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RESUMO - Esse trabalho objetivou, através da combinacdo de processos de
extragdo, a obtencdo de extratos naturais a partir de folhas de alecrim-pimenta (Lippia
sidoides Cham.). Extratos foram obtidos por extracdo sequencial em leito fixo a 60 °C
e 400 bar, primeiro através de extragdo com dioxido de carbono supercritico (scCO,),
seguida por extracdo com etanol e por ultimo, extragdo com agua. Todos 0s extratos
foram avaliados quanto ao teor de fenois e flavonoides totais. Para efeito de
comparagdo, mais dois tipos de extratos etanolicos e aquosos foram obtidos: 1)
Extratos em etapa Unica a partir das folhas, com etanol e com agua em leito fixo a 60
°C e 400 bar sem prévia extracdo com scCO; e 2) Extratos convencionais utilizando
um sistema a baixa pressao e 60 °C. A andlise dos resultados mostrou que o carater do
solvente empregado influenciou significativamente no processo de obtencdo dos
extratos, pois o rendimento apresentou tendéncia de aumento com o aumento da
polaridade do solvente. Os resultados apontaram a extracdo sequencial como a mais
eficiente quanto ao rendimento global e rendimento de fenois e a extracao etandlica
(1 etapa) em leito fixo com as maiores concentracdes de fendis e flavonoides totais e
com o melhor rendimento de flavonoides.

1. INTRODUCAO

A espécie Lippia sidoides Cham., conhecida popularmente como alecrim-pimenta, ¢ uma
planta aromatica encontrada no sertdo nordestino, principalmente nos estados do Ceara e Rio Grande
do Norte. Devido seu uso na medicina popular, principalmente como antisséptico e antimicrobiano, o
alecrim-pimenta destaca-se como uma espécie que teve o cultivo ampliado em varios estados
brasileiros, pela inclusdo em programas de fitoterapia (MATOS e OLIVEIRA, 1998; COSTA et al.,
2002), estando inclusive listada na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema
Unico de Satde, a RENISUS (CARVALHO-JUNIOR et al., 2011).

Seu 6leo essencial possui elevado valor comercial, sendo o timol e o carvacrol os principais
constituintes, o0s quais apresentam propriedades antisséptica, antimicrobiana, antifungica,
antioxidante, anti-inflamatéria e larvicida (ALMEIDA et al.,, 2010). Varios trabalhos tém
demonstrado propriedades biologicas do 6leo essencial de L. sidoides tais como: agdo antifingica,
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antimicrobiana, contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa que causam infeccdes na
pele e na garganta (SILVA et al., 2010; VERAS et al., 2012), Streptococcus mutans responsavel pela
carie dentéaria (BOTELHO et al., 2007), Corynebacterium xerosis que causa mau cheiro nas axilas e
nos pes (LACOSTE et al., 1996), Candida albicans, espécie encontrada nas aftas e corrimento
vaginal (BOTELHO et al., 2007), Trichophytum rubrum e T. interdigitale que causam micoses na
pele, acdo moluscida contra o caramujo hospedeiro da esquistossomose Biomphalaria glabra
(BEZERRA et al., 1980 citado por MATOS e OLIVEIRA, 1998), e acéo larvicida contra 0 mosquito
transmissor da dengue Aedes aegypti (CARVALHO et al., 2003; CAVALCANTI et al., 2004).

Os beneficios atribuidos a Lippia sidoides sdo devido a presenca de metabdlitos secundarios
presentes em suas folhas, que inclui os compostos fendlicos. Os compostos fendlicos, também
conhecidos como polifendis, sdo considerados antioxidantes naturais e representam um importante
grupo de compostos bioativos em alimentos. Estes compostos estdo presentes em todos os alimentos
vegetais, mas 0 seu tipo e os niveis variam enormemente dependendo da planta, fatores genéticos e
condicdes ambientais (KRIS-ETHERTON et al., 2002).

Nos ultimos anos, trabalhos sobre a extracdo de compostos fendlicos de produtos naturais tém
atraido um interesse especial. A extracdo € um passo muito importante no isolamento, identificacdo e
utilizacdo desses compostos e ndo existe um Unico método de extracdo padrdo. Extracdo com solvente
organico e extracdo com fluido supercritico sdo as tecnicas mais comuns utilizadas para o isolamento
de polifendis (IGNAT, VOLF e POPA, 2011).

O fluido supercritico mais usado para extracdes de produtos naturais para alimentos ou
farmacos € o dioxido de carbono (CO,). Os processos de extracdo que empregam o didxido de
carbono supercritico (scCO;) como substituto de alguns solventes orgéanicos ¢ do vapor d’agua
(hidrodestilacdo ou arraste a vapor) apresentam-se como uma das opg¢des de destaque para obter
extratos naturais contendo substancias bioativas (antioxidantes, Oleos essenciais, carotenoides,
compostos fenolicos, flavonoides, entre outros). Dentre as vantagens do uso do dioxido de carbono
supercritico em processos de extracdo tem-se que ele é barato, atoxico, ndo inflaméavel, inerte e tem
boa capacidade de extracdo devido sua penetrabilidade (RAVENTOS, DUARTE e ALARCON, 2002;
MUKHOPADHYAY, 2000).

Este trabalho teve como objetivo principal, empregar a extracdo sequencial em leito fixo para se
obter o maximo rendimento de extracdo e extratos mais concentrados em compostos fendlicos (fenois
e flavonoides) e confrontar os resultados com os obtidos por extracdo etandlica e aquosa em etapa
Unica (convencional e em leito fixo).

2. MATERIAL E METODOS

Amostras de folhas de alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.) foram coletadas no campo de
cultivo experimental do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas
(CPQBA — UNICAMP) e secas em estufa com circulagdo forcada a 42 °C por 3 dias. Em seguida as
folhas desidratadas foram trituradas em moinho de facas (modelo MA-340, Marconi, Brasil),
utilizando uma peneira de mesh 20 acoplada ao equipamento, acondicionadas em sacos plasticos e
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estocadas em freezer doméstico a —26 °C.

As folhas de L. sidoides foram submetidas a processos de extracdo em extrator de leito fixo (alta
pressao) em trés etapas, usando trés solventes distintos. A primeira com diéxido de carbono
supercritico, a segunda e terceira etapas, com etanol e agua, respectivamente.

Na primeira etapa da extragdo sequencial, as condigdes operacionais de temperatura e pressao
selecionadas para a realizacdao do experimento foram 60 °C e 400 bar com uma vazdo média de scCO,
de 1,5 L/min (2,475g/min). O CO; no estado supercritico escoou através de um leito fixo contendo
aproximadamente 7,0 g de amostra por um tempo médio total de aproximadamente 6 horas. Na
segunda etapa, o residuo proveniente da primeira extracdo foi submetido a uma nova extragdo nas
mesmas condigdes operacionais, utilizando como solvente etanol a uma vazéo de 0,5 mL/min (0,395
g/min) para um tempo total de processo de 6 horas. A partir do material residual das extragdes
supercritica e etanolica foi realizada uma terceira etapa de extracdo na qual &gua a 400 bar e 60 °C a
uma vazao de 0,5 mL/min (0,5 g/min) escoou pelo mesmo leito de particulas. O tempo médio de
extracdo nesta Ultima etapa foi de aproximadamente 6 horas.

Para comparacdo foram realizados experimentos em leito fixo (alta pressdo) com etanol e com
agua em etapa Unica, sem prévia extracdo com scCO,, nas mesmas condi¢cGes de pressdo e
temperatura da extracdo sequencial. Para complementar os resultados foram realizadas extrac6es
convencionais, isto €, a baixa pressao (pressdo atmosferica) e 60 °C, utilizando etanol e agua como
solventes. Detalhes da unidade de extracdo e dos procedimentos utilizados para obtengdo dos extratos
em leito fixo (1 e 3 etapas) e convencionais, conduzidos no Laboratério EXTrAE, UNICAMP,
BRASIL, podem ser encontrados em um trabalho prévio descrito por GARMUS et al.,2014.

Como parametro comparativo entre os diferentes métodos de extracdo empregou-se 0
rendimento global de extracdo, que expressa a relagdo percentual entre a massa de extrato seco obtido
e a massa matéria-prima (folhas secas de L. sidoides). Todos os extratos foram caracterizados quanto
ao teor de compostos fendlicos e flavonoides totais. A determinacdo de fendis totais foi realizada
através do método de Folin-Ciocalteu, segundo procedimento de SINGLETON et al. (1999) e
expresso em equivalente de acido galico (EAG/g extrato). Para a quantificacdo dos flavonoides totais
foi empregado o método desenvolvido por ZHISHEN et al. (1999) e os resultados expressos em
equivalente de catequina (mg EC/g extrato).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 compara os rendimentos globais obtidos por diferentes métodos de extracdo para
folhas de L. sidoides. As médias dos rendimentos foram submetidas ao Teste de Tukey a um nivel de
significancia de 5,0 %.

Area tematica: Engenharia e Tecnologia de Alimentos 3



k(BEQ 19 a 22 de outubro de 2014

Congresso Brasileiro de Floriand p0| Is/SC
Engenharia Quimica

50

Rendimento Global (%)

Figura 1 — Rendimento dos extratos (secos) das folhas de alecrim-pimenta (L. sidoides) obtidos nos
diferentes métodos de extracdo: Supercritico (SC), supercritico volatil (SC-V), etanolico sequencial
(SCE), aquoso sequencial (SCA), etanolico leito fixo (ELF), aquoso leito fixo (ALF), etandlico
convencional (EC), aquoso convencional (AC) e rendimento acumulado (SC+SCE+SCA). As barras
representam o valor da média dos ensaios em triplicata + desvio padréo. Letras diferentes representam
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

As extracOes utilizando scCO,, etanol e dgua apresentaram diferencas significativas entre si
quanto ao rendimento global, o que indica a influéncia do carater do solvente empregado. O
rendimento de extracdo apresentou a tendéncia de aumento com a polaridade do solvente. Logo, as
extracOes aquosas se destacaram sobre as demais, resultando em rendimentos globais superiores as
outras extracdes realizadas nas mesmas condicoes.

Um dos menores rendimentos foi obtido na extracdo supercritica (SC), o que esta relacionado
ao menor teor de substancias apolares, pelo fato da extracdo com scCO, estar restrita a extracdo de
substancias apolares e/ou de baixa polaridade.

As extracdes em etapa Gnica com maior rendimento foram em primeiro lugar a extracdo aquosa
em leito fixo (ALF), seguida da extracdo aquosa convencional (AC). Depois vieram as extracdes
etanolicas (ELF > EC = SCE) e, por ultimo, as extracGes supercriticas.

Na extracdo aquosa em leito fixo (ALF) obteve-se rendimento de extragcdo de 36,47 %,
enquanto que na extracdo aquosa pds-supercritica (SCA) extraiu-se menos da metade desta
quantidade (15,58 %), o que mostra a influéncia da extragdo prévia com CO, supercritico no
rendimento global das etapas subsequentes e a possibilidade do etanol (etapa anterior a da agua) ter
extraido alguns compostos que também seriam extraidos na terceira etapa com a agua.
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Na Figura 2 estdo apresentados os resultados para a concentracdo (mg equivalente acido galico /
g de extrato seco) e rendimento (%) de fendis e para a concentracdo (mg equivalente catequina / g
extrato seco) e rendimento (%) de flavonoides.
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Figura 2 — Concentracdo (a) e rendimento (b) de fendis e flavonoides totais nos extratos alecrim-
pimenta (L. sidoides) obtidos nos diferentes métodos de extracdo: Supercritico (SC), supercritico
volatil (SC-V), etandlico sequencial (SCE), aquoso sequencial (SCA), etanolico leito fixo (ELF),
aquoso leito fixo (ALF), etanolico convencional (EC) e aquoso convencional (AC). As barras
representam o valor da média dos ensaios em triplicata + desvio padrao.

Estes resultados indicam a presenca de compostos fendlicos de diferentes polaridades. As
substancias de carater fenolico ficaram mais concentradas nos extratos etanolicos, seguidos do extrato
supercritico e por fim, nos extratos aquosos.

Pode-se observar que as extracdes etanolicas se destacaram em relacdo aos outros solventes
independente do processo. Logo, o etanol apresentou uma maior afinidade quimica com 0s compostos

extraidos favorecendo sua extracdo, o que indica que essas substancias apresentam polaridade
relativamente elevada.

Observou-se que o rendimento global de extracdo variou pouco entre os extratos EC, ELF e
SCE. No entanto, a analise estatistica mostrou que a variavel pressdo possui influéncia significativa
no rendimento de fenois entre esses extratos. Os extratos etanodlicos obtidos a 400 bar (SCE e ELF)

tiveram maior rendimento de compostos fendlicos quando comparados ao extrato etandlico obtido a
pressdo atmosférica (EC).

A anédlise dos dados de rendimento e concentracdo de compostos fendlicos totais para as

diferentes extracfes aponta a extracdo sequencial (SC+SCE+SCA) e a extracdo etanolica em etapa
unica (ELF) como métodos eficazes na extracdo dessas substancias.

Area tematica: Engenharia e Tecnologia de Alimentos 5



mEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

No caso dos flavonoides as extracfes etandlicas apresentaram concentraces mais altas de
flavonoides por grama de extrato. As extracdes aquosa e supercritica apresentaram a seguinte relacao
quanto ao teor de flavonoides: ALF > SC > AC > SCA > SC-V.

Do ponto de vista estatistico, a pressdo apresentou influéncia significativa no teor flavonoides,
para qual os extratos obtidos em etapa Unica a alta pressdo apresentaram rendimentos maiores que 0s
0 extratos convencionais.

4. CONCLUSAO

Este estudo mostrou que a extracdo sequencial € um método eficaz para obtencdo de extratos
diferenciados a partir de uma mesma matéria prima. O processo em trés etapas (SC+SCE+SCA) foi o
mais eficiente para obter extratos com alto rendimento global de extragdo e rendimento de fendis.
Destacou-se a extracdo etandlica em leito fixo (ELF) para obtencdo de extratos mais concentrados em
fendis e flavonoides totais e com o melhor rendimento de flavonoides.
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