste foi realizado em microplacas de 96 pogcos (NUCLON), onde os extratos
foram testados frente aos fungos em questéo, e incubadas a 35 °C por 4 a 7 dias.

ACIMfoi definida no primeiro pogcocom uma redugdo significativa no crescimento,

em comparagdocom a do controlepositivo (microrganismos + meio de cultura).
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4.6 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

As analises da atividade antibacteriana foram realizadas com algunsdos extratos
obtidos por extracao supercritica e pelos extratos obtidos com os solventes organicos,
segundo metodologia que segue.

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana foram testadas as cepas de S.
aureus (ATCC 29213), S. aureus resistente (ATCC 43300) e E. coli (ATCC 25922). Os
antibioticos empregados para o controle de qualidade do teste foram Vancomicina,
Oxacilina e Ciprofloxacino (SIGMA ALDRICH).

As cepas ATCC em 32 geragdo (3° repique) foram inoculadas em caldo
Tripicaseina Soja (DIFCO) e mantidas a 37 °C por 6 horas. Depois de semeadas em
placas de petri contendo esse mesmo caldo as bactérias forammantidas por 16 a 20
horas em estufa a 37 °C.

A concentragdo inibitéria minima (CIM) de todos os exiratos vegetais e dos
antibiéticos de referéncia foi determinada através da técnica de micro diluigdo em caldo
Mueller-Hinton(DIFCO)cations ajustados (CAMHB), conforme recomendacées do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009). Para a determinacao da CIM utilizou-se
microplacas de 96 pocos (INLAB), conforme esquema apresentado na Figurai3. A
interpretacdo do controle de qualidade com os antibidticos padrées foi realizada segundo
critérios do CLSI (2011).

Os extratos vegetais foram preparados na concentracao de 1000 pg/mL, utilizando
100 uL de dimetil-sulféxido DMSO (AMRESCO, 99,9% de pureza) e 900 pL do meio
CAMHB. Os antibidticos padrdes foram diluidos nas placas em concentragcées variando
de 0,15 a 300 pg/mL para Vancomicina e Oxacilina, e 0,03 a 64 pg/mL para
Ciprofloxacino, respectivamente. As concentracdes testadas dos extratos vegetais foram
0,98 a 500 pg/mL.

Os inéculos bacterianos foram preparados em CAMHB e ajustados pela escala de
Mc Farland de modo a fornecer um inéculo de 10° UFC/mL.

A CIM foi definida como a menor concentracdo dos extratos e antibidticos padroes

em que 0s microorganismos testados ndo demonstram crescimento visivel.
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Figura 12. Esquema para determinacao da CIM em micro placas.

4.7 CITOTOXICIDADE

As andlises da citotoxicidade foram realizadas com alguns dos extratos obtidos
por extracao supercritica, segundo metodologia de Skehan et al., 1990.

Preparou-se uma suspensao de células LLC-MK, (originaria do rim de Macaca
mulatta) contendo 2,5x10° células/mL em meio de cultura DMEM (GIBCO), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (GIBCO), e antibidtico gentamicina (HIPOLABOR),
distribuiu-se 100 yL por poco da suspensao em microplacas de 96 pocos deixando-se
pocos sem células para o branco, a placa foi mantida a 37 °C em estufa Umida com
tensao de 5% de CO, por 24 horas.

Preparou-se uma solucdo estoque de cada extrato na concentracdo de 1000
pg/mL, apds a formagédo da monocamada, o meio foi retirado e as células foram tratadas
com 100 yL das concentragdes (100; 50; 25; 12,5 e 6,25 yg/mL) e ainda adicionou-se
100 yL de DMEM com gentamicina, o ensaio foi realizado em triplicata para cada
concentracao de droga. Os pocos foram identificados, deixando-se alguns para o controle
de células (células sem tratamento) e apods incubou-se por 72 horas nas condicoes
citadas anteriormente. Nos controles de células adicionou-se 200 yL de DMEM com
gentamicina.

Em seguida, retirou-se 0 meio de todos 0s pogos e lavaram-se as células com 100
uL/ pogo com PBS. As células foram fixadas com 50 uL/pog¢o de acido tricloracético 10%
(SYNTH). Levou-se a microplaca para geladeira por 1 hora ao abrigo da luz, verteu-se o
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acido tricloroacético, lavou-se com agua corrente 3 vezes, por Ultimo com agua destilada.
Deixou-se a microplaca a temperatura ambiente para secagem.

Para a revelacao e leitura adicionou-se 50 pL/poco de sulforodamina B (0,4 % p/V
em 1 % de &cido acético, SIGMA) na placa seca. Levou-se a microplaca a geladeira por
30 minutos (ao abrigo da luz). Em seguida, removeu-se o corante lavando-se 4 vezes
com &cido acético 1% (FMAIA). Adicionou-se 150 pL/poco de Tris-base 10 mM (GIBCO),
para dissolver o corante ligado as células viaveis. Agitou-se a microplaca e realizou-se a
leitura da absorbancia em leitor de ELISA (BIO-TEK, MODELO POWER WAVE XSA) em
530 nm.

4.8 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.8.1 Método de Reducgao do radical Estavel DPPH*®

O método é baseado na metodologiade Brand-Willians et al. (1995), utilizando o
radical estavel DPPH*que sofre redugdo pelos antioxidantes com mudanca de coloragdo
violeta para amarela, proporcional a concentracdo da substancia redutora da amostra.

Preparou-se uma solucdo estoque com 0,024 g do reagente DPPH*(SIGMA
ALDRICH) diluidas em 100mI de metanol(FMAIA, com 99,8% de pureza) que foi mantida
a -20°C, até sua utilizagdo. Retirou-se 10ml da solugcdo estoque e adicionou-se 45ml de
metanol para preparar a solugao trabalho que foi utilizada para a reagdo do DPPH® com
0s extratos. Leu-se a absorbancia desta solugdo a 515 nm no espectrofotémetro
Shimadzu modelo UV-1203 (a absorbancia deve ser préxima de 1,1).

Os extratos foram diluidos em metanol em concentragdes que variaram de 0,33 a
5 mg/mL a fim de que apés a adicdo da solucao trabalho as concentracées finais fossem
de 17 yg/mL a 250 pg/mL.

A cada teste 2850 uL da solugcao trabalho eram adicionados a 150 pL da amostra
(volume final de 3,0 ml). Para o controle negativo substitui-se o volume das amostras pela
mesma quantidade de agua destilada, e para o controle positivopor BHT (SIGMA
ALDRICH) 0,02 % (preparado a solugédo em etanol p.a).

O célculo do percentual de atividade antioxidante (AA) foi realizado como segue:

AA % = (1 - Abs-amostra / Abs-controle negativo) x 100

Foi construida uma curva para cada extrato, onde no eixo x tinha-se a

concentracao final de extrato em (ug/mL) e no eixo y os valores da atividade antioxidante.
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Encontrou-se o CEs (ug/mL) que refere-se a concentragdo de extrato(ug/mL) necessaria
para reduzir 50% do radical DPPH".

4.8.2 Compostos Fendlicos Totais

Para a determinacao do conteudo de fendlicos totais, 0 método descrito por Meda
et al. (2005) com modificacdes foi empregado, porém utilizando-se o reagente de Folin-
Denis(SIGMA ALDRICH, 100% de pureza) ao invés do reagente de Folin-Ciocalteau.

O reagente de Folin-Denis, embora ndo especifico para uma determinada classe
demetabdlitos, detecta todos os fendis, acidos fendlicos, flavonbides e taninos presentes
emuma matriz. Desta forma pode-se utilizar esta metodologia para quantificagcdo do total
defendis, uma vez que ocorre a oxidacdo de qualquer fenol presente pela reacdo com o
acidofosfomolibdico e tungistico do reagente de Folin-Denis (Ferreira et al., 2004).

Solugdes dos extratos em metanol (FMAIA, 99,8% de pureza) na concentragéo de
0,5mg/mL foram preparadas. A uma aliquota de 0,5 mL dessa solu¢ao adicionou-se 2,5
mL de solucdo contendo o reagente de Folin-Denis 10% (10 mL em 100 mL de agua
ultrapura), apés 5 minutos adicionou-se 2,0 mL de solugcdo recém-preparada de
carbonato de sédio 14% (14 g em 100 mL de agua ultrapura) (NUCLEAR, com 99,99%
de pureza). Manteve-se a mistura incubada no escuropor 2 horas, onde a coloragdo da
solucdo passou de esverdeada para azul. Em seguida, fez-se a medida de sua
absorbancia a 760 nm em espectrofotémetro (SHIMADZU, MODELO UV-1203),
utilizando-se como branco a mesma mistura de solugdes preparadas para andlise dos
extratos, porém com metanol puro no lugar de solucdo dos extratos. O teor de fendis
totais (FT) foi determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma
curva de calibragdo construida com padrdes de acido galico da marca Vetec, em
concentragdes finais de 0,8 a 7ug/mL e expressos como g de EAG (equivalentes de acido

galico) por 100 g de extrato.

4.9 MODELAGEM MATEMATICA

A modelagem matematica proposta tem com objetivo geral calcular os parametros
de transferéncia de massa relevante ao processo de extragdo supercritica conduzida em
escala laboratorial. Considerando que esses parametros (densidade aparente do leito,
quantidade de material vegetal, solubilidade, constante cinética, e etc) determinam o
processo de extracdo supercritica e sao altamente correlacionaveis em pequena e
grande escala (MEIRELES, 2009).
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As curvas cinéticas de extragdo usando CO, supercritico dos compostos bioativos
de pariparoba foram modeladas utilizando um modelo empirico de segunda ordem que
nao requer conhecimento do perfil axial de concentragao da espécie quimica desejada ao
longo de todo o leito de extragdo. Investigacdes prévias demonstram sucesso na
modelagem da cinética de extracao supercritica utilizando esse tipo de modelo (SOUZA
et al., 2008).

O modelo matematico assume as seguintes hipéteses:

I. O processo é isotérmico e isobarico;
II.  Adispersao axial dentro do extrator € negligenciavel;
[ll.  No inicio do processo o sistema esta em equilibrio;
IV.  Os compostos bioativos sao tratados como pseudocomponente;
V. O modelo é unidimensional e somente a coordenada do escoamento é
considerada.

A equacédo do balango de massa para os compostos bioativos (C.B.) na fase fluida

resulta na seguinte equagéo diferencial:

9C | P 91, 9C _ ()
of € ot oz

Na qual Cé a concentracdo dos compostos bioativos no solvente (g/cm®), ¢ é a
concentragéo dos compostos bioativos na matriz sélida (gc.s./Jssiido) L., € @ densidade no

leito (g/cm®), u é a velocidade (cm/min), ¢ é o tempo de extragdo (min), £ é a porosidade
do leito e z € a coordenada na direcao axial do leito (cm). A equacédo (2) assume que a

taxa de extragdo € proporcional ao produto da capacidade de extragdo da fase fluida
(C,, —C)e aconcentragdo dos compostos bioativos na matriz sdlida ¢ .

dq

— =—kq \C

Na qual k é a constante cinética (cm®g min); C,, € a concentragdo de equilibrio

e @

dos compostos bioativos no solvente (gcg/cm?). As condicdes iniciais e de contorno sdo

expressas pelas equagdes (3) e (4), respectivamente:

€0,2)=C,

e €)

q(0,2)=q,

C(t,0) = {Ceq =9 (4)
0 t>0

Em que ¢, (g de C.B. extraidos/g de sélido inerte) € a quantidade dos compostos

bioativos inicial concentrado na matriz sélida depois da pressurizacao do extrator.
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A equacao (5) representa a solucao analitica para o modelo.

c 1 1<t,

—= ! (5)
C - >t
“ (e* +e " 1)

r

L ,
Em quet, :(—jé o tempo de residéncia, L é o comprimento da coluna (m) eu
u

eC

eq

—tu+ ,
¢ a velocidade (m/min), A:(Ejﬁ, B:( “ ij’, B=kC,ae a:[plezmqo}
u o

A massa dos compostos bioativos (C. B.) extraida como fungdo do tempo foi

calculada pela equacgao (6):

My =[CQdr

r

= C 0.« E w+2)f) (6)
C, 10, - “’?-’ ln{e “pe o 1>t

Sendo que, O, € o fluxo volumétrico de solvente e Cé a concentragdo dos

C, 0t t<t

compostos bioativos na fase fluida na saida do extrator. A constante k foi determinada
correlacionando os dados experimentais das extragées supercriticas conduzidas neste
trabalho. Utilizou-se a fungdo objetivo definida pela equacdo (7) no procedimento de

ajuste da constante k.
nexp
F=Y m —myr f 7)

Nesta equagdo m, . é massa calculada dos compostos bioativos extraidos
)

utilizando o modelo de transferéncia de massa; m;?’; € a massa dos compostos bioativos

obtida experimentalmente, e nexp é o nimero de dados experimentais da curva cinética.
No calculo do pardmetro do modelo foi utiizado o método numérico de otimizagao
univariavel da seccao aurea que foi implementado num programa computacional em
Linguagem FORTRAN.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste topico serdao apresentados os resultados e as discussdes sobre a extragao,
identificacdo e quantificagdo dos compostos bioativos, eletromicrografias, atividades
biol6gicas e antioxidantes e finalmente a modelagem das curvas cinéticas da ESC.
5.1 EXTRACOES
5.1.1 Extragcdo com solventes organicos

Os dados de rendimento de cada extracao estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Rendimento das extragdes usando solventes organicos.

Rendimento (%)

Solvente Folhas Caules
Hexano 4.5 3,7
Diclorometano 7.5 5,7

*Rendimento (%) = (massa extraida/massa de amostra seca)*100

Na Tabela7 sao apresentadas algumas propriedades dos solventes utilizados nas
extragcbes como viscosidade, temperatura de ebulicdo, constante dielétrica, energia de
coesdo e tensdo superficial, que podem auxiliar no entendimento da influéncia destes

parametros no rendimento de extragao.

Tabela 7. Propriedades dos solventes.

Energia

Viscosidade Temperatura de Constante de SJ eenr?ﬁ:ci)al

(mPa) ebulicédo (°C) dielétrica coesao P 2

(Jmol/mL) (cal/mol A%)
Hexano 0,3 69 1,9 200,8 25,8
Diclorometano 0,4 40 8,9 400,2 39,1

Na extracdo soxhlet o solvente € utilizado na temperatura de ebulicdo, e nesta
condicdo, a tensdo superficial e viscosidade do solvente sdo grandemente reduzidas
quando comparadas com uma temperatura mais baixa, portanto o solvente pode alcangar
os sitios ativos dentro da matriz com maior facilidade solubilizando os solutos
(MORRISON e BOYD, 1981).
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O efeito da temperatura mostrou-se significativo, mas nao foi determinante na
extragdo do soluto. A comparagao entre 0s solventes mostrou que a extragao é atribuida
mais significativamente a polaridade do solvente do que a temperatura de processo.

5.1.2 Extragdo com CO, Presssurizado
5.1.3.1 Avaliagao da influéncia do tamanho das particulas

A Tabela8 mostra os valores obtidos na analise de rendimento global para as
duas granulometrias de folhas, selecionadas pelo critério de maior quantidade de material

obtido no peneiramento, para os testes preliminares.

Tabela 8. Comparacao de rendimentos da extracdo supercritica das folhas de Piper
regnelli.

Rendimento (%)
Pressao(bar) Temperatura(°C)
Mesh 30 Mesh 50

109,2 40 0,6 0,7
150,0 40 1,3 1,6
176,7 60 1,6 1,5
2441 60 2,4 2,4
250,0 40 2,0 2,0

*Rendimento (%) = (massa extraida/massa de amostra seca)*100

Afim de que o volume preenchido com as folhas dentro do extrator fosse o mesmo,
os testes preliminares foram realizados com amostras de peso em torno de 20 g e 35 g
para as amostras de mesh 30 e mesh 50, respectivamente. Uma vez que as folhas de
menores tamanhos ficam mais compactadas dentro do extrator.

Os testes preliminares foram realizados objetivando o rendimento global para
experimentos realizados nas mesmas condi¢des operacionais, variando apenas o0
tamanho das particulas contidas no leito de extragdo. Observou-se que foi obtido
praticamente 0 mesmo rendimento global para as mesmas condicdes de extracdo
provavelmente devido a variagdo no tamanho da matriz sélida ndo ser significativa para
as condigdes operacionais selecionadas.Assim, foi escolhida a granulometria de mesh 30
para os testes com os caules da matriz vegetal, uma vez que, esta condicao

proporcionarduma economia de matéria-prima bem como de recursos energéticos.
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5.1.3.2 Extracado supercritica dos extratos de folhas e caulesde Piper regnellii
Os resultados de rendimento global em base seca obtidos nos ensaios e os
parametros de extracao: pressao, temperatura, densidade e vazao para cada teste estao

apresentados na Tabela9, a seguir.

Tabela 9. Rendimentos e parametros da extracao supercritica.

Rendimento (%)*

Pressdo(bar) Temperatura(°C) Densidade(g/cm®) Vazido(mL/min)
Folhas Caules

109,2 40 0,681 3 0,6 0,8
150,0 40 0,781 3 1,3 1,0
176,7 60 0,681 3 1,6 1,4
2441 60 0,781 3 2,4 1,8
250,0 40 0,880 3 2,0 1,8

*Rendimento (%) = (massa de compostos bioativos extraida/massa de amostra seca)*100

Podemos observar uma grande quantidade de material extraido tanto nas folhas
como nos caules de pariparoba. Durante a condugdo dos experimentos ficou evidente a
diferenca de coloragéo entre as amostras dos extratosobtidos em diferentes pressdes. Os
extratos obtidos a pressdes mais baixas apresentaram uma coloragdo amarelada. Ja os
extratos obtidos nas pressdes de 244,1 e 250 bar ofereceram uma coloracdo mais
escura, variando de alaranjado a verde escuro. Muitas vezes um aumento na pressao
pode resultar em um decréscimo da seletividade, como resultado da coextragcdo de
compostos que reduzem a pureza e conferem cor ao produto (GOTO et al., 1993).

Com o aumento de densidade a uma temperatura constante, o rendimento de
extragdo e a solubilidade do composto aumentam, consequentemente uma maior
variedade de compostos é extraida.

Nas Figuras 13 e 14encontram-se as curvas cinéticas de extracao para 0s ensaios
das folhas e dos caules, respectivamente. Elas descrevem o comportamento da massa

acumulada de extrato obtida em base seca para cada um dos experimentos.
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Figura 13. Curva de extragdo supercritica para as folhas de Piper regnellii.(X) P = 109,2
bar/40 °C; (=) P = 150,0 bar/40 °C; (®) P = 176,7 bar/60 °C; (m) P = 244,1 bar/60 °C; (e)
P = 250,0 bar/40 °C.
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Figura 14. Curva de extracao supercritica para os caules de Piper regnellii. (X) P = 109,2
bar/40 °C; (=) P = 150,0 bar/40 °C; (®) P = 176,7 bar/60 °C; (m) P = 244,1 bar/60 °C; (e)
P =250,0 bar/40 °C.

Ao se comparar os resultados obtidos na ESC com CO, (Tabela9) com os da
extracao por soxhlet (Tabela 6), pode-se observar um maior rendimento na extragdo com
solventes organicos. Esse comportamento pode ser atribuido ao tempo de extragao
prolongado o continuo contato solvente/soluto empregados na técnica convencional.

5.2 IDENTIFICAGAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS
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5.2.1 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os extratos das folhas e dos caules de Piper regnellii obtidos por extracédo
supercritica e soxhlet foram submetidos a RMN 'H e '®C, com o obijetivo de verificar a
presenca das substancias Eupomatendide-3, Eupomatendide-5, Eupomatendide-6 e

Conocarpano no extrato.

5.2.1.1 Eupomatenoide-3

A formula estrutural CigH1¢0O3 para o Eupomatendide-3 estd demonstrada na
Figura15.

Figura 15. Estrutura quimica do eupomatendide-3.
Os valores de deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN 'C encontrados na
literatura para a substancia acima sado apresentados nasTabelas10 e 11,

respectivamente, conforme a ordem de numeracao (PESSINI et al.,2003b).

Tabela 10. Dados de RMN-'H (300mHz) em CDCl; para o eupomatendide-3 descritos na

literatura.
3n (ppm)
H 4 6 7 8 9 2 3 6 CHs;-3 CHj3-10 -OCH,0O-
Eupomatendéide-3 7,41 7,27 7,35 6,51 6,21 728 6,90 7,26 240 1,90 6,00
(d (dd) (@ (dq) (dq) (dd) (a) (s) (s) (dd) (s)

Tabela 11. Dados de RMN-"*C (75mHz) em CDCl; para o eupomatendide-3 descritos na
literatura.

dc (ppm)
C Eupomatendide-3
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1 125,59
2 151,09
3 110,20
3f 131,52
4 147,48
5 132,78
5 148,04
72 153,00
CH
2 120,94
3 108,59
4 116,22
6 122,41
6’ 107,19
7 110,71
8 131,35
9 124,31
CH;
10 18,37
CHs-3 9,31
O-CH,-O 101,28

Pode-se observar que o grupo caracterizador da molécula é o —OCH,O- que tem
um sinal tipico de singlete em torno de 6,00 ppm e outro sinal em 101,28 ppm para o0s
espectros de hidrogénio e carbono, respectivamente. Assim foram comparados o0s
deslocamento quimicos dos espectros de RMN 'H e '®C dos extratos segundo esse
grupo, conforme Tabela12.

Tabela 12. Dados de RMN-'H (300mHz) e RMN-"3C (75mHz) em CDCl; para os extratos
de Piper regnellii referente ao grupo caracteristico do eupomatendide-3.

& do grupo —OCH,0- (ppm)

31 (ppm) ¢ (ppm)
Extratos Folhas Caules Folhas Caules
ESC
P=109,2 bar/T=40 °C 6,019 6,016 * *
P=150,0 bar/T=40 °C 6,012 6,014 * *
P=176,7 bar/T=60 °C 6,012 6,015 * *
P=244,1 bar/T=60 °C 6,018 6,016 * *
P=250,0 bar/T=60 °C 6,018 6,022 * *

Soxhlet
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Hexano 6,020 6,020 * *
Diclorometano 6,019 6,018 * *

* A quantidade deste composto na amostra deve ser muito pequena sendo seu pico de

dificil identificacao.

Baseado na interpretagdo dos espectros de RMN 'H e ®C assim como nos dados
obtidos com a literatura (PESSINI et al., 2003b), pode-se sugerir que a neolignana
diidrobenzofuranica denominada de 2-(4,5’-metilenodioxifenil)-3-metil-5-(E)-
propenilbenzofurano ou eupomatendide-3, encontra-se presente em todos os extratos
analisados.

Esta substancia ja havia sido isolada por Maxwell et al. (1999) a partir do extrato
cetdnico das partes aéreas de P. aequale, tendo os dados de RMN '*Csido relatados pela
primeira vez neste estudo.Benevides et al. (1999) e Sartorelli et al. (2001), isolaram esta
neolignana do extrato em acetato de etila da raiz e das folhas de P. regnellii var.
regnellii.Posteriormente, Pessini et al. (2003b) comprovaram a presenca desta

neolignana em extratos hidroetanélicos de Piper regnelli var. pallescens.

5.2.1.2 Eupomatenoide-5

A formula estrutural CigHsO3; para o Eupomatendide-5 estd demonstrada na
Figurai16.

Figura 16. Estrutura quimica da molécula do eupomatendide-5.

Os valores de deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN '®C encontrados na
literatura para a substancia acima sédo apresentados nasTabelas13 e 14,
respectivamente, conforme a ordem de numeragéo (PESSINI, 2003b).
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Tabela 13. Dados de RMN-'H (300mHz) em CDCl; para o eupomatendide-5 descritos na
literatura.

du (ppm)

H 2 K 4 6 6’ 7 8 9 CHz-3 CH;-10 CH30-% OH

Eupomatendide-5 7,29 7,03 743 727 7,32 737 652 623 243 190 3,98 5,75
(@) (@ (@ (d) () (d (dd) (dg) (9 (aa) (s) ()

Tabela 14. Dados de RMN-"*C (75mHz) em CDCl; para o eupomatenéide-5 descritos na

literatura.
¢ (ppm)
C Eupomatendide-5
1’ 123,94
2 151,39
3 109,87
32 131,65
4 146,78
5 132,77
5 145,81
78 153,02
CH
2 120,49
3 114,60
4 116,17
6 122,28
6’ 109,28
7 110,66
8 131,36
9 124,30
CH;

10 18,37

CHs-3 9,13

CH;0 55,99

Observa-se que o grupo caracterizador da molécula é o —OCH3; que tem um sinal
tipico de singlete em torno de 3,98 ppm e outro sinal em 55,99 ppm para os espectros de
hidrogénio e carbono, respectivamente. Os deslocamentos quimicos dos espectros de
RMN "H e 3C dos extratos desse grupo foram comparadosconforme consta na Tabela15.

Tabela 15. Dados de RMN-'H (300mHz) e RMN-"3C (75mHz) em CDCl; para os extratos
de Piper regnellii referente ao grupo caracteristico do eupomatendide-5.
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6 do grupo —OCH; (ppm)

31 (ppm) ¢ (ppm)
Extratos Folhas Caules Folhas Caules
ESC

P=109,2 bar/T=40 °C 3,988 3,985 56,248 56,244
P=150,0 bar/T=40 °C 3,983 3,983 56,259 56,259
P=176,7 bar/T=60 °C 3,984 3,983 56,259 56,251
P=244,1 bar/T=60 °C 3,987 3,984 56,251 56,244
P=250,0 bar/T=60 °C 3,987 3,992 56,244 56,244

Soxhlet
Hexano 3,990 3,989 56,248 56,248
Diclorometano 3,987 3,987 56,244 56,244

A interpretacdo dos espectros de RMN 'H e '*C assim como nos dados obtidos
com a literatura (PESSINI et al, 2003b), pode-se sugerir que a neolignana
diidrobenzofuranica denominada de 2-(4’-hidroxi-5’-metoxifenil)-3-metil-5-(E)-
propenilbenzofurano ou eupomatenoide-5, encontra-se presente em todos os extratos

analisados.
Esta substancia foi isolada do extrato cetbnico das partes aéreas de P. aequale

(MAXWELL et al., 1999) e posteriormente do extrato em acetato de etila da raiz e folha
de P. regnellii var. regnelli (BENEVIDES et al., 1999; SARTORELLI, et al.,, 2001). Dois
anos depois Pessini et al. (2003b) comprovaram a presenga desta substancia em extrato
hidroetandélico de Piper regnellii var. pallescens.

5.2.1.3 Eupomatenoide-6

A foérmula estrutural CigHisO, para o Eupomatendide-6 estd demonstrada na
Figural7.
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Figura 17. Estrutura quimica da molécula do eupomatenoide-6.

Os valores de deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN '*C encontrados na
literatura para a substancia acima encontram-se nasTabelas16 e 17, respectivamente,

conforme a ordem de numeracao (PESSINI, 2003b).

Tabela 16. Dados de RMN-'H (300mHz) em CDCl; para o eupomatenéide-6 descritos na
literatura.

dx (ppm)

H 2 3 4 5 6 6’ 7 8 9 CH3-3 CHs-10 OH

Eupomatendide-6 7,68 694 7,43 694 727 7,68 636 652 625 242 1,90 506
(@ (@ (@ (@ (d) () (o (dd) (dg) (s (dd) ()

Tabela 17. Dados de RMN-"*C (75mHz) em CDCl; para o eupomatenoide-6 descritos na

literatura.
¢ (ppm)

C Eupomatendide-6
1’ 124,46
2 151,24
3 109,81
32 131,61
4 155,49
5 132,73
78 153,07
CH

2 128,40
3 115,64

4 116,16
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5 115,64
6 122,26
6’ 128,40
7 110,69
8 131,36
9 124,28
CH;
10 18,36
CHs-3 9,22

O grupo caracterizador da molécula é o —CH-5" que tem um sinal tipico de dublete
em 6,94 ppm e outro sinal em 115,64 ppm para os espectros de hidrogénio e carbono,
respectivamente. Na Tabela 18. encontram-se os deslocamento quimicos dos espectros
de RMN "H e "*C dos extratos segundo esse grupo.

Tabela 18. Dados de RMN-'H (300mHz) e RMN-'C (75mHz) em CDCl; para os extratos
de Piper regnellii referente ao grupo caracteristico do eupomatendide-6.

& do grupo —CH3-3 (ppm)

31 (ppm) ¢ (ppm)
Extratos Folhas Caules Folhas Caules
ESC

P=109,2 bar/T=40 °C 6,943 6,952 116,010 116,015
P=150,0 bar/T=40 °C 6,925 6,933 115,956 115,964
P=176,7 bar/T=60 °C 6,953 6,941 116,023 115,998
P=244,1 bar/T=60 °C 6,946 6,950 115,120 115,020
P=250,0 bar/T=60 °C 6,955 6,952 114,968 114,985

Soxhlet
Hexano 6,938 6,939 115,854 116,010
Diclorometano 6,941 9,940 116,056 116,045

5.2.1.4 Conocarpano

A férmula estrutural CigHigOopara o Conocarpano estd demonstrada na
Figura18.
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Figura 18. Estrutura quimica da molécula do conocarpano.

Os valores de deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN '*C encontrados na
literatura para a substdncia acima sdo apresentados nasTabelas19 e 20,

respectivamente, conforme a ordem de numeragédo (PESSINI et al., 2003b).

Tabela 19. Dados de RMN-'H (300mHz) em CDCl; para o conocarpano descritos na
literatura.

3u (ppm)

H 2 2 3 3 4 5 6 6’ 7 8 9 CH;-3  CHs-10 OH

508 730 339 683 7,10 68 7,12 730 676 636 611 1,39 1,86 4,98
(@ () (dg (@ (s (@ () (&) () (dd) (dq)  (d) (dd) (s)

Conocarpano

Tabela 20. Dados de RMN-"3C (75mHz) em CDCl; para o conocarpano descritos na

literatura.
¢ (ppm)

C Conocarpano
1’ 132,43
3f 132,96
4 155,75
5 131,35
78 158,39
CH

2 92,62
2 127,93
3 45,14
3 115,48
4 120,78
5 115,48
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6 126,37
6’ 127,93
7 109,31
8 130,81
9 123,11
CH;
10 18,28
CHs-3 17,69

O grupo —CHj3-3 caracteriza a molécula e tem um sinal tipico de dublete em torno
de 1,39 ppm e outro sinal em 17,69 ppm para os espectros de hidrogénio e carbono,
respectivamente. Compararou-se os deslocamento quimicos dos espectros de RMN 'H e
'3C dos extratos de acordo com esse grupo, conforme Tabela21.

Tabela 21. Dados de RMN-'H (300mHz) e RMN-'3C (75mHz) em CDCl; para os extratos
de Piper regnellii referente ao grupo caracteristico do conocarpano

& do grupo —CH3-3 (ppm)

31 (ppm) ¢ (ppm)
Extratos Folhas Caules Folhas Caules
ESC

P=109,2 bar/T=40 °C 1,387 1,389 18,002 17,987
P=150,0 bar/T=40 °C 1,387 1,386 18,031 18,031
P=176,7 bar/T=60 °C 1,387 1,387 18,039 18,024
P=244,1 bar/T=60 °C 1,387 1,384 18,002 17,987
P=250,0 bar/T=60 °C 1,387 1,391 17,995 18,002

Soxhlet
Hexano 1,388 1,387 17,998 17,998
Diclorometano 1,385 1,386 17,995 17,987

5.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As Figuras 19 e 20 apresentam o0s cromatogramaspara as solugdes de
conocarpano e eupomatendide-5 que foram utilizadas como padrdes nas concentragdes
de 350 e 620 pg/mL, respectivamente.
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o1 2 3 4 5 6 7 8 9

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Min

Figura 19. Cromatograma obtido a 280 nm da solugdo de conocarpano na concentragao

de 350ug/mL em fase movel acetonitrila:agua (60:40 v/v) contendo 2% de &cido acético
Glacial.

mAU

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Min

Figura 20. Cromatograma obtido a 280 nm da solucdo de eupomatendide-5 na

12 13 14 15 16 17 18 19 20

concentracdo de 620 pug/mL em fase mével acetonitrila:agua (60:40 v/v) contendo 2% de
acido acético Glacial.

Os tempos de retengdo para os compostos conocarpano e eupomatendide-5 foram
6,7 e 10,8 minutos, respectivamente. A partir dos cromatogramas para as diversas
diluicdes de cada composto padrdao foram construidas curvas para obtencao da equagéao
da reta, sendo posteriormente calculadosos teores desses compostos nos extratos de

Piper regnellii. As curvas de calibracdo desses compostos estéo ilustradas nas Figuras21
e 22.
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Figura 21. Curva de calibragao para o padrao conocarpano.
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Figura 22. Curva de calibragdo para o padrao eupomatenoide-5.

A Tabela22mostra os teores de conocarpano e eupomatendide-5 nos extratos de
pariparoba.

Tabela 22. Concentragdo dos compostos conocarpano e eupomatenoide-5 nos extratos
de Piper regnellii.

Conocarpano (%) Eupomatendide-5 (%)
Extratos Folhas Caules Folhas Caules
ESC
P=109,2 bar/T=40 °C 19,2+0,2 245+0,4 19,2 £ 0,1 15,9+0,5
P=150,0 bar/T=40 °C 248 +0,4 38,5+0,1 40,8 £0,5 35,9+0,3
P=176,7 bar/T=60 °C 23,9+0,2 34,6 +0,4 43,4+0,5 255+0,4
P=244,1 bar/T=60 °C 19,9+0,3 28,1 £0,05 39,3+0,6 23,2+0,3

P=250,0 bar/T=40 °C 253+0,4 37,8+0,2 36,1 £0,4 18,2+ 0,5
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Soxhlet
Hexano 8,7+0,2 18,8 + 0,4 18,7 £ 0,2 17,6 £0,5
Diclorometano 17,0+£0,3 30,0 + 0,06 27,5 +0,09 17,1 +0,4

Pode-se observar diferenca consideravel dos teores destes compostos entre
extratos de folhas e caules obtidos em todas as condigbes de extragéo. Extratos obtidos
dos caules apresentam maior concentracdo de conocarpano, ja os extratos obtidos das
folhas apresentam maior concentracao de eupomatendide-5.

Os resultados das extragbes com diéxido de carbono foram mais eficiente, ja que
as neolignanas sao mais solluveis em solventes apolares (FELIPE et al., 2006).

Além disso, verificou-se que as neolignanas estudadas sdo estaveis ao
aquecimento empregado na extragcdo por Soxhlet, pois os teores encontrados quando
utilizada esta técnica foram compativeis com os valores encontrados na ESC.

Na escolha do liquido extrator deve-se levar em consideragdo ndo sO as
propriedades extrativas, mas também sua adequacao tecnolégica e a toxicidade. A
adequacao tecnolégica esta relacionada a facilidade de eliminar o liquido da solugao
extrativa ou produto final.

Segundo os resultados de extracdo, o diéxido de carbono, em condicdes
supercriticas, se mostrou o solvente mais adequado para a obtencdo das neolignanas
conocarpano e eupomatendide-5.

5.3MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Nas Figuras 23 e 24encontram-se as micrografias eletrbnicas do material vegetal
pré e pés-extracao.
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AtcV . Probe Mg WD * Det Acc Probe Mag WD Det Ho + b= " 100um
150k 40 %200 17.8E N - 40 x100 17 SE 1
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Figura 23. Matriz sélida das folhas de Piper regnellii: (a) nes da extracao; (b) Extrl’da a
109,2 bar/40°C; (c) Extraida a 244,1 bar/60°C; (d) Extraida a 250,0 bar/40°C; (e) Extraida
em soxhlet com hexano; (f) Extraida em soxhlet com diclorometano;
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Figura 24. Matriz solida dos caules de Piper regnellii: (a) Antes da extracao; (b) Extraida a
109,2 bar/40°C; (c) Extraida a 244,1 bar/60°C; (d) Extraida a 250,0 bar/40°C; (e) Extraida
em soxhlet com hexano; (f) Extraida em soxhlet com diclorometano;

Ao comparar a matriz vegetal pré-extracdo com a matriz submetida a extracao
supercritica pode-se observar que as bolsas que continham o material extraivel ficaram
praticamente vazias, e quase em sua totalidade foi rompida. Ja no material submetido a
extragdo convencional (soxhlet), as bolsas ficaram com aspecto intacto. Isso nos sugere
que apesar dos altos rendimentos obtidos na técnica de soxhlet, outros compostos
celulésicos foram arrastados, principalmente as substancias presentes na superficie da

célula.
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5.4 TESTE IN VITRO: ATIVIDADE ANTIFUNGICA

De maneira geral ndo ha um acordo no nivel aceitavel de inibicao por substancias
obtidas de plantas quando comparado com padrdes, embora, de acordo com Duarte et al.
(2007), seja possivel classificar os materiais, como agentes antimicrobianos baseando-se
no valor de CIM.Nos testes frente a leveduras foi considerado que se o extrato bruto
apresentou CIM < 100 pyg/mL a atividade antifungica era forte; se a CIM era de 100 a 500
pg/mL a atividade era moderada; para CIM entre 500 e 1000 pg/mL a atividade era fraca
e para CIM > 1000 yg/mL o extrato era inativo contra o fungo testado (HOLETZ et al.,
2002). Ja nos testes frente a fungos filamentosos foi considerada a seguinte
classificacdo: os extratos que apresentaram um CIM menor que 75 pg/mL a atividade
antifungica foi considerada forte;CIM entre 75 a 150 yg/mL os extratos possuem atividade
moderada; CIM entre 150 a 250 pg/mLatividade fraca; e CIM maior que 250 pg/mL o
extrato € inativo (SCORZONI et al., 2007).

Os resultados da atividade antifungica usando os extratos supercriticos
selecionados (P=109,2 bar, P=244,1 bar e P=250 bar) e os extratos de solventes
organicos das folhas e dos caules estao sumarizados na Tabela23.

Tabela 23. Resultados da concentragdo inibitéria minima (CIM) e da concentracido
fungicida minima (CFM) dos testesin vitro em fungos utilizando os extratos obtidos.

CIM (CFM) (pg/mL)

Antimicrobianos C. C. C. C. T T.
albicans glabrata tropicalis Parapsilosis mentagrophytes rubrum

31,25 125,00 15,62 15,62 15,62

wchoszbar e (3125 (s00) 12202 15 69) (15,62) (15,62)
Caules 15,62 31,25 62,50 15,62 7,81 15,62

(15,62)  (62,50) (62,50) (15,62) (7,81) (15,62)

Folhas 15,62 62,50 62,50 15,62 15,62 7,81
60°C/244,1bar (31,25)  (62,50) (250) (81,25) (15,62) (7,81)
Caules 15,62 31,25 62,50 15,62 7,81 7,81

(81,25)  (31,25) (62,50) (15,62) (7,81) (7,81)

Folhas 15,62 31,25 62,50 15,62 7,81 7,81

40°C/250.0bar (15,62)  (250,00) ) (15,62) (7,81) (7,81)
’ Caules 15,62 125,00 62,50 15,62 7,81 15,62
(15,62) (125,00) (62,50) (15,62) (7,81) (15,62)

Folhas 62,50 125,00 500,00 62,50 15,62 15,62

Hexano (62,50) (125,00) (500) (62,50) (7,81) (15,62)
Caules 15,62 31,25 62,50 31,25 7,81 7,81

(15,62)  (62,50) (125,00) (62,50) (7,81) (7,81)

Diclorometano  Folhas 62,50 62,50 250,00 62,50 7,81 7,81
(250,00) (125,00) (500,00) (125,00) (7,81) (7,81)
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Caules 31,25 31,25 62,50 31,25 7,81 7,81
(31,25) (62,50) (125,00) (62,50) (7,81) (7,81)
Fluconazol 0,12 16,00 0,50 2,00
Terbinafina 0,008 0,004

Todos os extratos apresentaram forte atividade contra todos os microrganismos
testados sendo considerados também fungicidas.

Observa-se que para a grande maioria dos extratos supercriticos os valores de
CIMs se mostraram menores do que aqueles apresentados para os extratos obtidos com
solventes organicos. O que era esperado, pois apesar de os 10 extratos testados
apresentarem as 4 neolignanas de interesse, os extratos obtidos via ESCcontinham
maiores teores de conocarpano (vide Tabela 22). Além disso, os extratos dos caules
demonstram, no geral, melhor atividade antifungica devido ao seu alto teor de
conocarpano.

Em 2005 Pessini et al. testaram o extrato de Pariparoba em acetato de etila contra
C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis e obtiveram uma CIM de 125 pg/mL, 500
pg/mL e >1000 pg/mL, respectivamente. Depois de isoladas, testaram também as 4
neolignanas. Somente o0 conocarpano apresentou atividade contra as leveduras: CIM de
6,3 ug/mL contra C. albicans e C. tropicalis e de 25 ug/mL contra C. parapsilosis.

Os resultados obtidos para leveduras sao relevantes, pois C. albicans e C.
tropicalis sao as espécies do género Candida mais patogénicas da cavidade oral,
estando presentes em mais de 70% dos isolamentos das infeccoes fungicas desta area
(ALVES et al., 2006).

Koroishi et al. (2008) constataram a forte atividade antifungica dos extratos
hidroalcodlicos contra os fungos filamentosos T. mentagrophytes e T. rubrum
apresentando CIMs de 15,62 pg/mL. Também testaram os compostos puros
eupomatendide-3 e eupomatendide-5 em T. rubrum resultando em CIMs de 50 e 6,2
pg/mL, respectivamente. J& nos extratos supercriticos aplicados a este mesmo fungo
observa-se valores pouco acima do obtido para o composto isolado (CIM de 7,81ug/mL).

Os resultados obtidos para o T. rubrum tem interesse particular, pois € a espécie
de fungo dermatéfito mais comumente encontrada, representando cerca de 90% das
infeccoes cronicas e recorrentes (TORRES-RODRIGUES et al., 1998). Além disso, esta
espécie mostra resisténcia aos antifingicos utilizados para o tratamento de dermatofitose
(ZAIAS e GERBERT-REBELL, 1996).

Os principais agentes antifungicos atualmente em uso devem sua atividade a
interacao direta com ergosterol (principal esterol das leveduras, e muitos outros fungos)
ou inibicdo de sua biossintese (ZACCHINO, 2001).
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A purificagdo de uma determinada substancia estd relacionada com muito
empenho, baixo rendimento e residuo de solventes. J& com a exitracdo supercritica
obtem-se um material livre de qualquer contaminagdo, inclusive microbiolégica. Sendo
assim, ainda que a substancia isolada apresente um melhor valor de CIM se faz
necessario pensar em custo-beneficio.

Drogas antifungicas utilizadas na terapéutica nao satisfazem completamente as
necessidades medicas devido a problemas como poténcia, seguranca e propriedades
farmacoldgicas dos agentes disponiveis. Considerando o aumento nas incidéncias de
infeccOes sistémicas e, conseqliente aumento na mortalidade, uma escolha apropriada
na terapia antifungica se faz necesséria, além do desenvolvimento de drogas que
aumentam a resposta em individuos imunocomprometidos. Hoje em dia, ha um aumento
no interesse por novos compostos antifiingicos que funcionam como téxicos seletivos e
de baixa toxidez.

Sendo assim, a busca por novos agentes antifungicos para uma terapia alternativa
€ de grande importancia. E os resultados obtidos para os extratos supercriticos de
pariparoba mostram-se promissores para o desenvolvimento de medicamentos a base de

produtos naturais.

5.5 TESTE IN VITRO: ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os resultados da atividade antibacteriana usando os extratos supercriticos
selecionados (P=109,2 bar, P=244,1 bar e P=250 bar) e os extratos de solventes
organicos das folhas e dos caules de Piper regnelliiestdao sumarizados naTabela24.

Nos testes frente a bactérias foi considerado que se o extrato bruto apresentou
CIM =< 100 pug/mL a atividade antifungica era forte; se a CIM era de 100 a 500 pg/mL a
atividade era moderada; para CIM entre 500 e 1000 pyg/mL a atividade era fraca e para
CIM > 1000 pg/mL o extrato era inativo contra o fungo testado (HOLETZ et al., 2002).

Tabela 24. Resultados da concentragao inibitéria minima (CIM) dos testes in vitrocom
bactérias gram-negativa e gram-positiva utilizando os extratos obtidos de Piper regnellii.

CIM (ug/mL)
Extratos S. aureus E. coli rsé;;f':;se
Folhas Caules Folhas Caules Folhas Caules
ESC (P=109,2 bar/40 °C) 7,81 7,81 >500 >500 7,81 7,81
ESC (P=244,1 bar/60 °C) 1,95 7,81 >500 >500 0,98 7,81
ESC (P=250,0 bar/40 °C) 3,90 7,81 >500 >500 7,81 7,81

Hexano 15,62 15,62 >500 >500 NT* NT*




Capitulo 5. Resultados e Discusséao 54

Diclorometano 15,62 31,25 >500 >500 NT* NT*
Oxacilina 9,37
Vancomicina 1,17
Ciprofloxacino 0,06

*NT = Nao testada.

Diferentes resultados foram obtidos para os extratos testados contra as bactérias
gram-positivasS. aureuseamostra sensivel a meticilina (MRSA)e contra a bactéria gram-
negativa E. coli. Todos os extratos demonstraram forte atividade antibacteriana em cepas
gram-positivas. Entretanto, observar-se que os extratos obtidos via ESC s&o mais ativos
que os extratos obtidos por método convencional, pois de acordo com a Tabela22 os
extratos obtidos via ESC apresentam, no geral, maior quantidade do composto
eupomatendide-5, o qual é apontado por Pessini et al. (2008a) como o principal
responsavel pela atividade antibacteriana, seguido do eupomatendide-6.

Os valores das CIMs apresentadas pelos extratos brutos obtidos via ESCestao
muito préximos aos valores obtidos por Pessini et al. (2003a) para os compostos
eupomatendide-5 (1,56 pg/mL) e eupomatendide-6 (3,12 pg/mL) isolados, contra a
mesma cepa de S. aureus.

Margal et al. (2010) avaliaram a atividade antibacteriana do extrato em acetato de
etila em MRSA e obtiveram CIM de 16 pyg/mL. Também testaram contra a mesma cepa o
composto eupomatenoide-5 obtendo CIM de 4 pg/mL. Ja nos resultados com os extratos
brutos obtidos via ESC os valores de CIM s&o muito préximos ou até menores.

Esses resultados podem ser explicados pela sinergia que ocorre entre 0s
compostos, sugerindo que um composto pode potencializar a acao do outro.

A hidroxila fendlica presente na estrutura das neolignanas conocarpano,
eupomatendide-5 e eupomatendide-6 € imprescindivel para a atividade em S. aureus.
Segundo Barreiro e Fraga (2001), as ligagdes de hidrogénio sdo as mais importantes
interacoes nao-covalentes existentes nos sistemas bioldgicos, podendo ser responsaveis
pela manutengcédo das conformagdes bioativas de macromoléculas.

Ja contra a bactéria gram-negativa testada todos o0s extratos se
mostraramfracamente ativos. Provavelmente, se deve a membrana externa desse tipo de
bactéria, que representa um obstaculo a penetracdo de inUmeras moléculas antibiéticas.
Além disso, 0 espago periplasmico contém enzimas que sdo capazes de destruir
moléculas estranhas (TAVARES, 1999).

A andlise antimicrobiana dos extratos de pariparoba demonstrou que os extratos
supercriticos foram mais eficientes contra o crescimento de bactérias gram-positivas, se

comparados aos extratos obtidos a baixa presséo.
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Os baixos valores de CIM apresentados indicam a extragdo supercritica como o
melhor método para obtengédo de extratos de Piper regnellii com forte poder inibidor, de
acordo com a classificacao apresentada previamente (forte inibidor CIM < 100 pg/mL). A
reducdo da densidade do fluido supercritico aumentou o valor da CIM contra o S. aureus.
Este comportamento indica que maior poder solvente € necessario pra a obtencado de

compostos com potencial antimicrobiano.

5.6 CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade é a primeira etapa para avaliar a toxicidade de farmacos e
materiais vegetais. No teste de citotoxicidade in vitro os materiais tém contato direto com
as culturas celulares com intuito de analisar o efeito direto nas células.

Os ensaios de citotoxicidade de seis extratos supercriticos (folhas e caules)
obtidos por extracdo com CO, pressurizado a diferentes densidades foram realizados
segundo a metodologia de SKEHAN et al., 1990. Os resultados estdo apresentados na
Tabela25.

Tabela 25. Resultados de concentragao citotoxica (CCsp) de extratos obtidos por extragcao
supercritica.

CCs (ng/mL)
Folhas Caules
ESC (P=109,2 bar/40 °C) 3450+ 2,0 18,00 £ 0,7
ESC (P=244,1 bar/60 °C) 20,03 + 3,6 34,67 +1,2
ESC (P=250,0 bar/40 °C) 34,77+ 14 18,10+ 0,3

Extrato

A citotoxicidade para as células LLC-MK; (originaria do rim de Macaca mulatta) e
para as bactérias e fungos testados foi comparada utilizando o indice de seletividade (IS).
Este indice relaciona a citotoxidade e a atividade biolégica do extrato no modelo avaliado,
representando o potencial efetivo do extrato sobre o microrganismo, consiste na razéo
entre a Concentracdo Citotdxica 50% (CCso) para as células e a CIM para fungos e

bactérias testados. Os resultados de IS estao apresentados na Tabela26.

Tabela 26. Resultados do indice de seletividade para os extratos testados.

Microrganismos Extratos
9 (P=109,2bar/40°C) (P=244,1bar/60°C) (P=250,0bar/40°C)
Bactérias Folhas Caules Folhas Caules Folhas Caules

S. aureus 4,42 2,30 10,27 4,44 8,91 2,32
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S. aureus resistente 4,42 2,30 20,44 4,44 4,45 2,32
Fungos

C. albicans 1,10 1,15 1,28 2,22 2,23 1,16

C. glabrata 0,28 0,58 0,32 1,11 1,11 0,14

C. tropicalis 0,28 0,29 0,32 0,55 0,56 0,30

C. parapsilosis 2,21 1,15 1,28 2,22 2,23 1,16

T. mentagrophytes 2,21 2,30 1,28 4,44 4,45 2,32

T. rubrum 2,21 1,15 2,56 4,44 4,45 1,16

Os resultados do indice de seletividade apresentados mostram que os extratos
sdo mais toxicos para os microrganismos do que para as células de LLC-MK,, com
excecao dos testes em C. glabrata e C. tropicalis.

Resultados interessantes foram obtidos na andlise de seletividade em bactérias
gram-positivas, na qual os extratos sdo de 4,42 a 20,44 vezes mais nocivos para 0s

microrganismos do que para a célula animal.

5.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.7.1 Método de redugdo do DPPH*

Na Tabela27 e nas Figuras 25 e 26 estdo apresentados os resultados da atividade
antioxidante dos extratos de pariparoba obtidos por soxhlete extragdo supercritica (ESC)
sob diferentes condicbes de processo. A atividade antioxidante apresentada (AA%) é
referente a maior concentragdo final de extrato testada que foi de 250 yg/mL. A analise
estatistica ANOVA foi aplicada ao nivel de 5 % de significancia.

Tabela 27. Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos de Piper regnellii usando o
método DPPH.

Extratos AA (%) CEso (g/mL)

Folhas Caules Folhas Caules
Soxhlet
Hexano 82,62 82,90 68,64° 63,01°
Diclorometano 76,38 86,48 85,41° 55,38°
ESC

P=109,2 bar/40 °C 84,50 87,07 41,232 43,142
P=2441 bar/60 °C 84,58 84,59 40,89% 58,20°
P=250,0 bar/40 °C 85,03 84,54 46,86° 45,66°

* Para cada método de extragdo, os valores médios de CEs, seguidos por letras
diferentes (mesma coluna) séo significativamente diferentes a 5% pelo teste de Tukey.
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Figura 25. Valores de CEsq (ug/mL) para os extratos das folhas de Piper regnellii.
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Figura 26. Valores de CEs, (ug/mL) para os extratos dos caules de Piper regnellii.

E esperado que extratos obtidos por solventes polares apresentem um maior
potencial antioxidante por concentrarem grande numero de moléculas fendlicas
(MENSOR et al., 2001). Porém esse efeito ndo se confirmou na extracao por soxhlet, ja
que os extratos obtidos das folhas com o solvente hexano apresentaram melhores
valores de concentragdo eficaz com CEsy de 68,64 pg/mL, quando comparados aos
extratos de diclorometano.

A pressao apresentou um efeito pronunciado sobre os resultados de AA e CEsy. A
Tabela 27 mostra que o aumento da pressdo a temperatura constante aumentou os
valores de CEs,. Este resultado indica que o aumento da pressao e, consequentemente
da densidade do fluido supercritico, diminuiu a concentracdo dos compostos extraidos
com atividade antioxidante presentes nos extratos supercriticos.
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Os resultados de AA obtidos com o solvente supercritico CO, e hexano foram, em
geral, melhores que aquele obtido com o emprego de diclorometano. Esses dados nos
sugerem que 0s compostos responsaveis pela atividade antioxidante presentes nas
folhas e nos caules de Piper regnellii possuem mais afinidade por solventes apolares,
resultando na extracdo de componentes apolares. Resultados que contrariam os estudos
ja realizados, que afirmam que compostos apolares possuem baixa atividade
antioxidante.

Pode-se concluir que existem outras familias de substancias presentes nos
extrato s de interesse além dos compostos fendlicos (polares) que contribuem para a
eliminacdo de radicais livres, tais como terpendides, carotendides, tocoferdis, entre
outros, que estdo influenciando nos resultados de atividade antioxidante.Além disso, a
atividadeantioxidantedetectadaporsistemas complexos, tais comomateriais vegetais,
podeser causadaporvarias classesde componentes, etambémpelo sinergismoe
interacoesentre eles a partirdamisturacomplexa, resultando em uma atividade
antioxidante dependente da composigéo do extrato (ITO et al., 2002).

Os bons resultados apresentados pelos extratos das folhas de Piper regnellii
parece comegar a ter explicacao pelos trabalhos da acado das neolignanas desenvolvidos
por pesquisadores chineses e japoneses. Foi demonstrada uma extraordinaria atividade
antioxidante sobre a lipoperoxidacdo das neolignanas — magnolol e honoquiol — isoladas
de planta do género Magndlia, da mesma primitiva subclasse Magnoliidae. O efeito
antiperoxidante das lignanas nestes ensaios chega a ser 1000 vezes superior a do a-
tocoferol, que é uma antioxidante padrdo (LO et al., 1994).

5.7.2 Compostos fendlicos totais
Os extratos obtidos por extracao supercritica e soxhlet foram analisados utilizando

o reagente Folin-Denis. A quantidade total de fendis nos extratos foi quantificada por
meio de uma curva de calibragdo preparada com &acido gélico como ilustra a Figura27.
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Figura 27. Curva padrao de acido galico.

A Tabela28 mostra os valores médios dos teores de compostos fendlicos

expressos em g EAG/100g de extrato.

Tabela 28. Teores de compostos fendlicos dos extratos de Piper regnellii expressos em
gEAG/100g de extrato.

Extratos Concentracoes
(gEAG/100g de extrato)
Folhas Caules
Supercriticos
T = 40 °C/P = 109,2 bar 1.09 £0.13*° 1.39 +0.14?
T =60 °C/P = 2441 bar 1.18 £ 0.10*" 1.48 +0.18?
T = 40 °C/P = 250,0 bar 1.30 £0.13? 1.07 £0.15*°
Soxhlet
Hexano 1.03 £0.31° 1.12+0.12*°
Diclorometano 0.73+0.14° 1.05+0.11%°

Letras diferentes indicam diferencga significativa ao nivel de 5% de significancia.

A quantidade de compostos fendlicos obtida nos extratos por extragao supercritica
nao apresentou tendéncia com a temperatura e a pressao, variando de 1,07 a 1,5 (g
acido galico /100 g de extrato). Os extratos supercriticos mostraram teores de fendlicos

similares aos extratosobtidos por soxhlet.
5.7.3 Relagao entre a atividade antioxidante (DPPH®) e os compostos fendlicos totais
Os coeficientes de correlagdo (R?) entre o conteldo de fendlicos totais e a

atividade antioxidante quantificada pela técnica de DPPH s&o apresentados nas Figuras

28 e 29 para folhas e caules, respectivamente.
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Figura 28. Correlagdo entre a atividade antioxidante e o conteudo de compostos fendlicos

totais para as folhas de Piper regnellii.
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Figura 29. Correlagdo entre a atividade antioxidante e o conteudo de compostos fendlicos

totais para os caules de Piper regnellii.

Observou-se que as diferentes técnicas para mensurar a atividade antioxidante
apresentaram baixo valor de correlacdo (R®=0,40 e R®=0,36). Isso nos sugere que
existem outras substancias presentes nos extratos de pariparoba que contribuem mais
efetivamente para a acao sequestradora de radicais livres do que a fracdo de compostos
fendlicos.

A relagéo entre atividade antioxidante e fenolicos totais mostra que estes ndo séo
0s Unicos responsaveis pela atividade antioxidante dos extratos. A diversidade e
complexidade das misturas nos extratos de plantas dificultam a caracterizacao dos
compostos e a determinacdo da sua atividade antioxidante.

Os métodos para a avaliacao da atividade antioxidante in vitro representam
indicadores das potenciais atividades biol6gicas. Maiores avaliagdes sdonecessarias para
verificar a contribuicao de cada composto individual na agao antioxidante total.

5.8 MODELAGEM MATEMATICA DO PROCESSO
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Os valores estimados da constante cinética k sao apresentados na Tabela 29
juntamente com outros valores de parametros do modelo de transferéncia de massa
utilizado neste trabalho.

Nesta tabela M é a massa de material vegetal (g), Qi é a vazdo de extracédo
(mL/min), € é a porosidade do leito, u é a velocidade (cm/min), pco2 € a densidade do
diéxido de carbono (g/cm?®), peir € a densidade no leito (g/cm?), Ceq € a concentragdo de
equilibrio dos compostos bioativos no solvente (gcs/cm®) e k é a constante cinética
(cm®/kgmin).

Tabela 29. Condi¢gbes experimentais e parametros do modelo de transferéncia de massa
proposto para os dados experimentais

Condicoes de Extracao

Parametros 40°C/109,2bar 40°C/150,0bar 60°C/176,7bar 60°C/244,1bar 40°C/250,0bar
Folhas Caules Folhas Caules Folhas Caules Folhas Caules Folhas Caules
Mce. (9) 20,06 30,10 20,01 30,00 20,17 30,17 20,10 30,00 20,02 30,07
Qs (mL/min) 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
E 0,87 0,84 0,87 0,84 0,87 0,84 0,87 0,84 0,87 0,84
u (cm/min) 0,54 0,56 0,54 0,56 0,54 0,56 0,53 0,56 0,54 0,56
Pcoz (g/cm?) 0,68 0,68 0,78 0,78 0,68 0,68 0,78 0,78 0,88 0,88
Pieito (9/cM°) 0,12 0,18 0,12 0,18 0,12 0,18 0,12 0,18 0,12 0,18

Cog(x 10%)(glcm®) 221 3,91 616 7,77 565 7,34 11,00 14,60 9,98 17,14

k (cm®/gmin) 519 6,27 527 347 945 735 805 419 646 3,21

A partir dos parametros apresentados na Tabela 28 as curvas cinéticas de
extragdo foram simuladas para o modelo de segunda ordem. As cinéticas de extracao
experimentais e as cinéticas simuladas das folhas e dos caules sdo apresentadas nas
Figuras 30 e 31, respectivamente, para todas as condigdes experimentais com CO,.
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Figura 30. Gréficos representando os modelos matematicos de segunda ordem para as

diferentes curvas cinéticas experimentais de extragdo de compostos bioativos das folhas

de Piper regnellii usando CO, supercritico.
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Figura 31. Gréficos representando os modelos matematicos de segunda ordem para as
diferentes curvas cinéticas experimentais de extracdo de compostos bioativos dos caules
de Piper regnellii usando CO, supercritico.

O parametro k do modelo matematico esta relacionado com a velocidade da
extragdo. Observa-se na Tabela 29, em geral, os valores do parametro k nas extragdes
dos compostos bioativos das folhas foram todos superiores aos valores das extragoes
utilizando o caule, isto mostra que os compostos presentes nas folhas sdo extraidos com
maior facilidade. O modelo matematico proposto se mostrou satisfatério podendo ser
utilizado no projeto e otimizacdo de uma unidade de extracdo de compostos bioativos de

pariparoba em escala industrial.



Capitulo 6. Conclusao 64

6 CONCLUSAO

O rendimento global de extracdo de pariparoba obtido por ESC variou de 0,6% a
2,4%, de acordo com as condicGes de extragao (pressado e temperatura), sendo que a
condicdo de extracdo que favoreceu o maior rendimento tanto para as folhas como para
os caules foi de 60 °C e 244,1 bar. Ja os rendimentos dos extratos obtidos a baixa
pressdao foram muito maiores quando comparados aos rendimentos apresentados pela
ESC, variando de 3,7% a 7,5%.

Apesar do baixo rendimento (em massa) dos extratos obtidos via ESC, estes
apresentaram o0s maiores teores das neolignanas apontadas na literatura como
responsaveis pela excelente agdo antimicrobiana desta espécie vegetal. Como
consequéncia, os resultados verificados para estes extratos com relacdo as atividades
biol6gicas foram superiores aos obtidos com extratos a baixa pressao.

Os extratos obtidos por ESC se apresentaram, em geral, mais toxicos para os
microrganismos do que para as células animais testadas in vitro. Apesar do baixo custo e
da facilidade na execugdo, esse tipo de andlisede citotoxicidade é apenas a primeira
etapa para avaliar a toxidez de um farmaco, sendo necesséria e de extrema importancia
a avaliagao da citotoxicidade in vivoem diferentes modelos.

Os resultados obtidos nos testes da atividade antioxidante sao dados inéditos, e
nos apontam a Piper regnellii como promissora fonte de substancias com alto poder
inibidor dos danos causados por radicais livres, de acordo com o método de redugéao de
DPPH?®. Entretanto maiores estudos devem ser feitos para elucidar omecanismo de acao
das substancias presentes.

O modelo matematico proposto para descrever a extragao supercritica foi capaz
de reproduzir as curvas de extracao com boa concordancia com os dados experimentais
obtidas na ESC, tanto para folhas como para caules. Portanto, pode ser utilizado no
projeto e otimizagdo de uma unidade de extragdo de compostos bioativos de pariparoba
em escala industrial.

Por fim, pode-se concluir que a extracao supercritica se mostrou um excelente
método para a obtencdo de extratos ricos em compostos bioativos de Piper regnelli,
apresentando potencial para ser futuramente utilizada na medicina tradicional. No
entanto, um estudo com relagdo a viabilidade econémica do processo de extragéo deve

ser realizado.
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Figura 32.Cromatograma obtido a 280 nm da solucdo de conocarpano na concentragao
de 10,90 pg/mL em fase movel acetonitrila:agua (60:40 v/v) contendo 2% de acido
acético Glacial.
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Figura 33.Cromatograma obtido a 280 nm da solugdo de conocarpano na concentragao
de 21,80 uyg/mL em fase moével acetonitrila:dgua (60:40 v/v) contendo 2% de &acido
acético Glacial.
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Figura 34.Cromatograma obtido a 280 nm da solugdo de conocarpano na concentragao
de 43,70 uyg/mL em fase movel acetonitrila:agua (60:40 v/v) contendo 2% de acido
acético Glacial.
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Figura 35.Cromatograma obtido a 280 nm da solugdo de conocarpano na concentragao
de 175 pg/mL em fase mével acetonitrila:agua (60:40 v/v) contendo 2% de acido acético
Glacial.
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Figura 36.Cromatograma obtido a 280 nm da solugdo de eupomatendide-5 na
concentragao de 19,40 pg/mL em fase movel acetonitrila:agua (60:40 v/v) contendo 2%
de acido acético Glacial.

Eupo-5 38.8 DATA - PDA-Channel-1

2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Min

Figura 37.Cromatograma obtido a 280 nm da solucdo de eupomatendide-5 na
concentragéo de 38,80 yg/mL em fase movel acetonitrila:agua (60:40 v/v) contendo 2%
de &cido acético Glacial.
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Figura 38.Cromatograma obtido a 280 nm da solugcdo de eupomatendide-5 na
concentracao de 77,60 ug/mL em fase movel acetonitrila:agua (60:40 v/v) contendo 2%

de acido acético Glacial.
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Figura 39.Cromatograma obtido a 280 nm da solugdo de eupomatendide-5 na
concentracao de 310 pug/mL em fase mével acetonitrila:agua (60:40 v/v) contendo 2% de

acido acético Glacial.
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Figura 40.Cromatograma obtido a 280 nm da solugdo do extrato das folhas obtido por
ESC em 109,2 bar e 40 °C em fase mével acetonitrila:agua (60:40 v/v) contendo 2% de

acido acético Glacial.
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Figura 41.Cromatograma obtido a 280 nm da solugdo do extrato das folhas obtido por
ESC em 150 bar e 40 °C em fase mdével acetonitrila:dgua (60:40 v/v) contendo 2% de

acido acético Glacial.
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Figura 42.Cromatograma obtido a 280 nm da solugdo do extrato das folhas obtido por
ESC em 176,7 bar e 60 °C em fase movel acetonitrila:agua (60:40 v/v) contendo 2% de

acido acético Glacial.
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Figura 43.Cromatograma obtido a 280 nm da solucdo do extrato das folhas obtido por
ESC em 244,1 bar e 60 °C em fase mével acetonitrila:agua (60:40 v/v) contendo 2% de

acido acético Glacial.
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Figura 44.Cromatograma obtido a 280 nm da solugdo do extrato das folhas obtido por
ESC em 250 bar e 40 °C em fase moével acetonitrila:agua (60:40 v/v) contendo 2% de

acido acético Glacial.
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Figura 45.Cromatograma obtido a 280 nm da solugdo do extrato dos caules obtido por
ESC em 109,2 bar e 40 °C em fase mével acetonitrila:agua (60:40 v/v) contendo 2% de

acido acético Glacial.
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Figura 46.Cromatograma obtido a 280 nm da solugdo do extrato dos caules obtido por
ESC em 150 bar e 40 °C em fase mével acetonitrila:dgua (60:40 v/v) contendo 2% de

19 20

6 7 &

acido acético Glacial.
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Figura 47.Cromatograma obtido a 280 nm da solugdo do extrato dos caules obtido por

ESC em 176,7 bar e 60 °C em fase movel acetonitrila:agua (60:40 v/v) contendo 2% de
acido acético Glacial.
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Figura 48.Cromatograma obtido a 280 nm da solugdo do extrato dos caules obtido por

ESC em 244,1 bar e 60 °C em fase mével acetonitrila:agua (60:40 v/v) contendo 2% de
acido acético Glacial.
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Figura 49.Cromatograma obtido a 280 nm da solugdo do extrato dos caules obtido por

ESC em 250 bar e 40 °C em fase mével acetonitrila:adgua (60:40 v/v) contendo 2% de
acido acético Glacial.
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Figura 50.Cromatograma obtido a 280 nm da solugdo do extrato das folhas obtido por
soxhlet com hexano em fase moével acetonitrila:agua (60:40 v/v) contendo 2% de acido

acético Glacial.
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Figura 51.Cromatograma obtido a 280 nm da solugdo do extrato das folhas obtido por
soxhlet com diclorometano em fase moével acetonitrila:dgua (60:40 v/v) contendo 2% de

acido acético Glacial.
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Figura 52.Cromatograma obtido a 280 nm da solugdo do extrato dos caules obtido por
soxhlet com hexano em fase moével acetonitrila:agua (60:40 v/v) contendo 2% de acido

acético Glacial.
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Figura 53.Cromatograma obtido a 280 nm da solugdo do extrato dos caules obtido por
soxhlet com diclorometano em fase movel acetonitrila:dgua (60:40 v/v) contendo 2% de
acido acético Glacial.

Figura 54. Espectro de RMN-'H na freqiiéncia de 300,060 mHz em solvente CDCls.para o
extrato das folhas obtido a 109,2 bar e 40°C.
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Figura 55. Espectro de RMN-'3C na freqliéncia de 75,458 mHz em solvente CDClz.para o
extrato das folhas obtido a 109,2 bar e 40°C.
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Figura 56. Espectro de RMN-'H na freqiiéncia de 300,060 mHz em solvente CDCl;.para o
extrato das folhas obtido a 150,0 bar e 40°C.

Figura 57. Espectro de RMN-'3C na freqliéncia de 75,458 mHz em solvente CDClz.para o
extrato das folhas obtido a 150,0 bar e 40°C.
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Figura 58. Espectro de RMN-'H na freqiiéncia de 300,060 mHz em solvente CDCls.para o
extrato das folhas obtido a 176,7 bar e 60°C.
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Figura 59. Espectro de RMN-'3C na freqiiéncia de 75,458 mHz em solvente CDCl;.para o
extrato das folhas obtido a 176,7 bar e 60°C.
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Figura 60. Espectro de RMN-'H na freqiiéncia de 300,060 mHz em solvente CDCls.para o
extrato das folhas obtido a 244,1 bar e 60°C.
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Figura 61. Espectro de RMN-'3C na freqiiéncia de 75,458 mHz em solvente CDCls.para
oextrato das folhas obtido a 244,1 bar e 60°C.
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Figura 62. Espectro de RMN-'H na freqiiéncia de 300,060 mHz em solvente CDCl;.para o
extrato das folhas obtido a 250,0 bar e 40°C.
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Figura 63. Espectro de RMN-'C na freqiiéncia de 75,458 mHz em solvente CDCls.para
oextrato das folhas obtido a 250,0 bar e 40°C.
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Figura 64. Espectro de RMN-'H na freqiiéncia de 300,060 mHz em solvente CDCl;.para o
extrato das folhas obtido em soxhlet com diclorometano.
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Figura 65. Espectro de RMN-'3C na freqiiéncia de 75,458 mHz em solvente CDCls.para
oextrato das folhas obtido em soxhlet com diclorometano.
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Figura 66. Espectro de RMN-'H na freqiiéncia de 300,060 mHz em solvente CDCls.para o
extrato das folhas obtido em soxhlet com hexano.

Figura 67. Espectro de RMN-'°C na freqiiéncia de 75,458 mHz em solvente CDCls.para
oextrato das folhas obtido em soxhlet com hexano.
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Figura 68. Espectro de RMN-'H na freqiiéncia de 300,060 mHz em solvente CDCls.para o
extrato dos caules obtido a 109,2 bar e 40°C.
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Figura 69. Espectro de RMN-"3C na freqiiéncia de 75,458 mHz em solvente CDCls.para o
extrato dos caules obtido a 109,2 bar e 40°C.
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Figura 70. Espectro de RMN-'H na freqiiéncia de 300,060 mHz em solvente CDCls.para o
extrato dos caules obtido a 150,0 bar e 40°C.
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Figura 71. Espectro de RMN-'3C na freqiiéncia de 75,458 mHz em solvente CDCls.para o
extrato dos caules obtido a 150,0 bar e 40°C.
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Figura 72. Espectro de RMN-"H na freqiiéncia de 300,060 mHz em solvente CDCls.para o
extrato dos caules obtido a 176,7 bar e 60°C.
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Figura 73. Espectro de RMN-'*C na freqiiéncia de 75,458 mHz em solvente CDCls.para o
extrato dos caules obtido a 176,7 bar e 60°C.
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Figura 74. Espectro de RMN-'H na freqiiéncia de 300,060 mHz em solvente CDCls.para o
extrato dos caules obtido a 244,1 bar e 60°C.
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Figura 75. Espectro de RMN-"2C na freqiiéncia de 75,458 mHz em solvente CDCls.para o
extrato dos caules obtido a 244,1 bar e 60°C.
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Figura 76. Espectro de RMN-'H na freqiiéncia de 300,060 mHz em solvente CDCls.para o
extrato dos caules obtido a 250,0 bar e 40°C.
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Figura 77. Espectro de RMN-"3C na freqiiéncia de 75,458 mHz em solvente CDCls.para o
extrato dos caules obtido a 250,0 bar e 40°C.
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Figura 78. Espectro de RMN-'H na freqiiéncia de 300,060 mHz em solvente CDCls.para o
extrato dos caules obtido em soxhlet com diclorometano.
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Figura 79. Espectro de RMN-'3C na freqiiéncia de 75,458 mHz em solvente CDCls.para o
extrato dos caules obtido em soxhlet com diclorometano.
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Figura 80. Espectro de RMN-'H na freqiiéncia de 300,060 mHz em solvente CDCls.para o
extrato dos caules obtido em soxhlet com hexano.
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Figura 81. Espectro de RMN-'3C na freqiiéncia de 75,458 mHz em solvente CDCls.para o
extrato dos caules obtido em soxhlet com hexano.



