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RESUMO - Melia azedarach L. é uma planta com ampla utilizagdo popular e que
possui diversos compostos de interesse. ExtracGes que utilizam didxido de carbono
supercritico (scCO,) destacam-se para obtencdo de biocompostos por serem
consideradas tecnologias limpas. Extratos de frutos de M. azedarach foram obtidos por
um processo sequencial em leito fixo utilizando scCO,, etanol e 4gua como solventes.
As extracOes foram realizadas em 4 etapas sequencias a 50 °C e 300 bar e os extratos
foram analisados: por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), quanto ao teor de
compostos fenolicos e potencial de reducdo da tensdo superficial. O rendimento de
extracdo global atingiu 45 % e a CCD mostrou extratos enriquecidos em diferentes
compostos. O maior teor de compostos fenolicos foi obtido no extrato hidroalcoolico
(21,6 mg de EAG/g de extrato) e o extrato obtido pela mistura scCO;, + etanol
apresentou a maior reducdo da tensdo superficial (26,9 mN.m™). N&o foi verificada
presenca de 6leos volateis nos extratos, porém foram identificados &cidos graxos no
extrato supercritico. O processo proposto apresentou-se como uma boa alternativa para
extrair compostos de interesse presentes em M. azedarach.

1. INTRODUCAO

A Melia azedarach L. é uma arvore pertencente a familia Meliaceae, sub-espontanea na no
Sul e Sudeste do Brasil e conhecida principalmente como cinamomo e chinaberry tree (Lorenzi,
2003). Esta planta apresenta atividade antiviral (Wachsman et al., 1982; Andrei et al., 1986;
Wachsman et al., 1998), antimicrobiana (Khan et al., 2011; Orhan et al., 2012a), inseticida
(Carpinella et al., 2007; Mckenna et al.,2013; Scapinello et al., 2013), citotdxica (Akihisa et al.,
2013; Yuan et al., 2013) e anti-inflamatdria (Aoudia et al., 2013). ExtracGes envolvendo fluidos
supercriticos para a obtencdo de extratos naturais ricos em compostos bioativos tém sido
amplamente exploradas por fornecer extratos limpos e enriquecidos em componentes de interesse.
O dioxido de carbono € o solvente mais utilizado no estado de fluido supercritico pois, quando
aplicado a alimentos e fa&rmacos, ndo gera residuos toxicos. Além disso, técnicas de extragdo que
envolvem diversas etapas sequenciais com scCO; e combinagdes entre scCO,, etanol e agua tém
obtido grande sucesso para extracdo e fracionamento de compostos fendlicos (Seabra et al., 2010;
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Paula et al., 2013; Paula et al., 2014; Garmus et al, 2014). A agua e o etanol possuem polaridades
diferentes a do scCO, e ndo h4 restricbes de 6rgdos governamentais e ambientais quanto ao seu
uso. Neste contexto, este projeto visa verificar a viabilidade técnica do uso de scCO, etanol e
agua como solventes em processo sequencial em leito fixo para extrair compostos bioativos
presentes em frutos de Melia azedarach L..

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Caracterizacdo da Matéria-Prima

Foram utilizados frutos de M. azedarach coletados na cidade de Campinas-SP (Latitude:
23°32' S, Longitude: 47°08" W) em agosto de 2011. Apoés coleta, os frutos foram previamente
picotados (TRAPP) e secos em estufa com circulagdo de ar a 40 °C por quatro dias. Em seguida,
foram moidos (Moinho 114584, Ametek) com gelo seco e moinho de facas (Moinho MA 340,
Marconi, Brasil). Por fim, os frutos secos e moidos de M. azedarach foram caracterizados de
acordo com a Tabela 1 e armazenadas em frascos de vidro com tampa em freezer (Brastemp Flex,
Brasil) a — 26 °C.

Tabela 1 — Caracterizacdo dos frutos de M. azedarach secos e moidos.

Propriedade Metodologia Amostra
Teor de Volateis Totais (%) AOAC 930.04 (1997) 10,89 £ 0,23
Umidade (%) AOCS Ca 23-55 (1998) 9,50 £ 0,14
Diametro Médio das Particulas (mm) ASAE (1997) 0,72 £0,04
Densidade Aparente (g.cm™) Uquiche et al. (2004) 0,60 £0,01
Densidade Real (g.cm™) Picnometria em gas hélio 1,46 £ 0,01
Porosidade do Leito Rahman (1996) 0,59 + 0,01

2.2. Metodologia de Extracdo

A extracdo foi realizada em quatro etapas sequencias a 300 bar e 50 °C, como apresentado
na Figura 1, em uma unidade de extracdo descrita em diversos trabalhos (Paula et al., 2013; Paula
et al., 2014; Garmus et al., 2014). Além disso, uma armadilha “Porapak” foi conectada juntamente
ao sistema de coleta de CO,. A armadilha Porapak foi montada a partir de um tubo de vidro
contendo Porapak-Q (80-100 Mesh, Supelco Analytical, EUA) e 14 de vidro (Exodo Cientifica,
Brasil), formando um cartucho, para reter os compostos volateis presentes na amostra. O extrato
obtido a partir deste processo foi denominado SCE-V. Portanto, como resultado das quatro etapas
de extracdo foram obtidos cinco tipos de extratos denominados: SCE (extrato supercritico), SCE-
V (fracdo volatil do extrato supercritico), SCEE (extrato supercritico + etanol), EE (extrato
etanolico) e HE (extrato hidroalcoo6lico), respectivamente.

Os rendimentos de extracdo foram calculados pela razéo entre a massa de extrato obtida e
massa de matéria prima utilizada para montar o extrator, dada em porcentagem. A massa do
extrato foi obtida apos concentracdo em rotaevaporador (Evaporador rotativo Marconi, MA-120,
Brasil) e secagem em estufa (Marconi, MA030/12, Brasil) sob vacuo (Bomba de vacuo Marconi,
MAOQ57/1, Brasil) a 50 °C até peso constante (Balanga analitica, Precisa XT 220A). Curvas
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cinéticas de extracdo (massa de extrato vs. tempo de extracdo) também foram construidas
coletando-se, em intervalos de tempo pré-estabelecidos, amostras de extratos.

5¢CO, + Etanol Etanol + Agua
5¢CO, (70:30 m/m) Etanol (30:70 v/v)

1,65 g.min!
1,65 g.min! g-min 0,71 g.min! 0,71 g.min!
0,71 g.min"!
Matéria- Residuo Res;’duo Residuo
Prima 50°C 50°C Final
300 bar ‘ 300 bar ‘

SCE SCE-V SCEE

Figura 1 — Esquema representativo das quatro etapas de extracdo sequencial em leito fixo.

2.3. Cromatografia em Camada Delgada

O perfil cromatografico dos extratos foram analisados por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD). Placas de Silica gel G60 Fys, foram utilizadas como fase estacionaria
(1.05554.0001, Merck, Germany) e uma solucdo de cloroférmio (Synth, Brazil): metanol (Synth,
Brazil): acido trifluoroacético 0,5 % (Vetec, Brazil) (60:40:5 v/v/v) foi usado como fase movel.
Uma solucédo de para-anisaldeido (revelador universal) foi usado para reveler os compostos. Como
padrdo foram utilizadas extratos obtidos por sistema Soxhlet, usando solventes em ordem
crescente de polaridade (hexano, acetato de etila e metanol).

2.4. Tensao Superficial

Anaélises de tensdo superficial foram realizadas para identificar a presenca de saponinas nos
extratos. Por serem surfactantes naturais, extratos contendo saponinas apresentam reducdo em sua
tensdo superficial. Amostras dos extratos de 20 e 40 g.L™ foram solubilizadas em agua deionizada
e a tensdo superficial foi determinadas a 24 °C por um Tensidmetro Digital (K10ST, Kruss,
Germany) usando um anel de Pt-Ir. A reducdo na tensdo superficial dos extratos foi comparada a
tensdo superficial do dodecil sulfato de sddio (SDS), um surfactante sintético.

2.5. Fenois e Flavonoides

O teor de fendis totais foi determinado através do método de Folin-Ciocalteu, segundo
procedimento de Singleton et al. (1999) e expresso em equivalente de acido galico (mg EAG/g
extrato). Para a quantificacdo dos flavonoides totais foi empregado o método desenvolvido por
Zhishen et al. (1999), no qual os resultados sdo expressos em equivalente de catequina (mg EC/g
extrato). Totais as analises forma realizadas em triplicata.
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2.6. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

As analises por CG-MS foram conduzidas em cromatografo a gas Agilent Technologies
6890 com detector seletivo de massas 5975. Foi utilizada uma coluna capilar HP-5MS (30 m x
0.25 mm x 0.25 um) e inje¢ao do modo split com razao 1:30. Hélio foi usado como gés de arraste
na vazdo de 1 mL.min™ e o sistema de ionizagdo de elétrons foi de 70 eV. Injetou-se 1,0 pL de
solucdo de extrato no equipamento e a identificagdo dos constituintes quimicos foi realizada a
partir de seus respectivos espectros de massas, por comparagdo com 0s espectros de massas do
banco de dados da biblioteca NIST.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Rendimentos e Cineética de Extracéo

Extratos de frutos de M. azedarach apresentaram diferencas significativas quanto ao
rendimento de extracdo, conforme apresentado na Tabela 2. O maior rendimento de extracdo foi
obtido para o extrato etandlico (EE), seguido do extrato hidroalcodlico (HE). Os extratos
supercriticos (SCE e SCEE) apresentaram médias (rendimento) estatisticamente iguais, e a fracéo
volatil (SCE-V) foi a obtida em menor quantidade. O extrato supercriticos (SCE) de M. azedarach
apresentou rendimento de extracdo de 7,6 %, valor superior ao encontrado por Scapinello et al.
(2013) a 250 bar e 60 °C (5,2 %). O rendimento em compostos volateis (SCE-V) foi 0,63 %. Nao
ha na literatura resultados quantitativos sobre compostos volateis em frutos de M. azedarach.

Tabela 2 — Resultados das analises de rendimento, tensdo superficial e teor de fendis e flavonoides
totais nos extratos de M. azedarach.

Rendimento Tenséo Supelrficial Teor de Fendis Teo_r de
Extrato (%) (mMN.m™) (mg EAG/g Flavonoides (mg
20g.L" 40g.L" extrato) ECl/g extrato)
SCE 7,6 +1,3° - - - -

SCEE 6,4 +1,1° 42,1+0,6* 26,9+04° 2059+1,17° 35,35 + 1,39
EE 19+2° 435+02° 30,7+06°  569+0,32° 1,99 +0,38°
HE 12,3 +0,4° 43,1+04* 37,7+05° 21,6 +1,57° 574 +1,17°

Global 46 + 2° - - - -

TensAo superficial da 4gua deionizada = 72,4 + 0,4 mN.m™; Tens&o superficial do SDS (acima do CMC) = 36,3
+1,3mN.m™.
Letras iguais equivalem a médias estatisticamente iguais (p < 0,05).

Na Figura 2 esta representada a curva global (cinética) das quatro etapas de extracdo. A
etapa 1 (SCE) foi realizada durante 5 horas e as demais em 6 horas cada. Observou-se que as
etapas 1 e 4 atingiram o periodo no qual a difusdo controlou o processo de extracdo e a quantidade
de extrato obtida foi muito pequena, sugerindo que o leito de particulas tendia para seu
esgotamento. Com 3 horas de extracdo supercritica, quantidade maior que 90 % do total de extrato
SCE obtido havia sido extraida e, da mesma forma, mais de 80 % do extrato hidroalcodlico (HE)
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total foi extraido com o mesmo tempo de extracdo. Isto indica que é mais viavel realizar estas
etapas durante 3 horas pois, apds esse periodo, a quantidade de extrato obtida € muito pequena
comparado a quantidade de solvente utilizado. Por outro lado, para as etapas 2 e 3, a queda da taxa
de extracdo ndo foi tdo acentuada e ap6s 3 horas de extracdo aproximadamente 68 e 74 % do total
de extrato SCEE e EE, respectivamente, haviam sido extraidos, indicando que o processo de
extragdo provavelmente se apresentava na etapa de taxa de extragdo decrescente.
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Figura 2 — Cinética de extracdo para frutos de M. azedarach em leito fixo a 300 bar e 50 °C.
3.2. Cromatografia em Camada Delgada

Os extratos obtidos foram caracterizados quanto ao perfil quimido por CCD para verificar a
seletividade dos solventes usados. Como referéncia foram utilizados extratos obtidos em sistema
Soxhlet com acetato de etila e metanol (Figura 3, aplicacfes 1 e 2). As aplicagdes das referéncias
indicam presenca de quatro manchas (grupos de compostos) em frutos de M. azedarach, sendo
elas I, 11, 11l e 1V. Conforme dados de tensdo superficial (Tabela 2) pode-se observar que os
menores valores de tensdo superficial foram dos extratos SCEE e EE (26,9 e 30,7 mN.m™,
respectivamente), indicando os compostos Il e IV como possiveis saponinas.

Verificou-se um fracionamento parcial dos compostos presentes em M. azedarach através do
processo sequencial em leito fixo proposto neste trabalho. No extrato supercritico (SCE) foi
observada presenca de compostos apolares. Os extratos SCEE, EE e HE (Figura 3, aplicacbes 4, 5
e 6) apresentaram manchas codificadas por Il e IV sendo que o extrato SCEE ainda continha
compostos graxos (I). Os extratos EE e HE apresentaram composi¢do quimica similar, porém no
extrato EE verificou-se predominancia da mancha codificada Ill.
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Figura 3 - Cromatograma (CCD) dos extratos de M. azedarach. Aplicacdo: 1: extrato acetato de
etila por Soxhlet (referéncia); 2: extrato metandlico por Soxhlet (referéncia); 3: SCE; 4: SCEE; 5:
EE; 6: HE; 7: residuo final. Eluente: cloroférmio:metanol:acido trifluoracético 0,5% (60:40:5).
Deteccdo: solucdo de p-anisaldeido.

3.3. Tensédo Superficial

Observou-se influéncia da concentracdo de todos os extratos na tenséo superficial da solucdo
(Tabela 2), sugerindo que a superficie das solucdes a 20 g.L™ ainda n&o se encontravam saturadas
em saponinas (surfactantes naturais). Esta influéncia foi mais significativa no extrato SCEE, pois
verificou-se variacdo da tensdo superficial de 42 mN.m™ para 27 mN.m™” ao aumentar-se a
concentracdo do extrato de 20 g.L™* para 40 g.L™*. Na concentracdo de 20 g.L™ ndo foi verificada
diferenca nos valores de tensdo superficial entre os extratos etanolicos e hidroalcodlicos (EE e
HE), sendo estes capazes de reduzir a tensdo superficial da 4gua de aproximadamente 72 mN.m™
para 43 mN.m™. Nas concentracfes testadas 0 extrato supercritico com etanol (SCEE) de M.
azedarach mostrou melhor capacidade de reducdo da tensdo superficial, sugerindo este extrato
esta enriquecidos em saponinas. Além disso, observou-se que, na concentracido de 40 g.L™ os
extratos SCEE e EE apresentaram melhor capacidade de reducdo da tensdo superficial, quando
comparados ao dodecil sulfato de sodio, surfactante sintético utilizado como referéncia.

3.4. Fendis e Flavonoides

A Tabela 2 apresenta os resultados referente ao teor de fendis e flavonoides totais nos
extratos de M. azedarach. Analises com o extrato supercritico (SCE) ndo puderam ser realizadas
devido a baixa solubilidade dos extratos em agua. Nota-se que 0 comportamento dos extratos nao
se mostrou similar para as duas andlises realizadas (fenois e flavonoides totais). Além disso, 0s
resultados indicam que a fragcdo que apresentou maior teor de fendis totais expressos em mg
EAG/g extrato foi o extrato hidroalcodlico (HE), sendo este considerado com o teor de fendis
totais estatisticamente igual ao extrato obtido com scCO; + etanol (SCEE). Para a anélise de teor
de flavonoides totais, verifica-se que todos o0s extratos apresentaram medias diferentes, sendo
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SCEE > HE > EE. Orhan et al. (2012a) verificaram a concentracdo de flavonoides totais em
extratos convencionais de frutos de M. azedarach, expressos em equivalente de quercetina, e estes
variaram de 20 a 75 mg EQ/g de extrato. Estes resultados sdo superiores aos encontrados nos
extratos EE e HE, obtidos neste trabalho. De forma geral, a solucdo etanol/agua (70:30 v/v)
destacou-se em extrair compostos fenolicos de frutos de M. azedarach (maior rendimento) e
obtendo extratos com elevada concentracdo de fendis totais expressos em equivalente de acido
galico.

3.5. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

N&o foi detectada presencga significativa de compostos volateis nos extratos dos frutos de M.
azedarach. Foi verificada, apenas, presenca de acidos graxos no extrato SCE-V, assim como no
extrato SCE. No SCE-V, os ésteres derivados do acido linoleico identificados corresponderam a
aproximadamente 47 %, em area relativa, do total de extrato. Este resultado € coerente com dados
encontrados na literatura, onde ha relatos que o 6leo proveniente de frutos de M. azedarach é
constituido majoritariamente por acido linoleico, representando 62,8 % da composicao deste 6leo
(Orhan et al., 2012b).

4. CONCLUSOES

O extrato etanolico (EE) apresentou o maior rendimento de extracdo seguido de HE, SCE e
SCEE. As analises por CCD mostraram que o processo de extracdo foi seletivo de acordo com a
polaridade do solvente utilizado. N&o foi detectada presenca significativa de compostos volateis
em frutos de M. azedarach. SCEE apresentou maior reducdo da tensdo superficial indicando
presenca de saponinas, e o extrato hidroalcodlico apresentou maior teor de compostos fendlicos.
Resumidamente, o processo de extracdo sequencial em leito fixo utilizando solventes “verdes”
mostrou ser uma boa alternativa ao uso de solventes organicos para extrair compostos de interesse
presentes em M. azedarach.
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