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RESUMO

As plantas aromaticas sdo de suma importancia, devido aos seus componentes
bioativos e propriedades terapéuticas que as caracterizam pelas diferentes
atividades, dentre elas antioxidante, antifingica e antimicrobiana. O cravo
(Syzygium aromaticum) é uma arvore pertencente a familia Myrtaceae, cujo o 6leo
essencial tem diversas aplicacGes, sendo em indastrias alimenticias, cosméticas e
farmacéuticas. Dentre os diversos métodos de extracdo para Oleos essenciais,
além dos métodos convencionais (hidrodestilacdo, Soxhlet), a extracao supercritica
se destaca por ter um processo livre de residuos e ndo provocar a degradacéo
térmica dos extratos. Dentro desse contexto, o presente estudo visa avaliar o efeito
das condi¢bes operacionais na extracdo com CO2 supercritico das folhas de cravo
no rendimento e no teor de eugenol. As condicbes empregadas na extracao
supercritica com CO> foram: temperaturas de 40, 50 e 60 °C e pressdes de 150,
185 e 220 bar. Os maiores valores de rendimento (1,08%) e de teor de eugenol
foram obtidos na condicdo de 40 °C e 220 bar. Os principais componentes
identificados no extrato de cravo foram o eugenol (29,73%), chavicol (13,31%), n-
pentacosane (11,66%), hexacosanal (11,37%) e vitamina E (9,30%). Os extratos
foram avaliados quanto a sua capacidade antioxidante pelo método DPPH e FRAP
e também a quantificacdo dos compostos fendlicos através do meétodo Folin-

Ciocalteau. Sendo os melhores resultados da atividade antioxidante, dentre as



condicdes realizadas, obtidas na menor presséo e temperatura, 150 bar e 40 °C. A
maior atividade antimicrobiana foi observada para o extrato obtido por CO:
supercritico (220 bar e 40 °C) contra Salmonella enterica subsp. Serovar Typhi
(ATCC 06539). O modelo de Sovova aplicado para representacao das cinéticas de
extracoes representou satisfatoriamente os dados experimentais em todas as

condicbes empregadas.

Palavras-chave: Syzygium aromaticum; folhas; eugenol; extracdo supercritica.
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ABSTRACT

Aromatic plants are of great importance, due to their bioactive components and
therapeutic properties that characterize them by the different activities, among them
antioxidant, antifungal and antimicrobial. The clove (Syzygium aromaticum) is a tree
which belongs to the family Myrtaceae whose essential oil has several applications,
such in the food, cosmetic and pharmaceutical industries. Among the sundry
extraction methods for essential oils, besides the conventional ones
(hydrodistillation, Soxhlet), the supercritical extraction is notable for having a
residue-free process and does not cause the thermal degradation of the extracts.In
this context, the present study aims to evaluate the effect of the operational
conditions on the extraction with supercritical CO; of clove leaves on yield and
eugenol content. The conditions used in the supercritical CO2 extraction were:
temperatures of 40, 50 and 60 °C and pressures of 150, 185 and 220 bar. The
highest yield (1.08%) and higher eugenol content was obtained in the condition of
40 °C and 220 bar. The main components identified in clove extract were eugenol
(29.73%), chavicol (13.31%), n-pentacosane (11.66%), hexacosanal (11.37%) and
vitamin E (9.30%). The extracts were evaluated for their antioxidant capacity by the
DPPH and FRAP method and also the quantification of the phenolic compounds by
the Folin-Ciocalteu method. The best results among the conditions were obtained at
the lowest pressure and temperature, 150 bar and 40 °C. The highest anti-microbial
activity was observed for the extract obtained by supercritical CO2 (220 bar and 40
°C) against Salmonella enterica subsp. Serovar Typhi (ATCC 06539). The Sovova

Xi



model applied to represent kinetics of extractions satisfactorily represented the

experimental data in all the conditions employed.

Keywords: Syzygium aromaticum; leaves; eugenol; supercritical extraction.
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1 INTRODUCAO

O Cravo da india (Syzygium aromaticum) é uma arvore pertencente a familia
Myrtaceae, a qual pertencem 23 géneros e aproximadamente 130 espécies
(REZENDE et al., 2013), muitas das quais ricas em Oleo essencial (HOLETZ et al.,
2002; AMARAL et al., 2006; GONDIN et al., 2006). A arvore é de grande porte com
copa alongada, com altura de 10 a 20 metros, possui folhas ovais, lisas, e flores
avermelhadas com diversos cachos terminais agrupados no extremo das ramas. O
fruto possui formato alongado, com aroma forte e penetrante. Além disso, seu ciclo
vegetativo tende a chegar a mais de cem anos (KIM et al., 1998; ALMA et al., 2007).

Segundo Bizzo et al., (2009), o 6leo essencial do cravo da india €&
apresentado como um dos principais de interesse no mercado mundial, devido a
grande quantidade de eugenol presente em sua composi¢cado quimica. A producéo
destes tem sido crescente com destinacdo especialmente para industrias
alimenticias, cosmética e farmacéutica (BAGUETTA et al., 2010). O eugenol
(C10H120>), fenilpropanoide volatil incolor, possui baixa solubilidade em agua,
cheiro forte e sabor ardente e picante (KHAIL et al., 2017).

O eugenol possui inmeras propriedades farmacolégicas como atividade
antifangica (RANA et al.,, 2010), antibacteriana (OYEDEMI et al.,, 2009) e
antioxidante (LAGOURI & BOSKOU, 1995). Este composto, também tem atividade
contra melanoma, tumores e cancer (JAGANATHAN & SUPRIYANTO, 2012). Tem
sido muito utilizado como agente anti-séptico e analgésico na odontologia (PISANO
et al.,, 2007). Além disso, € amplamente aplicado na producdo de perfumes,
cosméticos e aromas (RAJA et al., 2015).

Os Oleos essenciais podem ser extraidos por diferentes métodos, que
depende, normalmente, das caracteristicas do material vegetal e da aplicacédo do
Oleo. Os oleos essenciais de plantas sdo extraidos por processos mais comuns,
como hidrodestilacéo e solventes organicos (ERKAN et al., 2008). No entanto, pode
apresentar alguns inconvenientes, tais como a degradacao térmica do 6leo e a
presenca de solventes toxicos no mesmo (BHUIYAN et al., 2010).

Para evitar possiveis perdas e contaminacao por solventes, ha necessidade
de buscar métodos de extragdo mais eficientes, como a extracdo com CO:

supercritica (OLIVEIRA et al., 2016). Para isso, € preciso a otimiza¢ao do processo,



como temperatura e pressédo, para melhor extracdo dos compostos de interesse
(DELLA PORTA et al., 1998).

Diversos trabalhos avaliaram a extracdo com CO> supercritico dos botbes
de cravo (Sygyzium aromaticum) (DELLA PORTA et al, 1998;
GOPALAKRISHNAN, SHANTI, NARAYANAN, 1990; REVERCON & MARRONE,
1997; YAZDANI et al., 2005; GUAN, YAN, TANG, 2007; MARTINEZ et al., 2007,
IVANOVIC et al.,, 2011; ZABOT et al.,, 2014), em que obtiveram elevados
rendimentos (13-23,95%) e teores de eugenol (56,97-87,41%) quando comparados
aos trabalhos que empregaram a técnica convencional de hidrodestilacdo
(GOPALAKRISHNAN, SHANTI, NARAYANAN, 1990; GUAN, YAN, TANG, 2007;
SAFRUDIN, MAIMULYANTI, PRIHADI,2015; GOLMAKANI, @ MAHDIEH,
RAZZAGHI, 2017; JIMOH, AROWOLO, ALABI, 2017), com rendimentos de 11,5-
21,2% de 6leo e concentracdo de eugenol de 50,3-87,26%. O 6leo essencial das
folhas de cravo, com rendimento variando de 1 a 4% (LOMBOAN et al., 2014),
também apresentam o eugenol, como composto principal (REIS et al., 2006;
GAYLOR et al., 2016; RAINA et al., 2001; GAYLOR et al., 2014; SRIVASTAVA et
al., 2005) até 90,22%, no entanto, ndo foram encontrados trabalhos para obter este
Oleo por tecnologia supercritica.

Considerando a falta de informacdes sobre o extrato da folha de cravo
(Sygyzium aromaticum) obtido com CO> sob condi¢des supercriticas, este estudo
teve como objetivo avaliar os feitos da temperatura (40, 50 e 60 °C) e pressao
(150,185 e 220 bar) na extracdo no rendimento e na concentracdo de eugenol.
Além de analisar a capacidade antioxidante e antimicrobiana dos extratos obtidos

a partir da extragdo com CO: supercritico e 0 método Soxhlet com n-hexano.

1.1 Estrutura do Trabalho

O trabalho esta estruturado em cinco partes distintas no intuito de
visualizacdo das partes e interligacdo dessas, que seguem a opc¢ao formatacao.

Na primeira parte faz-se uma introducao sobre o contexto panoramico, no
qgual o trabalho se insere, com o objetivo de informar o leitor sobre plantas
codimentares e 6leo essencial. A introducéo trata da justificativa da pesquisa e dos

objetivos a serem alcangados no decorrer do trabalho.



Na segunda parte, coloca-se os objetivos a serem alcangados pelo presente
estudo. Na terceira parte, faz-se uma revisao de literatura, dividida em oito partes,
mas que juntas formam o embasamento tedrico do trabalho. Primeiramente,
apresenta-se a teoria sobre as plantas medicinais e 6leos essenciais, abordando
0S conceitos, as suas caracteristicas e suas importancias. Em segundo momento
trata-se de uma revisdo evidenciando a composicdo quimica e as caracteristicas
medicinais do cravo e de seu composto majoritario, eugenol. Ressalta-se ainda, 0s
métodos de extracdo com seus pontos positivos e negativos. Por fim, encerra-se
essa parte, sobre as principais analises desenvolvidas em 6leos obtidos de plantas
medicinais.

A quarta parte trata das metodologias utilizadas no trabalho. O trabalho
propde a utilizacdo de metodologias de extracéo, qualidade e qualitativa dos Oleos
essenciais com objetivo de identificar os melhores resultados. As metodologias
levam em consideragcao os custos, a quantidade de extrato obtido e a quantidade
do composto majoritario, além do tempo operacional de cada método.

Na quinta parte apresenta-se 0s resultados do problema proposto,
juntamente com as analises e discussdes. Por fim, a concluséo procura sumarizar
o trabalho, apontando os principais indicativos e informacdes de forma a facilitar o
gue pretendeu-se identificar com o estudo avaliativo dos extratos obtidos das folhas

de cravo.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de temperatura e pressdo na extracdo com COq
supercritico das folhas de cravo (Syzygium aromaticum), bem como comparar a
composicdo, atividade antioxidante e antimicrobiana dos extratos obtidos por
extracao supercritica e pelo método Soxhlet.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os rendimentos das extracOes do extrato das folhas de cravo obtidos
em diferentes condi¢des de temperatura e pressdo por CO supercritico e
pelo método Soxhlet com solvente organico n-hexano;

e Avaliar os rendimentos das extracOes do extrato das folhas de cravo obtidos
pela extracdo supercritica (220 bar e 40 °C) com adicdo de cosolvente.

e Modelar as cinéticas de extracdo do extrato de cravo obtido pela extracao
supercritica com CO puro.

e Caracterizar o 0leo de cravo obtido nos diferentes métodos de extracao por
CG-EM;

e Quantificar o composto eugenol presente no extrato de cravo obtido nas
diferentes condi¢des experimentais por CLAE;

e Avaliar a capacidade antioxidante bem como, a atividade antimicrobiana dos

extratos obtidos em ambos os métodos de extracéo.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Plantas medicinais

As antigas civilizagbes, em busca de sobrevivéncia, descobriram plantas as
quais tinham acédo téxica ou medicinal. Atualmente, o ser humano esta cada vez
mais utilizando as plantas medicinais como remédio para prevencao de doencas,
afim de evitar os efeitos colaterais obtidos dos medicamentos sintéticos (POSER &
MENTZ, 2001). Além disso, sdo usadas de forma continua por paises menos
desenvolvidos (AJLAN, 2016).

Visto que grande parte da populacdo mundial esta em paises menos
desenvolvidos economicamente, estes, apresentam dificuldades relacionadas a
saude devido ao aumento populacional e caréncia de recursos, com isso, leva-se
ao aumento da necessidade de medicamentos econdmicos e acessiveis, l0go
destaca-se a importancia das plantas medicinais. Sendo essas, utilizadas como
medicamentos com objetivo de prevenir ou até mesmo curar os sintomas das
doencas com menor custo para a populacao e aos servicos de saude (TOLEDO et
al., 2003).

As plantas séao produtos naturais de suma importancia, pois, estas possuem
componentes bioativos e propriedades terapéuticas onde séo utilizados na sintese
de inimeros farmacos (SILVA & JUNIOR, 2010). Estdo sendo amplamente
utilizadas na tentativa de obter efeito mais eficaz e econdmico, uma vez que 0s
produtos naturais apresentam efeitos mais leves, porém mais duradouros do que
medicamentos sintéticos (CORTES-ROJAS et al., 2013).

A natureza disponibiliza as plantas medicinais aos seres humanos as quais
proporcionam a cura de uma infinidade de problemas. InUmeras sdo as plantas e
enfermidades que as mesmas viabilizam em seu préoprio uso (DANIYAL, AKRAM,
2015).

Estudos mostram que estas podem ser empregadas em diferentes
tratamentos como potencial de antifertiidade (DANIYAL & AKRAM, 2015),
mecanismo de ac&o contra efeitos anticonvulsivos (JUNIOR et al., 2008), atividade
antibacterial (RAZAFINTSALAMA et al., 2017), cura de doencas relacionadas com
as diversas causas de paralisia (MIKAWLRAWNG, 2017) entre outras. O
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conhecimento das propriedades benéficas destas plantas foi adquirido pelas
experiéncias vividas do dia a dia, e transmitida através do tempo, como unica forma
de conhecimento sobre as propriedades medicinais (SALVAGNINI et al., 2008).

As plantas séo constituidas por inUmeras substancias ativas, relacionadas
aos metabolitos secundarios. Os compostos presentes em plantas medicinais
podem ser dividos em dois grupos de metabdlitos, sendo os primarios e
secundarios. Os metabdlitos primarios sdo os compostos encontrados na prépria
natureza, ocorrendo em todos 0s organismos vegetais, 0s quais sdo originados a
custa de energia sendo a celulose, lignina, proteinas que realizam as func¢des vitais
da planta (DEWICK, 2002; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).

Os metabdlitos secundarios variam de acordo com a espécie vegetal e a
familia. Esses metabdlitos sdo bastante influenciados pelos fatores ambientais,
como por exemplo, clima, solo e época de colheita (MORAIS, 2009). Geralmente
sdo substdncias com baixo peso molecular e produzidas em pequenas
guantidades, embora com caracteristicas quimicas variadas e complexas
(DEWICK, 2002).

Segunda Pereira (2006) os metabdlitos secundarios sdo de grande valia
para o vegetal devido as atividades biolégicas desenvolvidas nas plantas. Os
principais grupos de metabdlitos secundarios encontrados nas plantas de alta
capacidade bioldgica sao os taninos, cumarinas, quinonas, flavonoides, alcaloides

e Oleos essenciais.

3.2 Oleos essenciais

Os 0leos essenciais sdo destaque dentre os produtos naturais uma vez que
sdo bastante utilizados como matéria-prima para sintese de compostos com alto
valor comercial para diversas areas industriais, tais como industrias de perfumaria,
alimentos e farmacéutica (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993).

Estes compostos representam pequena fracdo da composicdo de uma
planta, porém séo responsaveis pelas caracteristicas das plantas aromaticas. Estes
possuem composi¢cdo complexa de substancias volateis lipofilicas, normalmente
odoriferas e liquidas (GIORDANI et al.,, 2008) podendo assim conter varios

componentes, principalmente os hidrocarbonetos, sendo 0os mais comuns 0S
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terpenos, sesquiterpenos e compostos oxigenados como acetona, acidos, alcoois
e aldeidos. Portanto, séo responséaveis pelos sabores e odores caracteristicos das
plantas (POURMORTAZAVI & HAJIMIRSADEGHI, 2007; (SIM(~)ES & SPITER,
2003). O aroma do 6leo essencial esta relacionado aos constituintes predominantes
na esséncia, que podem variar de forma qualitativa ou quantitativa, em fungcéao de
diferentes fatores como, por exemplo, as proprias estacbes do ano, época de
floracdo, idade da planta, além dos fatores geograficos e principalmente fatores
climaticos (NOGUEIRA et al., 2007).

Os Oleos essenciais podem estar encontrados em diversas partes da planta,
tais como nas flores, folhas ou ainda nas cascas dos caules, madeira, raizes,
rizomas, frutos ou sementes (ARIDOGAN et al., 2002). Desta forma, dependendo
do orgao submetido a extracdo, a composi¢cdo quimica do 6leo essencial pode
variar (ANASS; AMRANI; EDDINE, 2015).

Os Oleos essenciais geralmente séo incolores, mas podem apresentar tons
amarelados, possuem densidades que podem variar entre 0,690 e 1,118 g/cm?
(SIMOES & SPITER, 2003), séo instaveis na presenca de luz, calor e umidade
(VITTI & BRITO, 2003).

Os oOleos essenciais podem obter varias funcdes para a planta, atuam como
inibidores de germinacéao, na regulacdo da perda de agua e contra o aumento de
temperatura. Ainda, pode apresentar atividades antibacterianas, antifiUngicas e
antivirais (BAKKALI et al.,, 2008). Ainda, segundo autores sao amplamente
encontrados no reino vegetal principalmente nas familias Apiaceae, Asteraceae,
Lauraceae, Laminaceae e Myrtaceae.

A extracdo dos Oleos essenciais € realizada com solventes de caracter
apolar, que permite também a extracdo de outros compostos lipofilicos. Hoje em
dia, ha uma tendéncia de que a extracdo com CO supercritico venha a ser o
método de extracdo escolhido pelas industrias para extracdo de 6leos essenciais.
Uma vez que, esse método de extracdo possibilita 6leos com mais aroma naturais
caracteristicos, além de nado deixar que fique solvente no o6leo, logo, permite
recuperar um 6leo mais puro do que quando extraidos por outros métodos de
extracéo (SIMOES & SPITER, 2003).



3.3 Cravo (Syzygium aromaticum)

O Cravo (Syzygium aromaticum) é uma arvore pertencente a familia
Myrtaceae, que compreende espécies ricas em 6leo essencial, como a Pitanga
(Eugenia uniflora L.), Eucalyptos (Eucalyptus globulus Labill.) e Cereja-do-mato (E.
involucrata DC) (SENNA, 2011). A arvore de cravo € de grande porte com copa
alongada, com altura de 10 a 12 metros, possui folhas ovais, lisas de 10 a 15 cm,
e flores avermelhadas com diversos cachos terminais agrupados no extremo das
ramas. O fruto possui formato alongado, com aroma forte e penetrante. Além disso,
seu ciclo vegetativo tende a chegar a mais de cem anos (ALMA et al., 2007).

O cravo era muito disputado entre 0s paises europeus, porém, no comego
do século XIX as plantacfes foram transportadas para paises tropicais, dentre eles
o0 Brasil (ASCENCAO & FILHO, 2013). O Brasil se tornou destaque na producéo de
Oleos essenciais, notadamente no Estado da Bahia (AFFONSO et al., 2012) e vem
crescendo sua producdo com destinacdo especialmente para as industrias
alimenticia, cosmética e farmacéutica (BAGETTA et al., 2010). A producéao
brasileira é estimada em 2500 toneladas de cravo por ano (OLIVEIRA, et. al., 2007).

Segundo Bizzo et al. (2009), o oOleo essencial do cravo da india €&
apresentado como um dos principais de interesse no mercado mundial, devido a
grande quantidade de eugenol presente em sua composi¢cao quimica.

Existem diversos trabalhos que demostraram que o 6leo essencial do cravo
da india tem propriedades farmacoldgicas, tais como: anti-inflamatoérios,
anestésicos, cicatrizantes (SILVA; OLIVEIRA; SOUZA, 2011), antioxidantes,
antimicrobiana, atividade antifungica (SCHERER et al., 2009; RABELO, 2010,
KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012; FREIRES et al., 2015), antimutagénica
(MIYAZAWA; HISAMA, 2001), antitrombotica (SRIVASTAVA; MALHOTRA, 1991),
anticarcinogénica (ZHENG et al., 1992) e antiparasitas (YANG et al., 2003).

O Oleo de cravo também é muito empregado para combater micoses de
unha, frieira e aquelas manchas brancas nas costas (SILVA; OLIVEIRA; SOUZA,
2011). No Brasil os principais produtos provenientes do cravo da india sdo o 6leo
puro ou produtos derivados, cuja principal aplicacdo € como anestésico local
utilizado na odontologia e também o botéo floral seco que é comercializado como
tempero (AFFONSO et al., 2012).



3.3.1 Composicdes dos 6leos essenciais

A pesquisa referente a quimica dos vegetais tem a finalidade de identificar
0s constituintes quimicos das espécies vegetais e classificar sua presenca
determinando quais 0s grupos metabdlicos secundarios estdo presentes na planta
(SIMOES & SPITER, 2003).

Os 6leos essenciais sdo compostos por misturas complexas de 20 a 60
componentes as vezes sendo capaz de conter mais de 100 substéncias com
concentracbes variadas. Sao compostos majoritarios aqueles que apresentam
concentracbes de 20 a 70% e conferem caracteristicas determinantes nas
atividades bioldgicas dos oleos essenciais. As moléculas encontradas com menor
porcentagem sdo denominadas de minoritarios (BAKKALI et al.,, 2008; LOBO;
LOURENCO, 2007).

As classes quimicas de compostos mais comumente encontradas nos oleos
essenciais sdo os terpendides e os fenilpropandides. A classe dos terpenos é
encontrada em grande quantidade de plantas, porém, quando é identificado
fenilpropandides, estes tornam caracteristicos dos odores e sabores (LOBO;
LOURENCO, 2007).

Os terpenos representam a maior diversidade de compostos naturais
encontrados nas plantas. Estes derivam da unido de cinco atomos de carbonos,
denominados de unidades isoprénicas por meio de vias bioguimicas que envolvem
intermediarios reativos 0s quais estdo presentes nas raizes, tronco, folhas e flores
das plantas. As unidades isoprénicas sao classificadas de acordo com o nimero
presentes na estrutura. Assim, as estruturas quimicas formadas através dessa
juncdo de duas, trés, quatro, cinco unidades isoprénicas sdo chamadas de

monoterpenos (Figura 1), sesqui, di, sester, respectivamente (FEHLBERG, 2011).



& & &
2

Figura 1. Exemplos de Monoterpenos.
Fonte: Janior (2003).

Os monoterpenos e 0s sesquiterpernos séo os mais frequentes encontrados
nos o6leos, alias, podem apresentar estruturas ciclicas, alifaticas e aromaticas, como
também adicdo de atomos de oxigénio formando alcoois, cetonas, aldeidos. Os
diterpenos séao apresentados em minoria (CASTRO et al., 2004).

Os fenilpropanoides (Figura 2) ndo sdo compostos muito encontrados em
Oleos essenciais, porém, algumas espécies as apresentam em proporcdes
significativas, onde pode ser de grande influéncia no odor e sabor caracteristicos
de algumas plantas (BIASI & DESCHAMPS, 2009).

o
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Figura 2. Exemplos de fenilpropanoides.
Fonte: DANG et al. (2017).

Esta classe apresenta em sua composicdo um grupo fenol, e por serem
produzidos por metabdlitos secundarios dos vegetais desempenham varias
funcdes. Dado que sdo sintetizados a partir da producdo de aminoacidos
aromaticos pela via do acido chiquimico, rota esta (acido chiquimico) que nédo é
encontrada em animais, apenas em plantas, bactérias e fungos (LEMOS, 2006).
Estudos mostram que os fenilpropandides apresentam capacidade antioxidante,

propriedades antialérgicas e antimicrobiana (HAO et al., 1996).
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3.3.2 Eugenol

O Eugenol (Figura 3) possui formula molecular C10H1202 € massa molar
164,2 g.mol?, geralmente é um liquido incolor a amarelado em que adquiri
coloracdo escura quando exposto a luz, volatil, de baixa solubilidade em agua,
cheiro forte caracteristico do cravo, sabor ardente e picante (CAI; WU, 1996;
RABELO, 2010).

E um composto que pode ser encontrado em varios 6leos essenciais, mas
principalmente em Gleos extraidos de cravo da india. Esse composto majoritario em
Oleos de cravo apresenta uma importancia em tratamentos de higiene oral, por ter

sabor, e propriedade sensibilizadora causando anestesia local (PAVITHRA, 2014).

CH30 £

HO

Figura 3. Estrutura molecular do Eugenol.
Fonte: SINGH et al. (2012).

Outra caracteristica importante desse composto € a ampla capacidade de
apresentar caracteristicas benéficas a saude, como atividade antioxidante, o qual
impede e/ou inibe a formacao de radicais livres, removendo-os antes de causar
algum dano as moléculas, afim de prevenir mutacées (PAVITHRA, 2014). Além de
ter acado anti-iflamatéria (WARGOVICH et al., 2001), antibacteriana e efeitos
antivirais (DE et al., 1999). Ademais, € muito utilizado na odontologia como
componente de seladores e outros antissépticos para higiene bucal, devido
apresentar efeito bactericida (CHONG et al., 1997).

Dentre tantas aplicacBes, tem sido também empregado na producao de
outros compostos fendlicos, como por exemplo, a vanilina, a qual é muito utilizada

como aroma em doces, chocolates e sorvetes (PRIEFERT et al., 2001).
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3.4 Métodos de Extracdo de 6leo essencial

Dentro de produtos naturais define-se extracdo como a forma de retirar de
maneira seletiva e completa as substancias de interesse presente nas plantas
(SONAGLIO et al., 2007).

A extracdo € o primeiro passo para se obter produtos naturais das matérias-
primas vegetais. S8o varios os fatores existentes que podem influenciar no produto
final obtido de uma extragéo, tais como: a natureza quimica das plantas, o solvente
utilizado, o método de extracdo executado, o tamanho de particula utilizado como
amostra, o emprego de agitacdo e temperatura, o tempo de extracdo e também a
presenca substancias interferentes, que podem estar presentes na propria
composicao das plantas (STALIKAS, 2007).

Os oOleos essenciais podem ser obtidos por varios métodos de extracao, a
escolha depende da parte da planta que o mesmo se concentra, das caracteristicas
desejadas no produto final, assim como a finalidade de uso do mesmo, visto que a
cada extracdo o0s Oleos obtidos apresentam composicdo diferente,
consequentemente altera as caracteristicas fisico-quimicas e as propriedades
bioativas (POURMORTAZAVI & HARJIMIRSADEGHI 2007; POVH et al., 2001).

Para obter 6leos essenciais com composi¢ao quimica constante, o material
vegetal deve ser extraido nas mesmas condi¢des, colhido em mesmo solo, mesmo
clima e na mesma época (BAKKALI et al.,, 2008). Os métodos de extracdo
existentes séo a enfloracdo, prensagem a frio, extracdo com solventes organicos,
hidrodestilacdo e extracdo com fluido supercritico.

A extracao por enfloracdo € método antigo que era utilizado ja pelos egipcios
com finalidade de extrair 6leo essencial de flores delicadas e com baixo teor de 6leo
(SIMOES & SPITER, 2003). J4 o processo de prensagem a frio é utilizado
geralmente quando se tem o interesse em extrair 6leo essencial de frutos citricos
(BIASI & DESCHAMPS, 2009).

O método de extracao com solventes foi um dos primeiros a serem aplicados
para extracdo de Oleos essenciais (BIASSI & DESCHAMPS, 2009). Nesse método
a amostra é colocada em contato direto com o solvente orgéanico, depois de certo
tempo, realiza-se a separacao das fases solida e liquida, onde o extrato é obtido
pela evaporacao do solvente presente na fase liquida. A técnica por Soxhlet € mais

utilizada nesse processo com solvente organico (CASTRO & PRIEGO-CAPOTE,
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2010). Geralmente os solventes aplicados apresentam caracteristica apolar, como
éter e hexano. Tendo em vista que, a escolha adequada do solvente é de suma
importancia para se obter bom rendimento de 6leo (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM,
2001).

A vantagem de utilizar esse processo, é que este, permite um equilibro da
transferéncia, pois o solvente passa em contato com a amostra diversas vezes, nao
precisa realizar a filtracdo entre a matéria-prima e o solvente no fim da extracao, e
também por ser um equipamento de baixo custo, esse permite realizar varias
extracdes ao mesmo tempo (BASER & BUCHBAUER, 2010).

Todavia, esse método de extracdo possui algumas desvantagens como a
geracdo de residuo quimico, apresentar restos de solvente no préprio Oleo,
dificultando sua utilizacdo posterior em fins terapéuticos, e consequentemente
ocorre uma desvalorizagdo comercial dos mesmos. Além disso, pode ocorrer
extracdo de outros compostos 0s quais ndo sdo de interesse (SIMOES & SPITER,
2003).

O método de extracdo por hidrodestilacdo € um dos mais utilizados para
extracbes de Oleo essencial de plantas aromaticas. Esse processo consiste
basicamente na evaporacéo e em seguida a condensacéao de um liquido. A amostra
fica em contato direto com a agua, durante o processo de ebulicdo, e
posteriormente, apds o 6leo ser difundido € vaporizado e carregado pela corrente
de vapor. Apresenta como vantagem o bom rendimento final do produto final e
também uma alta pureza (BASER & BUCHBAUER, 2010).

No entanto, os métodos tradicionais de extracdo acabam apresentando
alguns inconvenientes e restricbes. Por esses processos, pode ocorre a
degradacéao térmica do 6leo, comprometendo o perfil aromatico do 6leo essencial,
ainda, permite a presenca de solventes toxicos nos mesmos. Além disso, requer
um elevado tempo de extracdo. Assim sendo, esses fatores, acabaram
influenciando no desenvolvimento e aplicacdes de novos métodos de extracao,
dentre esses a extracdo supercritica vem sendo uma técnica promissora para
obtencao de 6leos essenciais (STEFFANI, 2003).
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3.4.1 Extracéo com fluido supercritico

Desde a antiguidade se realiza extracdo de substancias a partir de vegetais,
com finalidades alimenticias, farmacologicas e arométicas (MAUL; WASICKY;
BACCHI, 1986). Os estudos sobre as extragdes supercriticas iniciaram-se na
década de 50 por grupos de pesquisadores na antiga Unido Soviética, Alemanha e
Estados Unidos. Na Alemanha foi montaado o primeiro médulo industrial para
extracdo supercritica, utilizando diéxido de carbono supercritico como solvente
(MAUL, 1999).

Desde entdo, esta técnica é considerada uma tecnologia alternativa limpa,
onde possibilita a obtencdo de extratos para varias aplicacdes industriais, utilizado
para extracdo de principios amargos, aromaticos e especiarias, além de ser
aplicada para remoc¢ao da nicotina do tabaco e para obter insumos farmacéuticos
de plantas (DIAZ-REINOSO et al., 2006).

Fluido supercritico € o estado da matéria quando esta acima da sua
temperatura e pressdo critica (BRUNNER, 1994). A temperatura critica é a
temperatura mais alta em que o gas pode ser convertido em liquido com o aumento
da pressado. J4 a presséo critica é a pressédo mais alta a qual o liquido pode ser
convertido em gas pelo aumento da temperatura, conforme mostra Figura 4
(QUEIROZ, 2001).

Pressao

solido [ Uaquido 7 Fide 7
7/ Supereritico "/
v, '/ P '/,

'S S

Pe 77
Ponto Critico (PC)

Ponto triplo (PT)
Gas

I;; Temperatura

Figura 4. Diagrama de fases tipico de uma substéncia pura.
Fonte: Adaptado de Brunner (1994).
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Este método de extracdo se d& pelo contato entre o fluido em estado
supercritico e o liquido ou o sdélido em condicbes de temperatura e pressao
determinadas. Nele, o solvente é fornecido através de cilindros, a pressédo de
operacao é obtida por uma bomba e a temperatura por um trocador de calor. Os
compostos presentes na matriz do vegetal sdo solubilizados pelo solvente no
extrator, a mistura solvente-soluto € submetida a uma descompressao por uma
valvula de presséo. Assim, em ambos 0s casos a mistura passa a ser um gas-soluto
e o soluto é entdo recolhido no coletor (PEREIRA, 2009). A Figura 5 apresenta um

aparato experimental tradicional de extracdo com fluido supercritico.
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Figura 5. Modulo de extracdo supercritico: A: Cilindro de gas. B: Bomba seringa; C: Extrator. D e
E: Banhos termostatico. F: Controlador de temperatura na vavula micrométrica. G: Coletor de 6leo.
V1, V2, V3 e V4 véalvulas agulha.

Fonte: Silva et al. (2014).

Desse modo, um fluido supercritico é definido como qualquer substancia
mantida acima da sua temperatura e pressao criticas, em que apresenta em suas
caracteristicas altas densidades, difusividades intermediarias entre gases e
liquidos, além de apresentar baixas viscosidades (SAUCEAU, 2004). Uma vez que
permite controlar e alterar a presséo e temperatura para extragéo, isso possibilita
altas taxas de extracao devido ao poder de solvatacéo do solvente e penetragéo na
matriz do so6lido (BRUNNER, 2004).
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No processo de extragdo supercritica existem diversas varidveis que podem
influenciar a eficiéncia da propria extracdo, como por exemplo a temperatura, vazao
do solvente, pressdo, tempo de extracdo, concentracdo e tipo de cossolvente,
densidade, porosidade e tamanho de particula da amostra (BIMAKR et al., 2012).
Dessa forma, € de suma importancia o monitoramento e aperfeicoamento dessas
variaveis durante o experimento, para que se tenha uma extracao efetiva com boa
seletividade.

O emprego do método de extracdo com fluido supercritico € uma das
alternativas de uso que apresenta muitas vantagens (GANAN; BRIGONOLE,
2011). Uma vantagem é a possibilidade de facil recuperacdo do solvente
supercritico apds a extracdo, onde o mesmo pode ser continuamente reciclado
ajustando a pressédo e/ou temperatura do sistema. Logo, elimina a etapa de
purificacéo do 6leo, o qual é necessario nos processos de extracao convencionais.
Além disso, essa técnica de extracdo permite a modificacdo na temperatura e da
pressao alterando as propriedades fisicas do solvente conforme a necessidade de
extracdo (PRONYK & MAZZA, 2009).

A principal desvantagem esta no alto custo de investimento, pois, esse
método de extracdo exige equipamentos especiais que suportem altas pressdes
(MENDES et al., 2005). Todavia, deve-se levar em conta que os produtos finais
obtidos pela extracdo supercritica apresentam qualidade superior em sua
composicao, tendo alto valor agregado no mercado (STEFFANI, 2003).

Os 6leos essenciais sao extraidos com solventes apolares, 0 mais comum
empregado nessa técnica € o didéxido de carbono (CO2), onde se extraem
compostos lipofilicos além do proprio 6leo. O CO2 é muito utilizado nas industrias
alimenticias, € um produto de baixo custo, disponivel em alta pureza e sua
manipulacdo € segura. Além disso, pode ser totalmente miscivel com
hidrocarbonetos de baixo peso molecular e compostos organicos oxigenados,
possui elevada volatilizagdo quando comparado com compostos organicos,
facilitando a recuperacdo do produto (MICIC et al.,, 2011; REVERCHON &
SENATORE, 1992).

Com o emprego de métodos convencionais para extracdo de Oleos
essenciais como, por exemplo, hidrodestilacdo e com solventes organicos percebe-
se a necessidade de alto tempo de extracéo e de novos processos para purificacao

e remocao de residuos e solventes presentes no 0leo. Assim, a extracdo através
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de fluidos supercriticos se torna uma opc¢do atrativa para indlstrias e

pesquisadores.

3.4.2 Extracdo supercritica com adi¢do de cossolvente

A solubilidade de substancias de baixa volatilidade em gases supercriticos
apolares, diminui com aumento da massa molecular e com o aumento da
polaridade e numero funcionais polares (BRUNNER, 1994). Diante disso, para
aumentar o rendimento de 6leo extraido € adicionado em baixas concentracdes um
cossolvente ou modificador, que normalmente € um solvente organico liquido. Este,
possibilita 0 aumento da solubilidade do soluto resultando em fortes interacdes
entre soluto e cossolvente, além de alterar a densidade da fase fluida. Dessa
maneira, € de suma importancia selecionar um cossolvente que seja 0 mais
apropriado possivel ao soluto estudado (SOVOVA et al., 1999).

Segundo Hollender et al. (1997), os cossolventes apresentam caracteristicas
fisico quimicas diferentes, logo, permitem a quebra nas interacdes entre o soluto-
sélido, permitindo o transporte do soluto dos poros intersticiais para a superficie da
matriz, facilitando a extracdo. Além de, reduzir o poder de solvatacédo do CO3, ainda
permitem controlar a seletividade do processo de extracdo, possibilitando o uso de
pressdes mais baixas (BRUNNER, 2005).

Dependendo do substrato e compostos de interesse, diferentes solventes
podem ser utilizados como modificados, os mais utilizados sao: etanol, agua,
metanol, acetato de etila e diclorometano. Uma vez que estes, fazem ligacao de
hidrogénio e interacdes dipolo-dipolo com parte polar da modlecula do soluto
permitindo uma maior efiéncia da extracdo (AZEVEDO et al., 2008).

As técnicas aplicadas na utilizacdo de cossolvente com extracdo de CO:
supercritico podem ser de modo estatico ou dinAamico. No modo estatico, o
modificador é inserido junto com a amostra antes da pressurizacao, e apds certo
tempo de estabilizacdo, abre-se a valvula, para retirada do extrato. Quando
realizado em modo dindmico o cossolvente e o CO2 passam continuamente pela
amostra até o fim da extragdo. Na literatura encontram-se alguns trabalhos que
utilizaram a adicdo de cossolvente na extragdo supercritica pelo modo estatico
RODRIGUEZ et al. (2018), NAGAVEKAR & SINGHAL (2017) e de modo dinamico
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MONROY et al. (2016), DRABROWSKI et al. (2018), CAMPONE et al. (2018). No
entanto, ndo foram encontrados trabalhos que utilizaram essas técnicas para as

folhas de cravo.

3.5 Modelagem Matemaética

A técnica de extracdo supercritica depende das condicBes operacionais
como pressao, temperatura, tamanho da particula, vazao de solvente, tratamento
da amostra, e também das propriedades fisicas do leito fixo dentre elas,
porosidade, distribuicdo de particula e altura do leito fixo (CORREA et al., 2001).

Para otimizacdo destas condi¢cdes a modelagem matematica € de grande
valia para os processos de extracdo. Onde, ao analisar a curva de extragdo de um
processo, € possivel definir o volume do extrator e a vazao necessaria de solvente
para obter um rendimento em que se almeja. Com isso, é preciso ajustar os
parametros matematicos de forma em que esses valores possam relacionar como
funcdo das condicbes experimentais, possibilitando assim, a partir das curvas
modeladas planejar um processo de extracdo supercritica em escalas maiores e
eficientes (MARTINEZ et al., 2003).

Os inumeros modelos de transferéncias de massa utilizado para modelagem
de curvas de extracdo de Oleos essenciais, podem ser classificados em trés (3)
grupos sendo eles, modelos empiricos, modelos que faz analogia com transferéncia
de massa e calor, e 0os modelos baseado na integracdo do balanco de massa
(REVERCON & MARCO, 2006). No presente estudo empregou-se apenas 0

modelo de Sovova (1994), o qual refere-se a transferéncia de massa do processo.

3.5.1 Modelo de SOVOVA (1994)

No modelo de Sovova (1994) a temperatura, pressdo e a velocidade do
solvente sdo mantidas constante no decorrer de toda a extracdo. Além disso,
guanto ao soluto e o tamanho de particula o leito € homogéneo. Nesse modelo, o
solvente flui axialmente por uma amostra com particulas pequenas em um extrator
de forma cilindrica (RODRIGUES et al., 2003).
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Para Sovova (1994) o soluto fica contido no interior das células do vegetal.
Dessa maneira, o pré-tratamento do material a ser utilizado para extracdo, como a
trituracdo, que possui a finalidade de aumentar a superficie de contato entre o
soluto e solvente, acabam por permitir o rompimento das paredes celulares, de
modo que parte do soluto fique diretamente exposto ao solvente. Assim sendo,
pode-se dizer que a quantidade total de soluto presente (O) € composto pelo soluto
gue esta presente na superficie do sélido (P), considerado de facil acesso, e o

soluto que esta no interior do sélido (K), sendo este de dificil acesso.

0=P+K (1)
Em que:
P: massa de soluto de facil acesso na superficie do sélido;
K: massa de soluto, de dificil acesso, que se concentra no interior do sélido.

Uma vez que, a massa de inerte (m;) ndo se altera no periodo de extracao,

a concentracao do soluto na fase solida é relacionada da seguinte forma:

_=i+£=X0=XP+XK (2)

ms Mg mg

Neste modelo, nas equacfes de balanco de massa, 0s termos que consiste
a disperséo na fase fluida, a difuséo na fase sdlida, e também a variacdo de Y com
o tempo, em uma determinada velocidade, ndo mostram influéncia sob o processo,
assim, sdo desprezadas (SOVOVA, 1994).

As condicdes de balanco de massa do soélido e do solvente (fase fluida) séo

respectivamente:
a
—ps 1 — )5 =] (X,Y) (3)
o =ty (4)
pFeat pFuah_]( ) )

Em que: X: (gsleo/Tsolido); Y: (Qoleo/Tsolvente), razao massica de soluto nas fases
sélida e fluida, respectivamente; €: porosidade do leito; t: tempo (s); h coordenada

axial; u: velocidade superficial do solvente (m/s); ps (kgssiido/M3) € pf (Kgsolvente/M3)
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sdo as densidade da fase solida e fluida, respectivamente; J(X,Y): taxa de
transferéncia de massa (kg/m?3.s)

Nas equacdes 5 e 6, é representada a taxa de transferéncias de massa
J(X,Y) dependendo da localizagdo do soluto no sélido. Considerando-se que
guando ocorre a extracao do 6leo nas superficies das células, Xp, a resisténcia a
transferéncia de massa é por difusdo no filme externo (Eg. 5). No entanto, durante
a extracdo do soluto no interior das células, Xk, a resisténcia predominante pra a

transferéncia de massa € a difusdo do 6leo no interior do solido (Eq. 6).

JX > Xg,Y) = kpapp(Ys—Y) (5)
Y

JX X ¥) = ksapsX(1—2) ©
S

Onde:
Ys é a solubilidade do soluto no solvente (M M)
kra é o coeficiente de transferéncia de massa no filme externo (T2)

ksa é o coeficiente de transferéncia de massa no sélido (T™2)

As condicdes iniciais e de contorno para a resolucdo das equacodes de

balanco de massa sao, respectivamente:
X(h,t=0)= X, (7
Y(h=0,t)= 0 (8)

Dessa maneira, ao considerar-se todas as observacdes dado pelo modelo,
0 qual assume que parte do soluto € exposta diretamente a fase fluida, liberada
pelo processo de preparacédo do soélido, e a outra parte de dificil acesso esta contida
no solido. Assim, 0 processo de extracdo consiste em trés etapas, como ilustrado
na Figura 6. A primeira consiste no periodo de taxa constante de extracdo (CER),
o qual o extrato é facilmente acessivel e extraido rapidamente a uma taxa constante
controlada pela transferéncia de conveccdo em massa. Na segunda etapa (FER)

ocorre uma diminuicdo na taxa de extragdo devido ao esgotamento do soluto
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facilmente acessivel e ao inicio da extracdo da parte de dificil acesso. A terceira e
ultima etapa, apenas o soluto de dificil acesso € extraido e a taxa de extracao é

controlada pela difuséo interparticula.
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Figura 6. Curva caracteristica de extracdo com representacdo das trés etapas do processo de
extracdo.
Fonte: Martinéz (2005)

As equacdes do modelo que representam as curvas cinéticas sao descritas

abaixo:

1) O periodo de taxa constante de extracao (CER), onde t<tcer

Meye = MpYst[1— exp(_z)] 9

2) O periodo de taxa decrescente (FER): tcer <t < trer:

, 7Ys 1 Wiy
Meyr = MpYs(t — tepr €Xp (WXO ln{l g (exp ( s ) (tcgr —t) — 7”)} - Z)) (10)

3) Periodo controlado pela difusdo: t= trer

Meyr = Mg <x0 — %ln {1 + [exp (WT?’> —1lexp (M;Z:F) (tcgr — O} (11)
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Em que:

k
7 = FC%mS,DF (12)
Mg pPs
W .kasa
mp(l—¢)
¢ _ (1—-r)msX,
CER — YSZmF
trer = teer t %;ln[r +(1-7) eXP(MZO)] (15)

Onde: m;: vazdo massica de solvente (M T1); t: tempo de extracdo (T); X,:
concentracdo inicial do 6leo matriz sélida (M M1); m,: massa de soélido livre de

extrato (M); r: fragcéo de dleo facilmente acessivel (X,,/X,); tcgr: tempo em que se

esgota o soluto presente na superficie das células na parte inicial do leito (T); tggg:
tempo em que se esgota o soluto presente na superficie das células na parte final

do leito (T); Z e W: sdo parametros adimensionais do modelo proposto.

3.6 Atividade Antioxidante

Os lipideos possuem um papel importante nas caracteristicas dos produtos,
onde realcam o sabor, a cor, textura e odor dos produtos. A oxidacao de lipidios
insaturados iniciada por radicais livres € um dos principais fatores que afeta a
gualidade dos produtos (ADDIS, 1986) Com isso, a procura por compostos com
propriedades antioxidantes vem aumentando, devido a necessidade da
preservacao dos produtos e reducdo das perdas nutricionais, afim de aumentar a
vida de prateleira dos mesmos (HRAS et al., 2000).

Os radicais livres sdo moléculas que contém um elétron desemparelhado, e
sdo moléculas instaveis, altamente reativas que reagem com diversos compostos
para chegar em uma forma estavel, mudando assim suas propriedades (THOMAS,

2000). A formacao destes pode ser controlada por adigdo de um antioxidante (SIES;
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STAHL; SUNDQUIST, 1992), onde estes doam um elétron finalizando a reacéo
(ATOUI et al., 2005).

Um antioxidante pode ser definido como qualquer substancia em que,
guando presente em baixas concentracdes em comparagdo com o0 substrato
oxidavel, retarda ou inibe consideravelmente a oxidacdo desse substrato (SIES;
STAHL; SUNDQUIST, 1992), Existe uma grande quantidade de compostos que sao
utilizados como antioxidantes nas industrias, sendo estes, de origem sintética ou
natural.

S&o varios os antioxidantes sintéticos utilizados, tais como o hidroxianisil
butilato (BHA), hidroxitolueno butilato (BHT), di-t-butil- hidroquinona (TBHQ) entre
outros. Todavia, existem estudos que indicam que esses antioxidantes sintéticos
podem causar algum dando a saude. Desse modo, o interesse por antioxidantes
naturais para utilizacao principalmente em alimentos teve um aumento significativo,
além disso, ha maior preferéncia dos consumidores por alimentos com aditivos
naturais (NAMIKI, 1990; MADSEN & BERTELSEN, 1995; WANASUNDARA &
SHAHIDI, 1998; HRAS et al., 2000; SALEHI et al., 2005; ABDALLA et al., 2007;
BASER & BUCHBAUER, 2010).

As ervas e especiarias sao importantes antioxidantes naturais, devido a
presenca de compostos fendlicos polares e 0Oleos essenciais presentes nos
mesmos (HRAS et al., 2000; DEMO et al., 1998; ECONOMOU et al., 1991). Os
antioxidantes naturais podem ser isolados de diferentes partes das plantas como,
sementes, raizes, folhas, flores e frutos. Os compostos tipicos que possuem
atividade antioxidante sdo tocoferdis, flavonoides, acidos orgéanicos, terpenos
dentre varios outros (PRATT, 1992).

Dentre as diversas plantas estudadas, as plantas da familia Myrtaceae, a
gual pertence a Syzygium aromaticum apresentam um poder antioxidante
significativo conforme relatado em estudos (TAKAO; IMATOMI; GUALTIERI, 2015;
BARZOTTO et al., 2018). O interesse por antioxidantes naturais, inclusive 6leos
essenciais e extratos de plantas, para prevenir ou retardar as reacdes de oxidacéo
€ grande pelas industrias de alimentos ndo sé por ser uma forma de preservar os
alimentos, mas também devido aos efeitos benéficos que proporcionam a saude
humana (IBANEZ et al., 2003).
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3.6.1 Métodos de avaliagao da atividade antioxidante

O poder antioxidante presente em extratos vegetais podem ser influenciados
pode diversos fatores, como por exemplo, o método de extracdo e/ou método de
guantificacdo utilizado. Para tanto, é importante que sejam avaliados por diferentes
métodos, afim de avaliar os diferentes mecanismos do processo que podem
ocorrer. Ha varios métodos que permitem determinar o poder antioxidante e os
compostos fendlicos totais presentes nas substancias, tais como: métodos por
espectrometria de absor¢cdo no visivel (capacidade de eliminacdo de radicais
livres), métodos por fluorescéncia (capacidade de absorcdo de radicais de
oxigénio), métodos de quimioluminescéncia, métodos eletroquimicos e
determinacdo do potencial redox dos antioxidantes (HU & SKIBSTED, 2002;
ANTOLOVICH et al., 2001).

O método por DPPH (2,2-diphenill-picrilhidrazil) € um dos mais utilizados
para avaliar a atividade antioxidante de substancias naturais, o qual baseia-se na
capacidade de reducéo dos radicais livres. O DPPH € um radical de cor violeta,
com absorcdo maxima em 517 nm, quando este recebe um elétron ou radical
hidrogénio a intensidade de absorcao diminui. Quanto maior o poder antioxidante
da substancia analisada maior a diminuicéo da absorvancia e da coloracdo, a qual
muda de violeta para amarelo (BASER & BUCHBAUER, 2010).

Outro método que determinada a atividade antioxidante muito utilizado é
pelo FRAP (poder antioxidante redutor férrico). Esse método é baseado na reducéo
do Fe®*a Fe?" pela presenca de 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-trazina (TPTZ), em meio
acido, na formacgao de um complexo. A absorvancia pode ser medida (593 nm) afim
de quantificar a quantidade de ferro reduzida, correlacionando com a quantidade
de substancia antioxidante presente na amostra testada (PELLEGRINI et al., 2003;
PISOSCHI & NEGULESCU, 2012).

Os métodos que avaliam os compostos fendlicos totais e o poder
antioxidante estdo relacionados com a capacidade de agirem como agentes
redutores de oxidacdo e fornecedores de hidrogénio ou elétrons. Para
determinacdo de compostos fendlicos o0 mais empregado para extratos vegetais é
pelo método Folin-Ciocalteau. O mecanismo baseia-se na reacdo em que 0s
compostos fendlicos presente nas amostras em analise sdo oxidados em meio

basico, resultando na formagdo de um radical superoxido (O2), este entdo reage
24



com o molibdato e assim forma o 6xido de molibdénio (MoO4*) o qual possuem
coloracéo azul (SINGLETON et al., 1999; ROGINSKY et al., 2005; STRATIL et al.,
2007).

3.7 Atividade Antimicrobiana

Atualmente, h& diversas metodologias empregadas na producdo e
preservacao dos produtos, devido a preocupacdo com a salde e qualidade do
produto final. Diante disso, a sobrevivéncia de microrganismos indesejaveis ao
processo nos alimentos pode provocar a deterioracdo dos alimentos e alteracdo da
gualidade dos produtos (LV et al., 2011). Apesar dos conservantes quimicos serem
utilizados ha muitos anos, o uso deste € contestado por causar diversos tipos de
problemas de saude (CELIKTAS et al., 2007).

Assim sendo, € necessario encontrar novos meios de eliminar os
microrganismos durante a vida util dos produtos. Assim, a crescente busca por
produtos naturais, requer novas pesquisas sobre novos antimicrobianos a partir de
plantas, afim de prevenir ou retardar o surgimento de alteracdes indesejaveis nos
produtos consumidos (GONI et al., 2009).

Os 6leos essenciais e extratos obtidos de diferentes plantas mostram-se
bons agentes antimicrobianos a uma diversidade de microrganismos (TURGIS et
al., 2009). Desse modo, ao apresentarem uma eficiéncia no controle de
microrganismos 0s 6leos e extratos de vegetais possuem suma importancia na
aplicacdo industrial, devido ao grande potencial como aditivos naturais para
conservacao dos produtos (LV et al., 2011).

A atividade antimicrobiana dos 6leos e extratos obtidos de vegetais, podem
ser avaliadas por varios métodos, sendo os principais por difusdo de pocos, difusédo
de disco e caldo e o método por diluicdo em &gar, estes sdo bem comuns e bastante
aplicados. Todavia, ndo ha um método padronizado para expressar 0s resultados
do poder antimicrobiano. Para os métodos aplicados, existem varios fatores que
podem influenciar no resultado final de inibi¢cdo, tais como: composicdo do meio de
cultura, microrganismos testados, método de extragdo, pH e solubilidade das
substancias testadas (RIOS et al., 1988; BALOURI et al., 2016).
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A técnica por difusdo foi desenvolvida para monitorar a quantidade de
substancias antibidticas nos extratos (RIOS et al., 1988). Nesta técnica as placas
de agar séo inoculadas com inéculo padronizado do microrganismo a ser testado.
Em seguida, adiciona sobre a superficie do agar, um papel filtro em forma de disco
contendo o composto de interesse, e com uma concentragcédo desejada. As placas
séo incubadas sob condi¢des definidas. Desse modo, 0 agente antimicrobiano se
difunde no agar e inibe o crescimento do microrganismo teste. Apds, mede-se 0s
halos de inibicdo (BALOURI et al., 2016). Esse método oferece muitas vantagens
devido a simplicidade de aplicacdo, baixo custo de operacgao, capacidade de testar
inmeros microrganismo, além da facilidade em interpretar os resultados (KREGER
et al., 1980).

As técnicas por diluicdo requerem uma dispersdao homogénea da amostra.
Esse procedimento € aplicado para determinar a concentracao inibitoria minima
(MIC) dos extratos e/ou Oleos. A MIC, é quantificada como a menor concentracao
de agente antimicrobiano testado que inibe o crescimento do microrganismo em
tubos ou em pocos de micro diluicdo. O procedimento desta técnica, consiste no
desenvolvimento de preparacao de varias diluicbes em meio liquido de crescimento
microbiano, os quais sao distribuidos em tubos ou placas de micro diluicdo. Os
tubos, sédo inoculados com um padrdo de microrganismo, em seguida, Sao
examinados a multiplicacdo ou inibicdo dos microrganismos, evidenciados pela
turbidez. A vantagem desta técnica é a obtencdo de um resultado quantitativo.
Porém, por ser um procedimento realizado manualmente, pode ocorrer falta de
padronizacdo no preparo das inameras diluicdes dificultando a uniformizacdo das
condicBes das amostras (JORGENSEN & FERRARO, 2009; BALOURI et al., 2016;
RIOS et al., 1988).

3.8 Consideracdes Gerais

Através da revisdo realizada na literatura pode-se notar o potencial de
extratos e 6leos obtidos por plantas aromaticas. Contribuindo com efeitos benéficos
para a saude humana, como por exemplo, a capacidade antioxidante e
antimicrobiana. Além disso, dada a importancia da substituicdo de compostos

sintéticos em decorréncia dos efeitos prejudicial que estes podem estar associados.
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Contudo, mostra-se a influéncia que a metodologia de extragao tem sobre a
qualidade e composicao quimica dos extratos e 6leos, diante disso, a extracédo
supercritica demostra ser promissora. As variaveis de pressdo e temperatura
utilizadas, o efeito apresentado no poder de solvatacdo do solvente supercritico,
séo de grande valia no processo de extracdo, uma vez que estdo relacionadas
diretamente com o custo, além de influenciar no rendimento e na qualidade final
produto.

Diante do exposto, observa-se o grande potencial na utilizacao de folhas de
cravo da india para obtencdo de extratos e a investigacao de sua capacidade nos
efeitos bioldgicos. Portanto, o presente trabalho visa avaliar o processo de extracao
e as variaveis de temperatura e pressao sobre o rendimento e a composi¢ao dos
extratos obtidos pela extracdo supercritica e por Soxhlet (n-hexano). Além disso,

analisar as atividades biologicas que o extrato possui.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencéao e preparacédo da amostra

As amostras de folhas de cravo da india (Syzygium aromaticum) utilizadas
foram coletadas de forma in natura de produtor rural da cidade de Santa Helena —
Parana, Brasil - 24°52°42” |atitute e 54°20’55” longitude, no més de setembro de
2017, ao anoitecer. As amostras foram submetidas ao processo de secagem em
estufa com renovacao e circulacdo de ar (modelo TE-394/3 - TECNAL) a 40 °C
(ZHAO & ZHANG, 2013) por 12 horas, afim de obter uma umidade abaixo de 12%,
uma vez que o teor de umidade abaixo de 12% se torna insignificante na influéncia
guanto a transferéncia de massa e a solubilidade do 6leo (IVANOVIC et al., 2011).

Com finalidade de aumentar a area de contato do soluto ao solvente,
realizou-se a trituracdo com um liquidificador (MONDIAL) (Figura 7).
Posteriormente, foram classificadas com auxilio de um agitador para peneiras
(BERTEL) de 16, 20, 28, 32, 48 mesh e fundo. As fracbes de amostras utilizadas
nas extracées supercritica e convencional (Soxhlet) foram as de mesh 20, 28 e 32

mesh, que permitiram maior massa de amostra retida (64%).

Figura 7. (A) Folhas de cravo. (B) Folhas de cravo ap6s secagem,
trituracédo e peneiramento.

Em seguida, determinou-se a umidade da amostra em estufa de circulagéo
forcada de ar a 105 °C por 24 horas. A umidade da amostra foi calculada segundo

a equacao 16.
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@v+h0—Pfx

% Umidade = Pa

100 (16)

Em que:
Pv = Peso da placa vazia
Pa = Peso de amostra

Pf= Peso final (placa com amostra ap6s secagem) em gramas.

O material foi armazenado sob-refrigeracdo em sacos plasticos até

realizacdo das andlises.

4.1.1 Densidade real das folhas

A densidade das folhas de cravo da india, ja secas e trituradas, foi
determinada no Laboratorio de Recursos Analiticos e de Calibragcdo — LRAC, da
Faculdade de Engenharia Quimica, Unicamp, utilizando a técnica de picnometria
com gas Héelio, pelo equipamento Micromeritics, modelo Accupyc 1330. Na Tabela

1, estdo descritas as condicOes de analise utilizadas.

Tabela 1. Condic¢des utilizadas para a determinagéo da densidade real das folhas de cravo da india
por picnometria de gas hélio.

Massa de amostras (g) 2,7893
Temperatura do ensaio (°C) 25,57
Numero de purgas 10
Presséo de enchimento na purga (psig) 19,5
Pressao de enchimento na corrida (psig) 19,5
Taxa de equilibrio (psig/min) 0,0500

4.1.2. Porosidade do leito

A porosidade do leito foi calculada utilizando a Equacgé&o 17.
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(17)

Em que:
Pleito : densidade do leito (M L3)

ps: densidade real das folhas (M L)

4.2 Obtencéo dos extratos

4.2.1 Extragdo com CO; supercritico

A obtencdo dos extratos das folhas de cravo com CO: supercritico foi
realizada em um moédulo (conforme ilustrado na Figura 5 na sesséo 3.4.1)
constituido de um cilindro de CO2, uma bomba seringa (Isco, 500Dmodel), dois
banhos termostéticos, um responsavel pelo resfriamento do CO2 na bomba e outro
responsavel por aquecer o leito de extracéo, um leito cilindrico encamisado de aco
inox (diametro de 1,91 cm e altura de 16,8 cm) e uma valvula micrométrica do
controlador de taxa de fluxo. Realizou-se um planejamento experimental 22 com
triplicata no ponto central para avaliar o rendimento de extrato e do composto
eugenol.

As condicdes utilizadas de temperatura e pressao foram: 40, 50 e 60 °C, 150,
185 e 220 bar, respectivamente. A temperatura minima (40 °C) foi definida a partir
da temperatura critica do CO2 (31 °C) e a maxima (60 °C) a fim de evitar possivel
degradacao térmica do extrato com o uso de altas temperaturas. Em relacédo a
pressdo, o valor maximo (220 bar) foi definido de acordo com o limite do
equipamento (250 bar), e de acordo com os limites de temperatura selecionados, a
pressdo minima de 150 bar foi escolhida para obter uma alta densidade de CO;
com todos os niveis, e um alto poder de solvatacéo.

O extrator foi preenchido com aproximadamente 18 gramas do material
triturado. O solvente, resfriado a 5 °C, pressurizado até a pressado desejada, e
posteriormente bombeado para o extrator, ja estabilizado na temperatura de
extragdo, sendo mantido em contato com a amostra por 30 min antes da abertura

da vélvula para uma vazdo massica de 1,99 g. min't. O extrato foi recolhido em
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frasco ambar e sua massa determinada a cada 10 min, com tempo total de extracao
de 80 min. Considerando que a extracdo de compostos volateis é mais rapida que
a de ceras, o tempo de 80 minutos foi definido neste trabalho como forma de reduzir
a extracdo desses compostos mais pesados. Os extratos foram mantidos sob
refrigeracdo até realizagéo das andlises.

4.2.2 Extracdo com CO; supercritico e adicao de cossolvente

Para a obtencdo dos extratos com adicdo de cossolvente utilizou-se o
mesmo modulo de extracdo descrito na sessao 4.2.1. Selecionou-se a condicéo de
temperatura e pressao de 40 °C e 220 bar, condi¢do esta que proporcionou maior
rendimento quando submetido a extracdo apenas com CO> supercritico.

As extragbes foram realizadas utilizando a adigdo de dois cossolventes
etanol (EtOH) e acetato de etila (EtAc). Os cossolventes foram adicionados as
folhas trituradas nas proporcdes de 20 e 25% (m/m). O extrator foi preenchido com
aproximadamente 18 gramas do material triturado. O solvente, resfriado a 5 °C, foi
pressurizado até a pressao desejada, e posteriormente bombeado para o extrator,
ja estabilizado na temperatura de extracdo, sendo mantido em contato com a
amostra por 30 min antes da abertura da valvula para uma vazao volumeétrica de 2
mL min 1,

O extrato foi recolhido em frasco ambar e sua massa determinada a cada 10
min, com tempo de extracdo de 80 min. Os extratos foram mantidos sob

refrigeracado até a realizacao das analides.

4.2.3 Extracdo convencional — Soxhlet

Para a extracao do extrato por um método convencional, utilizou-se o método
por Soxhlet, com solvente organico n-hexano, por apresentar carater apolar
semelhante ao CO..

Cerca de dez gramas (10 g) de amostra totalmente embrulhada em papel
filtro comum s&o colocadas no aparelho Soxhlet, por 6 horas, o qual consiste em
um condensador, um tubo extrator e um bal&o de fundo redondo. O tubo extrator é

conectado ao baldo com 300 mL do solvente selecionado, em que o baldo é
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aquecido através de uma manta de aquecimento, logo, acontece a evaporacao do
solvente, condensando no condensador e gotejando sobe o cartucho de papel filtro
gue contém a amostra. O solvente evapora novamente, deixando a substancia
dissolvida no baldo. Esse processo foi mantido por 6 horas até que todo extrato de
interesse foi retirado do material vegetal. Em seguida, o extrato foi concentrado em
rota evaporador (IKA, RV 10 Control) e entdo, o solvente residual foi removido em
estufa. As extracdes foram realizadas em triplicata e o rendimento é descrito com

média + desvio padréo.

4.3 Caracterizacdo da amostra

4.3.1 Cromatografia gasosa acoplado em espectro de massa (CG- EM)

A andlise dos compostos presente nos extratos obtidos, foi realizada no
laboratorio da Universidade Estadual de Maringda (UEM). As analises foram
realizadas em um cromatografo a gas acoplado em espectrometro de massa (CG-
EM), QP2010 SE (Shimadzu) com amostrador automatico (Shimadzu AOC-20i). As
amostras foram diluidas em diclorometano (Anidrol) antes da injecdo (1uL) em
coluna SH-RTx-5MS (30m x 0,25mm id, 0,25 ym). Utilizou-se hélio como gas de
transporte e uma taxa de fluxo de 1,0 mL min com razdo de divisdo de 2:1 e
guantidade de amostra injetada. A temperatura da coluna foi inicialmente
programada a 40 °C, aquecimento a 6 °C/min para atingir a temperatura final de
300 °C. As temperaturas da interface do injetor e CG-EM foram mantidas a 250 °C.
Os espectros de massa foram resgistrados a 70 eV com intervalo de massa de m/z
50 a 550 amu. A identificacdo dos compostos foi realizada a partir da pesquisa no
banco de dados da Biblioteca de Espectro NIST (Versao 2014).

4.3.2 Quantificacao do Eugenol

A quantificacdo do composto eugenol foi determinada de acordo com a
metodologia descrita por Saran et al. (2012) com modificagbes. As amostras foram
diluidas em isopropanol para concentracdo de 0,1 mg.mL?. Utilizou-se um
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cromatégrafo liquido (LC-20AT, acoplado a um SPD-20A UV-VIS, Shimadzu),
equipado com uma coluna Phenomenex Kinetex C18 (4,6 mm x 250 mm x 5 um).
A fase mével metanol:agua (60:40, v/v) foi mantida em 1,0 mL min't, num tempo
total de corrida de 15 minutos. Preparou solugdes do padréo de eugenol (0,01-0,10
mg mL? diluidos em isopropanol) para obter a curva padrdo, que apresentou
R?>0.99.

4.4 Determinagéo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos das folhas de cravo, obtidos por CO-
supercritico e extracdo por Soxhlet, foi determinada, através do método DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil), FRAP (Potencial Antioxidante Redutor de Ferro), e também

pelo método Folin-Ciocalteau, para determinagcéo dos compostos fendlicos totais

4.4.1 Determinagédo pelo método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

Pelo método DPPH, avaliou-se a capacidade de captura dos radicais livres
pelo extrato obtido das folhas de cravo da india, segundo metodologia descrita por
Choi et al., (2002) com modificagdes.

Solucdes dos extratos foram preparadas em concentracdes de 150 a 300 ug
mL em etanol. Para a reacgédo se adicionou 3,9 mL da solucdo de DPPH 0,3 mM e
0,1 mL da solucdo amostra. Apos 30 minutos a temperatura ambiente, foram
realizadas as leituras das absorvancias em espectrofotometro (UV-VIS Shimadzu
1800) a 515 nm. O procedimento foi realizado em triplicata. A porcentagem de

inibicéo foi calculada segundo a Equacéo 17:

o Abscontrole — Absamostra
% de Inibigio = Abscontrole x 100 (7)

Onde:
AbSamostra = @ absorvancia da amostra

AbScontrole = & absorvancia da solugdo de DPPH em etanol
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Desse modo, construiu-se um grafico de porcentagem de inibicdo versus a
concentragdo de extrato para cada condicdo de extracdo, com a finalidade de
determinar o indice de ICso (concentracdo necessaria para inibir 50% do DPPH).

4.4.2 Determinagéo pelareducéo de ferro (FRAP)

O FRAP foi determinado segundo metodologia descrita por Benzie & Strain
(1996) com modificagdes. Para a reacao, utilizou-se 90 pL da solucéo de extrato
(0,05 mg mL?), 270 uL de a&gua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP (25 mL de
tampéo acetato 0,3 M, 2,5 de uma solucdo de TPTZ 10 mM e 2,5 de solugdo aquosa
de cloreto férrico 20 mM). Em seguida, manteve-se as amostras em banho-maria a
37 °C por 5 minutos, e posteriormente realizou a leitura da absorvancia em 595 nm.
Para a leitura das absorvancias, utilizou-se o espectrofotémetro (UV-VIS Shimadzu

1800). Como branco usou-se o reagente FRAP. A analise foi realizada em triplicata.

4.4.3 Quantificacdo dos compostos fendlicos

O teor dos compostos fendlicos total foi determinado utilizando o reagente
de Folin-Ciocalteau, seguindo metodologia descrita por Singleton & Rossi (1965)
com modificagdes.

O procedimento foi feito em triplicata. Os extratos foram dissolvidos em
etanol, a fim de obter uma concentragédo de 1,0 mg mL?. A quantidade total de
fendis de cada extrato foi quantificada por meio de uma curva padréo preparada
com acido galico nas concentra¢ges de 10 a 100 ug mL?, a qual a partir desta,
calculou-se um coeficiente de determinacéo (R?).

Para a reacdo, uma aliquota de 0,3 mL da solucao etandlica de extrato foi
adicionada de 2,5 mL de solucédo aquosa do reagente Folin-Ciocalteau a 10% e 2,0
mL de carbonato de sodio a 7,5%. A mistura foi incubada por 15 minutos em banho-
maria (BIOPAR) a 50 °C. Posteriormente, a absorvancia foi medida em
espectrofotometro (UV-VIS Shimadzu 1800) em 760 nm. O branco foi obtido
substituindo-se o volume de amostra por agua, mantendo-se as mesmas

guantidades de reagente de Folin-Ciocalteau e solugcéo de carbonato de sédio. Os
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resultados foram expressos em pg equivalentes de acido galico (EAG) por mg de

amostra.

4.5 Modelagem matematica

Para modelagem das curvas de extragédo do extrato das folhas de cravo da
india empregou-se o modelo de Sovova (1994), conforme descrito na secédo 3.5.1.
Para aplicacdo do modelo utilizou-se algumas variaveis de processo como, a
densidade do material triturado de 1,38 cm3, porosidade do leito de 0,741,
concentracéo inicial do extrato de 1,10 x 102 gexratoUssiido (dada pela razdo entre a
massa extraida na condicdo de maior rendimento e massa de solido inerte),
densidade do leito de 0,358 g cm™®, a densidade do solvente e também a
solubilidade do extrato.

As condi¢des experimentais utilizadas para a modelagem das curvas de

extracdo sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Condi¢des experimentais para modelagem da extracéo supercritica do extrato das folhas
de cravo da india.

Pressao Temperatura P CO2* Solubilidade
(bar) (°C) (kg/cm3) (g 6leo/ g COy)
150 40 780,87 0,0032
150 60 604,61 0,0040
185 50 761,10 0,0042
220 40 858,11 0,0056
220 60 752,91 0,0043

*NIST

Considerou-se o parametro r constante, uma vez que a preparacao foi a
mesma para todo o material vegetal. Os parametros Z e W, foram determinados
com o emprego do método de otimizacao multivariavel Simplex Downhill Nelder e
Mead (1965).
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4.6 Avaliacdo da atividade antibacteriana

A andlise microbiolégica foi realizada do padrdo comercial de eugenol (C1),
do ponto central das amostras obtidas pela extracdo supercritica com CO, (C2) e
também da amostra obtida por Soxhlet com hexano (C3). As andlises foram
realizadas no Laboratério de Microbiologia da Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana (UTFPR), campus Toledo.

Para avaliar os efeitos inibitérios dos extratos de folha de cravo da india,
empregou-se dois métodos, a técnica por difusdo em disco em meio agar Mueller-
Hinton (MH) (Kirby-Bauer), com base na metodologia descrita por Laborclin (2011)
e 0 método de microdiluicdo em caldo conforme Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2012).

Foram testadas quatro bactérias Gram-positivas, Bacillus cereus (ATCC
11778), Staphylococcus aureus (ATCC 14458), Staphylococcus aureus MRSA
(ATCC 25923), Bacillus subtilis (ATCC 6633) e, trés bactérias Gram-negativas,
Salmonella enterica subs. enterica serovar (ATCC 6633), Escherichia coli (ATCC
10536), Klebsiella pneumoneae (ATCC 77736). Para ativacdo e utilizacdo das
bactérias, do meio disponibilizado, a cultura foi estriada em placas contendo agar
nutriente e incubada por 37 °C por 24 horas. Das coldnias formadas na superficie
do &gar, foi retirada 5 algadas e transferidas para um tubo de ensaio contendo caldo
MH, o qual foi incubado a 37 °C, até atingir nimero de células necessarias para a
utilizacdo no experimento. Suspendeu-se as coldnias em solucdo salina (NacCl
0,85%) até se obter uma turvacdo semelhante com o grau 0,5 da escala Mac
Farland (1x10% UFC.mL"?), em seguida foram semeadas usando swab estéril em
placas contende agar MH.

Primeiramente, realizou-se o método por difusdo de disco. As amostras
foram diluidas em DMSO e caldo MH, em uma concentracdo de 50 mg mLt. As
placas foram previamente divididas em trés quadrantes (C1, C2, C3). Adicionou 10
uL de cada 6leo, em discos estéril, sobre as placas semeadas com as respectivas
bactérias. Apés, foi incubada a 37 °C por 24 horas. Por fim, mediu-se os halos
inibitérios de cada disco, sendo os resultados expressos em mm. Utilizou-se a
ampicilina como controle positivo.

Para o método de microdiluicdo, na concentragdo inibitéria minina (CIM)
avaliou-se o crescimento microbiando em meio liquido, contendo diferentes
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concentracfes de 6leo. Nesse procedimento, as amostras foram diluidas com 1%
de dimetilsulféxido (DMSO), obtendo-se uma concetracdo final de 10 mg mL™.
Foram transferidas aliquotas de 100 pL de cada amostra para a microplaca,
contendo 100 pL de caldo MH. Em seguida, realizou-se as diluicdes seriadas que
resultaram nas concentragées de 5000 pg mLt, 2500 pg mL?, 1250 ug mL?, 625
Hg mL?, 312,5 ug mLt, 156,25 ug mL%, 78,125 ug mL* e 39 ug mL*. Finalizadas
as dilucdes, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas.

Por fim, adicinou-se 10 puL de solucdo 5 mg mL* de 2,3,5-Trifeniltetrazoélio
cloreto em cada poco da placa de microdiluicdo, e novamente incubas a 37 °C por

24 horas, afim de observar a multiplicacéo bacteriana.

4.7 Analise estatistica
A diferenca entre os dados das amostras obtidos nos parametros

experimentais, foi avaliado pelo teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando o
StatisticaTM (verséo 7), Software (Statsoft).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Rendimento

As folhas de cravo trituradas e secas em estufa, apresentaram um teor de
umidade de 5,85 * 0,02%. A secagem do material para extracao 6leo com fluido
supercritico € fundamental, pois esse processo evita a degradacédo dos principios
ativos os quais as plantas possuem (CORREA et al., 1991; GHASEMI et al., 2013).
Segundo a literatura a seletividade de compostos é afetada pela quantidade de
umidade presente no material vegetal (LEEKE et al., 2002; HE et al., 2003; YODA
et al., 2003). Para tanto, o teor de umidade entre 3 e 12% no momento da extracao,
se torna insignificante na influéncia quanto a transferéncia de massa e a
solubilidade do 6leo (IVANOVIC et al., 2011).

Os rendimentos das extragbes com CO: supercritico, bem como as
condicbes experimentais de temperatura e pressdao empregadas e o0s
correspondentes valores de densidade do solvente e a solubilidade aparente séo
apresentadas na Tabela 3. Também, sdo apresentados os rendimentos da extracao
com Soxhlet (n-hexano). A solubilidade aparente foi calculada pelo método estatico
gue emprega a parte linear da curva de extracdo (massa extraida/massa de
solvente) (SANTOS et al., 2016; BENSEBIA et al., 2016).

Na extracdo supercritica, o rendimento variou de 0,74 a 1,08%, sendo o
ultimo obtido na maior densidade de CO2 (40 °C e 220 bar). A partir dos resultados,
pode-se observar que a pressao foi a Unica variavel que teve efeito significativo e
positivo no rendimento de extracdo, a um nivel de significancia de 5% (p<0,05),
com R? de 0,81, onde o p-valor da variavel presséao foi igual a 0,037 e 0,707 para a
temperatura e 0,871 para a interacdo entre as variancias (Figura 8, Tabela 4).
Comparando os experimentos 1 e 4 a 40 °C e os experimentos 2 e 5 a 60 °C, o

aumento da presséao resulta num aumento do rendimento.

38



Tabela 3. Condi¢bes experimentais e rendimentos obtidos na extragcao supercritica com CO2 e

Soxhlet com n-hexano.

Supercritico — CO2

. Densidade Rendimento Solubilidade
Pressdo Temperatura

Experimento CO: a g 6leo/ g
(bar) (°C)
(kg/m?3) (%) CO2

1 150 40 780,87 0,76 0,0032
2 150 60 604,61 0,74 0,0040
3 185 50 765,11 0,97+ 0,08 0,0042
4 220 40 858,11 1,08 0,0056
5 220 60 752,91 1,03 0,0043

Soxhlet

Experimento Solventes
6 Hexano 1,90 £ 0,02

aValor médio + desvio padrdo de trés repeticdes.

(2)Temp -.413197

1x2 - 177084

Efeito estimado (valor absolute)

Figura 8. Gréfico de Pareto de efeitos para as variaveis temperatura e pressao na extracéo do
extrato das folhas de cravo utilizando CO: supercritico.

39



Tabela 4. Tabela de efeitos para variaveis temperatura e pressdo na extragao do extrato de folhas
de cravo utilizando COz supercritico.

Variavel Média/intercepto Presséo Temperatura PxT
Efeito 0,9300 0,3050 -0,0350 -0,0150
p-valor? 0,0001 0,0367 0,7072 0,8707
Coeficiente 0,9300 0,1525 -0,0175 -0,0075
Erro padréo 0,0320 0,0847 0,0847 0,0847

asignificancia estatistica p<0,05

Os valores de solubilidade encontrados para o extrato de folhas de cravo
neste estudo variaram de 0,0032 a 0,0056 g de extrato por g de CO., valores estes,
gue se mostraram condizentes com valores relatados para a extracéo supercritica
de folhas de outras espécies, os quais utilizaram a mesma faixa de temperatura e
pressao.

No estudo de Silva et al. (2009), a solubilidade encontrada para o oleo de
carqueja (Baccharis trimera) obtido pela extracdo supercritica (100-250 bar; 30-40
°C), foi de 0,00283 g de Oleo por g de CO: e os rendimentos obtidos variaram de
0,34 a 0,90%. A solubilidade de 0,003 g de extrato por g de CO- foi relatado para a
extracdo de folhas de Anacardium occidentale a 200 bar e 45 °C com rendimentos
de aproximadamente 1,3% (LEITAO et al., 2013). Ainda, a solubilidade aparente
calculada a partir da parte linear das curvas de extracdo dos compostos volateis de
flores, folhas, cascas e botdes por CO2 a 40 °C nas pressdes de 100 a 250 bar foi
de 0,0011 a 0,0058 g g'* (SOVOVA, 2012).

O poder de solvatacéo do CO- supercritico depende, principalmente, da sua
densidade, a qual aumenta com o aumento da pressao em processo isotérmico, e
diminui com o aumento da temperatura em sistema isobarico (AZEVEDO et al.,
2003). Resultado similar, foi encontrado por Zhao & Zhang (2014) na extracdo das
folhas de eucaliptos, pertencente da familia Myrtaceae. Para os autores, a pressao
e a temperatura foram os principais parametros que influenciaram na eficiéncia de
extracdo supercritica. Observou-se que a uma dada temperatura (50 °C), o
rendimento do 6leo aumentou (2,99 para 3,39%) significativamente com presséo
crescente (200 a 400 bar), pois 0 aumento da pressdo de extracdo a uma
temperatura constante levou a uma maior densidade do fluido, aumentando assim
a solubilidade do 6leo. O que pode ser observado também em outros trabalhos

(MACKELA et al., 2017; SINGH et al., 2016).
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Neste trabalho, o efeito da temperatura n&o influenciou o rendimento, uma
vez que a reducao do rendimento observado com o aumento da temperatura de 40
para 60 °C a 150 bar néo foi significativo. Além disso, tendo em conta a dispersao
no ponto central, ndo houve diferenga entre os rendimentos obtidos no intervalo de
pressao de 185 a 220 bar, independente da temperatura.

O rendimento obtido na extragcdo por Soxhlet foi de 1,90%. O maior
rendimento encontrado para este solvente em relacdo a extracdo supercritica
(1,08%), possivelmente esta relacionando ao maior tempo de extragdo. Além de
gue, a extracao por Soxhlet favorece a extracdo de outros compostos com maior
peso molecular, como por exemplos as ceras (GLISIC et al., 2010).

Ciarlini et al. (2017) estudaram a obtencao do extrato das folhas de Eugenia
involucrata, também da familia Myrtaceae pelos métodos de extracao supercritica
com CO3 (200 bar, 40 °C, 3 mL min-* e 180 min) e Soxhlet com n-hexano (6 horas).
Os autores verificaram comportamento similar ao do presente estudo, onde o
rendimento com Soxhlet (4,03%) foi maior quando comparado com a extracao
supercritica (1,01%).

A extracdo supercritica permite a extracdo de numerosos Compostos
fitoquimicos, enquanto que os outros metodos de extracdo sao limitados como, por
exemplo, a extracdo por hidrodestilacdo é destinada a extracdo de compostos
volateis e, na extracdo por Soxhlet, compostos de alto peso molecular, como as
ceras sdo extraidos em maior quantidade (GLISIC et al., 2010).

Na Tabela 5, sdo apresentadas as condi¢cdes experimentais e redimentos
das extracdes obtido da adi¢do dos cossolventes etanol e acetato de etila as folhas,
bem como os valores da solubilidade aparente do extrato no solvente foram

calculadas a partir da inclinacéo da parte linear das curvas de extracao.

Tabela 5. Rendimentos das extracdes supercriticas com CO2 a 40°C e 220 bar e a adi¢cdo dos
cossolventes etanol (EtOH) e acetato de etila (EtAc).

Solvente Cossolvente Solubilidade Rendimento®
(%) (ggh)? (%)
COq 0 0,0056 1,08
CO,+EtOH 20 0,0105 1,26 + 0,05
CO,+EtOH 25 0,0102 1,33+0,02
CO.+EtAC 20 0,0090 1,08 +0,01
CO.+EtAC 25 0,0105 1,15+0,01
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a Solubilidade do extrato no solvente.
b g de extrato por 100 gramas de folhas.

Quanto as extracbes do extrato das folhas de cravo da india com CO:
supercritico e adicdo de cossolvente (etanol e acetato de etila) € possivel verificar
gue, o maior rendimento em termos de extrato foi obtido na condi¢céo de extracao
com a adicdo de 25% do cossolvente etanol as folhas de cravo (1,33%). O
cossolvente etanol, nas proporcdes de 20 e 25% em relacdo a massa de matéria-
prima, aumentou o rendimento final em 17 e 23% em relacdo a extragcdo com CO»
puro (1,08%). Para as extracbes com acetato de etila, s6 houve aumento
significativo para a concentracdo de 25%, sendo o valor final do rendimento
aumentado em 6%.

Os solventes modificadores adicionados as folhas tiveram o efeito de
aumentar a solubilidade do extrato no CO: supercritico, de 0,0056 g g para a
extracdo com cossolvente até 0,0102 g g para a adi¢do de 25% de etanol e isso é
explicavel pelo aumento das forcas de interacdo entre soluto e solvente (DIAZ-
REINOSO et al., 2006), além de facilitarem o transporte do soluto pelo inchamento
do sdlido (HOLLENDER et al.,1997). Os aumentos mais significativos observados
para 0s experimentos com etanol em relacdo ao acetato de etila se deve,
possivelmente, a capacidade deste solvente em realizar ligacbes de hidrogénio,

como também verificado por Bermejo et al. (2016) e Santos et al. (2017).

5.2 Modelagem matematica da extragéo supercritica

Para modelagem das curvas de extracdo do extrato das folhas de cravo
empregou-se 0 modelo de Sovova. Os parametros utilizados para a modelagem
matematica da cinética de extracdo foram: concentracdo inicial do extrato de
0,011gexrato gsiido * (dada pela razdo entre a massa de extrato nas folhas e a massa
de solido inerte), densidade do sélido de 1,3833 g cm?3 (determinada por
picnometria de géas hélio), densidade do leito de 0,358 g cm3, porosidade de 0,741,
massa de material inerte de 18,4 g, vazido massica de solvente de 1,99 g min 1, a
densidade do solvente e solubilidade do extrato de cravo de acordo com a Tabela
2.
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Na Tabela 6 sdo apresentados os parametros ajustados do modelo de
Sovovd, Z, W e I. O pardametro I foi considerado constante devido ao
procedimento de preparacdo ser o mesmo para todo o material (folhas de cravo) e
seu valor indica que 53% do extrato é de facil acesso.

Tabela 6. Parametros ajustaveis para o modelo de Sovava para extracdes utilizando CO2.

T P 7 W . Loer teer kra ksa R?
(°C)  (bar) (min) (min)  (min?) (minY)

40 150 541 0,12 053 399 27,65 210x10* 2,61x10°% 0,99

60 150 2,70 0,16 0,553 8,19 3255 1,05x10* 2,72x10°% 0,98
50 185 3967 036 0,53 042 20,63 1,54 7,68 x10° 0,99
40 220 1,74 0,77 053 6,38 21,02 6,76 x10% 1,86x102% 0,99

60 220 363 048 053 454 2540 1,41x10' 1,01x102 0,99

De acordo com as equactes 12 e 13 (Secao 3.5.1) os parametros Z e W séo

diretamente proporcionais aos coeficientes volumeétricos de transferéncia de massa

nas fases fluida e sdlida, k.a e kKsa, respectivamente. Os valores de k.a (6,76 x

102a 1,54 min?) foram elevados em relacéo aos de ksa (2,61x 102%a 1,86 x 102

mint) e isso se deve ao primeiro coeficiente estar relacionado a extracéo da fracdo
de facil acesso, e o segundo, a da fracdo contida no interior do solido. Ou seja, ha
forte limitacdo da transferéncia de massa do soluto na fase sdlida.

Na Figura 9 estdo apresentadas as curvas cinéticas experimentais de
extracdo do extrato das folhas de cravo com CO: supercritico em diferentes
condicBes de temperatura e pressao ajustadas pelo modelo de Sovova. O modelo
apresentou um bom ajuste aos dados experimentais, com coeficiente de
determinacdo, R?> 0,98 para todas as condi¢des avaliadas, e desvio médio maximo

absoluto de 4%.

43



1.2

e ——e
e I
ha - P m——
T P
o o 2
0.8 A
< “ 7] T/‘_,'z.i—"“ |
= ’/% o o} o]
2 / //,,’7" _____:__:_C_l__ﬁ—_:
E 0.6 / ’/ | _,----::::::::Q'-‘-'-';""'
g =] // e a
k] 7 / /f;/ /{/
5 0.4 ’/,/// //6
m ’ N / (//
1/ }S/ 4
024 ///
> ' i ' J d T r i
’ = il 60 80
Tempo (min)

Figura 9. Curvas cinéticas experimentais das extracoes dos extratos das folhas de cravo com
CO2 supercritico com ajuste do modelo de Sovova. [ (150 bar, 40 °C); O (150 bar, 60 °C); /A
(185 bar, 50 °C) @ (220 bar, 40 °C); X (220 bar, 60 °C).

5.2.1 Modelagem matematica da extracéo supercritica (220 bar e 40 °C) com
adicdo de cossolvente

Na Tabela 7 sédo apresentados os parametros ajustados do modelo de
Sovova, Z,W er.

Como apresentado nas Equacdes 4 e 5, os parametros Z e W sao
diretamente proporcionais aos coeficientes volumétricos de transferéncia de massa
nas fases fluida e sélida, k.a ksa, respectivamente. Os valores de k-a (2,07 x 10

1a 16,8 min't) foram elevados em relacéo aos de k;a (1,53 x 103a 1,16 x 102 min-

1) e isso se deve devido ao primeiro coeficiente estar relacionado a extracdo da
fracdo de facil extracdo, e segundo, a da fracdo contida no interior do sélido. O

maior valor de k,a foi obtido na condigéo de extragdo com adigcdo de 25 % de etanol

as folhas de cravo, condicdo que também apresentou o maior rendimento da
extracao (1,33 %).
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Tabela 7. ParAmetros ajustados do modelo de Sovova para as extragdes com CO: supercritico a
40°C e 220 bar e a adicdo dos cossolventes etanol e acetato de etila.

Extragéo Z W tC_ER tFI_ER k_Fa . k_Sa X R2
(min)  (min) (min™) (min™)
CO2 (220 2 2
bar e 40 °C) 1,74 0,77 053 6,38 21,02 6,76x10° 1,86x10 0,99
EtOH 20% 20,9 0,12 015 0,10 2,31 8,03x10% 2,81x10% 0,99
EtOH25% 4380 049 0,15 0,05 2,82 16,8 1,16 x 102 0,98
EtAc 20% 18,15 0,06 0,16 012 240 6,96x10* 1,53x10° 0,97
EtAc25% 541,15 0,24 0,16 0,04 2,17 2,07x10%* 577x10% 0,91

Na Figura 10 sdo apresentadas as curvas cinéticas de extracdo das folhas
de cravo com COz a 40 °C e 220 bar e adicédo dos cossolventes etanol e acetato de
etila ajustadas pelo modelo de Sovova. °

Os resultados das cinéticas de extracdo com a adicdo de cossolventes,
observa-se boa concordancia entre os dados de modelagem e os dados
experimentais, nos estagios inicial e final da extragcdo para ambos 0s solventes.
Além disso, verifica-se que a adicado de co-solvente acelerou as taxas de extracao
guando comparado com as extragdes com CO2 supercritico, pois a partir do tempo
de extracdo de 30 minutos ndo houve uma variacao significativa da quantidade de
extrato, portanto, nao foi necessario continuar a extracdo apés 80 minutos. Visto
que, na extracdo com CO> puro o rendimento das folhas de cravo permanece

constantes apenas apos 50 minutos de extracao.
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Figura 10. Curva cinéticas experimentais das extracdes dos extratos ds folhas de cravo com CO:
supercritico puro e adicdo de cossolvente, na condicdo de 220 bar e 40 °C. XK EtOH 20%;/\ EtOH
25%; V EtAc 20%; Il EtAc 25% @ CO: puro.

5.3 Caracterizacédo dos extratos

5.3.1 Cromatografia gasosa com espectrometro de massa (CG-EM)

A caracterizacdo quimica do extrato de cravo foi analisada referente ao ponto
central das condicfes de extracao realizadas no presente estudo (185 bar e 50 °C).
Selecionou-se esta amostra para andlise de CG-EM, por ser a condicao
intermediaria do delineamento experimental. Ainda, segundo outros trabalhos com
extracdo supercritica (SANTOS et al., 2016; CORREA et al., 2016; JOKIC et al.,
2018), incluindo a extracao de cravo (YAZDANI et al., 2005; GUAN et al., 2007) a
composicao quantitativa dos extratos ndo se alterou mesmo com 0 uso de outras
condicles de pressao e temperatura. A presenca de eugenol foi confirmada nesta

amostra, entéo, realizou-se posteriormente a quantificagdo aos demais extratos
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obtidos no presente estudo, pela técnica de HPLC. Os compostos identificados

presentes nas folhas do cravo da india sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Composi¢do quimica (%) dos compostos identificados nas folhas de Cravo por CG/EM.

Compostos Area relativa (%)
Chavicol 13,31
Eugenol 29,73

n-Pentacosane 11,66

Vitamina E 9,30

Gama-Sitosterol 8,62
Hexacosanal 11,37
Lupeol 8,82
Octacosanol 7,18

Os principais componentes identificados no extrato de cravo da india foram
0 eugenol (29,73%), chavicol (13,31%), n-pentacosane (11,66%) e hexacosanal
(11,37%). A quantidade de eugenol presente nos extratos de 6leo de cravo da india,
de botdes e folhas, podem variar de 20-90%(KHALIL et al., 2017; GAYLOR et al.,
2016). A variacdo de teores apresentados nos extratos pode estar relacionando a
diferentes areas de plantio, clima, parte da planta submetida a extracdo, e
diferentes métodos de extracao utilizados (ZHANG et al., 2017).

O composto eugenol pode ser encontrado em varias plantas. Nas folhas de
tulsi o eugenol é um dos principais constituintes com atividades terapéuticas
(CHATTERJEE et al., 2017). Piras et al., (2018), obtiveram 20,7% do composto
eugenol no oleo essencial de Ocimum basilicum. Para Garkal et al., (2012) a
porcentagem de eugenol variou de 74-80% no 6leo de Ocimum sanctum.

O Eugenol também pode ser encontrado como composto majoritario no 6leo
essencial de espécies de pimenta. Na Pimenta pseudocaryophylus com 88,6% de
eugenol (SUZUKI et al., 2014). Na Pimenta dibica, com variacdo de 72-82% de
eugenol no 6leo (OLIVEIRA et al., 2009), e na Pimenta guatemalensis com um teor
de 72,8% (CHAVERRI et al., 2015), dando aos 6leos propriedades benéficas. O
eugenol também predomina no 6leo essencial extraidos das cascas da canela com

um percentual entre 20-50% do composto presente (HAN et al., 2018).
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Outro componente encontrado nos 6leos foi a vitamina E, formada por 4
tocoferdis (a-, B-, y- e 0-) e 4 tocotriendis (a-, B-, y- e 6-) (KAMAL-ELDIN &
APPELQVIST, 1996), que apresentam capacidade antioxidante (SEPPANEN et al.,
2010; MUNNE-BOSCH & ALEGRE, 2002), anticancerigenas (SAINI & KEUM,
2016), anti-hipertensivo (KIZHAKEKUTTU & WIDLANSKY, 2010), atividade anti-
inflamatéria (MOCCHEGIANI et al., 2014). No presente estudo, a porcentagem de
vitamine E foi de 9,30%.

Inoue et al. (2017), avaliaram a distribuicdo de tocoferdis e tocotriendis em
81 plantas e os 4 homélogos de tocoferdéis, onde nos extratos de plantas da familia
Myrtaceae, houve predominancia do a-tocoferol. O composto vitamina E também
foi relatado em outros trabalhos de extracdo de folhas de espécies da familia
Myrtaceae. No extrato obtido de folhas de Eugenia involucrata com CO:
supercritico, os autores encontraram 30,49% do composto (BARZOTTO et al.,
2018). Rahim et al. (2018) encontraram 6,85% da mistura de 4 tocoferois no extrato
hexanico das folhas de Syzygium polyanthum. Chevolleau et al. (1993) também
relataram a presenca de a-tocoferol (3,3%) no extrato hexanico das folhas de
Myrtus communis.

O composto chavicol que também esta presente no extrato das folhas de
cravo, é relatado com atividade antioxidante (JIROVETZ et al., 2007) e também foi
encontrado em extratos de botbes de cravo (SCOPEL et al., 2014; BHUIYAN,
2010).

5.3.2 Concentracéo de Eugenol

Na Tabela 9, sdo apresentados os resultados da quantificacdo por
cromatografia liquida de eugenol, obtido nas diferentes condi¢cdes de extracdes
com CO:2 supercritico e pela técnica Soxhlet sendo, 22,85-29,84% e 5,67%,
respectivamente aos métodos de extracdo. Na Tabela 10, mostra a concentracdo

de eugenol obtidos com adicao de cossolventes (EtOH e EtAc).
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Tabela 9. Teor de eugenol (%) presente nos extratos de cravo obtidos por diferentes condicdes de

extracao.
_ o . Eugenol Eugenol
Experimento | Condi¢des de extracéo
(%)* (g /kg folhas)
CO2 Supercritico
1 150 bar 40 °C 25,69 + 0,10° 1,95+ 0,006P¢
2 150 bar 60 °C 24,62 +0,19° 1,81 + 0,001P
3 185 bar 50 °C 23,41 + 1,79 2,27+ 0,174°4
4 220 bar 40 °C 29,84 + 0,24¢ 3,22+ 0,025¢
5 220 bar 60 °C 22,85+ 0,13 2,34+ 0,008¢
Soxhlet
6 Hexano 5,67 £ 0,112 1,12 + 0,0152

Letras iguais na mesma coluna e para o mesmo método de extracdo indicam que ndo houve
diferenca significativa ao nivel de 5%.
" g de eugenol por 100 g de extrato.

Tabela 10. Concentra¢cBes de eugenol no extrato obtido com CO2 a 40°C e 220 bar e com adicao
de 20 e 25% dos cossolventes EtOH e EtAc as folhas de cravo.

Solvente Coss(g)/(l)\)/ente Eu%;gola Jeugenol KGrolhas™
CO2 0 29,84 = 0,24° 3,22 + 0,024
CO,+EtOH 20 28,58 + 0,44° 3,59 £ 0,06°
CO,+EtOH 25 13,12 + 0,44° 1,74 + 0,06°
CO>+EtAC 20 7,48 + 0,412 0,81 £ 0,042
CO2+EtAC 25 9,36 £ 0,492 1,08 + 0,06°

Letras iguais na mesma coluna e para o mesmo método de extragcdo indicam que n&do houve
diferenca significativa ao nivel de 5%.
ag de eugenol por 100 g de extrato.

Para o extrato obtido das folhas de cravo da india por CO; supercritico, a
maior concentracdo de eugenol (29,84%) foi obtida na maior pressdo e a menor
temperatura do planejamento experimental (220 bar e 40 °C), correspondendo a
maior densidade de CO; (858,11 kg m3), condicdo esta que também apresentou
maior rendimento de 6leo (1,08%). O menor teor de eugenol (22,85%) foi obtido na
mesma pressdo, porém em temperatura maior (220 bar e 60 °C). Avaliando o
rendimento de eugenol, verifica-se que a maior quantidade deste composto

também pode ser obtida na condicdo de 220 bar e 40 °C, 3,22 Jeugenol KGrolhas™t. A
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variacdo das condicdes experimentais elevou seu rendimento em até
aproximadamente 78%. Na extracdo com aparato Soxhlet obteve-se baixo teor de
eugenol (5,67%).

O composto eugenol € um composto majoritario caracteristico dos 6leos
essenciais de cravo, o qual pode ser obtido dos botdes florais, folhas e outras
partes. Ao analisar a composicdo quimica dos botdes de cravo, extraido por
hidrodestilacdo, Ivanovic et al. (2011), encontraram 64,06% de eugenol. Raina et
al., (2001), ao estudar a composi¢ao quimica do 6leo essencial das folhas de cravo
extraidos por hidrodestilacdo, encontraram 94,41% de eugenol.

Jirovetz et al., (2006) e Zhang et al., (2007) encontram 76,8% e 90,84% de
eugenol, respectivamente, nos 6leos comercial de folhas de cravo. Nassar et al.,
(2007) avaliaram a composi¢do quimica do extrato hexanico dos botbes de cravo.
Quando analisados por CG/EM os maiores compostos encontrados foram o
eugenol (71,06%) e o acetato de eugenol (8,99%). Gaylor et al., (2006) verificaram
uma faixa de 25,84-90,48% de eugenol no 6leo essencial de folhas de cravo em
diferentes fases de desenvolvimento.

Apesar da extracdo Soxhlet ter apresentado maior rendimento em relacéo a
extracdo supercritica com COz, deve-se ressaltar que o extrato obtido da tecnologia
supercritica com CO, tem a vantagem de maior pureza quanto ao composto
majoritario eugenol e de obtencdo em menor tempo de extracdo. Uma vez que, 0s
extratos da extracdo Soxhlet podem apresentar impurezas e residuos de solventes
indesejados.

Além disso, as extracfes por métodos convencionais provocam maior perda
de compostos volateis durante a separacao do solvente e também em decorréncia
do longo tempo de extracéo (DIAZ-MAROTO et al., 2002; OZCAN & OZCAN, 2004).
Assim sendo, os Oleos obtidos através destes métodos convencionais precisam
passar por processo posteriores de purificacdo. Portanto, para a escolha de um
método de extracdo mais eficaz necessita-se que se considere todos os fatores
envolvidos, como o processo de extracdo mais o de purificacdo (QUISPE-
CONDORI et al., 2005).

A adicdo de 20% de etanol em relacdo a massa de folhas ndo alterou a
concentracdo de eugenol nos extratos, ao nivel de significancia de 5%, no entanto,
uma reducdo consideravel do composto foi verificada para a adicdo da maxima

guantidade de etanol (25%) e de 20 e 25% de acetato de etila. Isso se deve,
50



possivelmente, a baixa seletividade dos cossolventes nestas concentracoes,
favorecendo a extragcdo de outras classes de compostos, pincipalmente de carater
polar.

Quando avaliado o rendimento de eugenol (g de eugenol por kg de folhas),
a adicdo de 20% do cossolvente etanol aumentou a quantidade extraida deste
composto em relagédo a extragdo somente com CO», sendo possivel obter até 3,59

Jeugenol KGrolhas™*, OU Seja, um aumento de aproximadamente 11%.

5.4 Atividade Antioxidante
Conforme os resultados apresentados na Tabela 11, os melhores resultados
dentre as condicOes realizadas, foram obtidas na menor pressao e temperatura,

150 bar e 40 °C.

Tabela 11. Composto fendlicos total e atividade antioxidante pelo método DPPH e FRAP dos

extratos de cravo da india extraidos com CO:2 supercritico e por Soxhlet.
Condiges de extracdo | TCF (ug EAG mg?) ICs0 (ug mL™?) FRAP (umolrez+ mg™)
CO2 Supercritico
150 bar 40 °C 324,37+ 5,46°¢ 435,48 £ 6,472 12,64 £ 0,35°
292,26 11,32 + 0,344
150 bar 60 °C 453,88 £ 31,572
16,78%¢
185 bar 50 °C 241,13 +12,86° | 535,29 + 42,952b 8,43 £0,22°
265,76 8,51 £ 0,20°
220 bar 40 °C 513,69 + 22,432P
12,66°4
220 bar 60 °C 193,77 £ 13,98 | 627,11 + 21,370 6,64 +0,17°
Soxhlet
2349,34 2,14 £ 0,102
n-Hexano 70,99 + 9,212
125.85°¢
Padrao eugenol 645,32 + 11,41 129,69 + 3,36 27,18 + 1,32

IC50: concentracd@o de extrato necesséria para reduzir a concetracao inicial de DPPH em 50%.
Letras iguais na mesma coluna e para o0 mesmo método de extragcdo indicam que n&do houve
diferencga significativa ao nivel de 5%.
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Para os resultados obtidos do método DPPH, observa-se baixo poder
antioxidante para o extrato das folhas de cravo da india, uma vez que apresentaram
ICso0 superiores a 250 pug mL* (CZAIKOSKI et al., 2015). O melhor resultado para o
extrato obtido com CO: supercritico foi 435,48 yg mL?. Para a extracdo com
Soxhlet verificou-se 2349,34 ug mL. O eugenol puro apresentou um ICsode 129,69
mg mL1. Mahapatra & Roy (2014) encontraram um valor de ICsp 242,47 ug mL™*
para o eugenol e Khunkitti et al., (2012) e Politeo et al., (2006) relataram 1Cs0 145,2
ug mL* e 1IC50 96,0 ug mL™?, respectivamente, para esse fenilpropanoide.

Segundo Fujisawa et al., (2002) a atividade antioxidante do composto
eugenol é em decorréncia da sua estrutura metoxifenol, considerando que o
mecanismo de reacéo entre o antioxidante e o radical DPPH depende da disposi¢cao
estrutural do antioxidante.

Em relacdo ao método FRAP que baseia-se na capacidade para reduzir o
complexo Fe®* para Fe?* o melhor resultado obtido nas extracées supercriticas foi
de 12.64 umolge2+ mg2.

Para tanto, verifica-se que as maiores atividades antioxidante foram obtidas
para as amostras com maior concentracéo de compostos fenolicos. Tai et al. (2002)
revelaram que a cadeia lateral além do anel fendlico da molécula de eugenoal,
também tem um papel importante no poder antioxidante. Visto a elevada atividade
do composto eugenol pelo método de Folin-Cioacalteau, conclui-se que atividade
antioxidante pelos métodos DPPH e FRAP das amostras extraidas com CO:
supercritico esta relacionada a sua concentracdo neste composto ou sinergismo
com 0s outros compostos presentes no extrato. O baixo poder antioxidante obtido
pelo método Soxhlet com o solvente hexano, sugere a baixa concentracdo de

eugenol encontrado neste extrato.

5.5 Atividade antimicrobiana

Avaliou-se a atividade antibacteriana do extrato das folhas de cravo da india,
obtido por extra¢éo supercritica com CO2 (220 bar e 40 °C), pela extragéo Soxhlet
com hexano e também do padréo de eugenol com diferentes espécies de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. Os métodos aplicados foram de difusdo por

discos e microdiluicao seriada.
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As atividades antibacterianas obtidas pelo método por difusdo de discos e
por microdiluicdo do extrato em estudo sdo apresentadas na Tabela 12 e 13,
respectivamente. Diante dos resultados, verifica-se que diferentes espécies de
bactérias mostram diferentes niveis de sensibilidade diante dos extratos testados.

A presenca e tamanho dos halos de inibicdo indicam a sensibilidade das
bactérias aos extratos naturais. A atividade antibacteriana dos extratos pode ser
classificada como: halos de inibicdo menores que 7 mm, ndo ativo contra bactérias;
didmetro de inibicdo maior que 12 mm indica efeito satisfatério (ARORA & KAUR,
1999; RADUNZ et al., 2019).

Tabela 12. Atividade antibacteriana dos extratos obtidos das folhas de cravo da india e do padrao
de eugenol pela técnica de difusédo de disco.

Extratos
Bactérias Ci1 C2 C3
Diametro dos halos em milimetros
Gram (-)
Escherichia coli 8,4 6,1 6,4
Salmonella enterica 9,6 6,8 6,6
Klebsiella pneumoneae 10,1 6,7 7,6
Gram (+)
Staphylococcus aureus 11,3 10,1 7,5
Staphylococcus aureus MRSA 9,2 9,8 5,9
Bacillus subtilis 9,4 6,4 5,9
Bacillus cereus 8,2 7,4 6,8

C1: Padrdo comercial do eugenol; C2: Ponto central das amostras obtidos pela extrag&o supercritica
com COz2; C3: Amostra obtida por Soxhlet com hexano.

Tabela 13. Concentracao inibitéria minima (MIC) do extrato das folhas de cravo da india, extraido
com CO2 a 220 bar e 40 °C, e por Sohxlet (hexano), e do padrao de eugenol.

Extratos
Bactérias Cl C2 C3
MIC (ug mL™Y)

Gram (-)
Escherichia coli 156 2500 1250
Salmonella enterica 625 312 1250
Klebsiella pneumoneae 1250 2500 2500

Gram (+)
Staphylococcus aureus 1250 2500 1250
Staphylococcus aureus MRSA 1250 1250 2500
Bacillus subtilis 625 1250 1250
Bacillus cereus 625 2500 1250

C1: Padrao comercial do eugenol; C2: Ponto central das amostras obtidos pela extracao supercritica
com COz; C3: Amostra obtida por Soxhlet com hexano.
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No presente estudo, verifica-se que a inibicdo dos extratos das folhas de
cravo da india, obtidos pela extracao surpercritica (220 bar e 40 °C) variou de 6,1
a 10,1 mm sendo a maior inibicdo para a bactéria gram positiva Staphylococcus
aureus. Nao sendo satisfatoria para quatro espécies, Escherichia coli, Salmonella
enterica, Klebsiella pneumoneae, Bacillus subtilis. Segundo Vaara (1992) a alta
resisténcia das bactérias gram negativas pode estar relacionado com a estrutura
da membrana, uma vez que esta apresenta uma estrutura externa composta por
lipopolissacarideos, acarretando numa menor interacdo com os extratos.

Em relacdo a atividade antibacteriana do extrato obtido por Soxhlet com n-
hexano, pode-se observar uma inibicdo menor quando comparado com o extrato
obtido por CO: supercritico, com uma variacao nos halos de 5,9 a 7,5 mm. Sendo
as bactérias da espécie de Klebsiella pneumoneae e Staphylococcus aureus 0s
guais apresentaram um halo de inibicdo maiores.

Em relacdo ao método por microdiluicdo, a atividade antibacteriana dos
extratos obtidos de plantas naturais é considerada como um inibidor fraco quando
apresenta um MIC acima de 1500 pg mL* moderado para MIC entre 600 e 1500
g mLt e um inibidor forte quando apresenta um MIC até 500 pg mL™* (ALIGIANNIS
et al.,, 2001; DUARTE et al., 2007; WANG et al., 2008; GUINDANI et al., 2016).
Diante disso, é possivel verificar que o extrato C2 apresentou uma forte inibicdo
para a bactéria Salmonella enterica (312 pug mL™?), e fraca inibicdo diante das outras
bactérias testas, o qual houve uma variacédo de 1250 a 2500 pg mLt. J4 a amostra
C3, apresentou uma sensibilidade moderada a maioria das bactérias com MIC 1250
Hug mL* e uma fraca inibicdo apenas para as espécies Klebsiella pneumoneae e
Staphylococcus aureus MRSA, MIC de 2500 pg mL.

Em relacdo ao padrdo de eugenol, composto majoritario do extrato das
folhas de cravo da india, este se mostrou um bom inibidor contra as espécies de
bactérias testadas, apresentou uma sensibilidade moderada sob as espécies
Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus MRSA, Klebsiella pneumoneae,
Salmonella enterica, Bacillus subtilis e Bacillus cereus com uma variacdo na MICs
de 625 a 1250 pg mLt. Para Dhara e Tripathi (2013) o MIC do eugenol variou de
249 a 999 ug mL " contra E. coli, e para K. pneumoniae de 0,063 a 0,999 ug mL .

Nascimento et al. (2000), afirma que, dentre os fitoquimicos analisados, pelo
método de difusdo em disco, 0 eugenol, extraido do cravo apresentou a maior

atividade antimicribiana, o qual foi capaz de inibir 9 (64,2%) tipos de
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microrganismos de interesse, dentre os 14 testados. Outros estudos (FREIRES et
al., 2015; MARCHESE et al., 2017; SILVA et al., 2018) também confirmam que a
atividade antibacteriana presente nos extratos do cravo é decorrente do composto
eugenol presente em grande quantidade nos mesmos, assim como também é
possivel observar no presente estudo, a boa atividade antimicrobiana apresentada
pelo padréo de eugenol.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, os extratos das folhas de cravo foram obtidos pela extracao
supercritica com CO> puro e com adi¢do de cossolvente (etanol e acetato de etila)
e por Sohxlet com n-hexane. O melhor resultado encontrado para a SFE foi em 220
bar e 40 °C que proporcionou a maior extracdo do composto de interesse, o eugenol
(29,84%). Com a adigéo de cossolvente o maior rendimento em relagdo a matéria
foi obtido com adicdo de 25% de etanol (1,33%). Todavia, a concentracdo do
composto majoritaria diminuiu. No entanto, ao adicionar 20% do cossolvente etanol
a gquantidade de eugenol em relacdo a extragdo com CO2 puro aumentou
aproximadamente 11%, condicdo esta que se mostrou mais favoravel para etapa
futura de purificacdo do composto. Na extracdo Soxhlet obteve-se um rendimento
de 1,90%, porém, um extrato com baixo teor de eugenol (5,67%), e baixa atividade
antioxidante.

A atividade antioxidante, determinada pelo método DPPH, para todos os
extratos pode ser considerada baixa, uma vez que o ICso foi maior que 250 pug mL-
!, O estudo revelou maior potencial antioxidante na condicdo de 150 bar e 40 °C
para ambos os métodos experimentais.

Em relacdo atividade antimicrobiana, quando testada contra a espécie
Salmonella enterica o extrato obtido com CO2 supercritico puro apresentou uma
forte inibicdo na concetragdo inibitéria de 312 pg mLl. Frente aos demais
microrganismos, de modo geral, 0s extratos apresentaram atividade antimicrobiana
moderada contra as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O eugenol se
evidenciou um forte inibidor diante das espécies analisadas.

O extrato obtido das folhas do cravo devido a concentracdo de eugenol
presente, evidencia um 6leo com importantes propriedades bioativas. A SFE se
mostrou um método de extracdo eficiente quando comparada com a extracdo por
Soxhlet, uma vez que trabalha em baixas temperaturas e necessita de menor

tempo, e ndo requer uma etapa a mais para remoc¢do do solvente.
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