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RESUMO

O fruto da sucupira (Pterodon pubescens) possui um éleo valioso com alto teor de &cidos graxos
e rico em compostos bioativos, como flavonoides e terpenoides. Esses compostos conferem ao
6leo diversas propriedades bioativas, como antioxidantes, anti-inflamatdrias e antimicrobianas.
O uso do ultrassom para extracdo desse 6leo pode ser empregado no intuito de otimizar o
processo, com reducdo do tempo, da quantidade de solvente empregada e auxiliar na
preservacao dos compostos termolabeis. Nesse trabalho, 0 uso da extracdo assistida por
ultrassom (EAU) para obtencdo do 6leo de sucupira foi avaliado sob a execucdo de um
planejamento fatorial rotacional completo 22. Foram avaliados os efeitos da intensidade do
ultrassom (%) e da concentracdo de etanol (%) em relacdo ao teor de lipideos, a capacidade
antioxidante, a cor e a capacidade redutora. O teor maximo de lipideos foi de 26,91 g/100g,
sendo superior ao obtido pelo método de Soxhlet (23,38 g/100g) e estatisticamente igual ao
método de Bligh & Dyer (25,93 ¢g/100g). O extrato obtido na condicdo otimizada (90% de
intensidade de ultrassom e 80% de concentracdo de etanol) foi avaliado quanto a atividade
antimicrobiana, e a estrutura morfoldgica do fruto antes e apos a extracdo foi avaliada por
microscopia eletronica de varredura (MEV). Além disso, o extrato foi caracterizado
guimicamente atraves da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS,
do inglés gas chromatography—mass spectrometry) e cromatografia liqguida com tempo de voo
quadrupolo acoplada a espectrometria de massas (HPLC-g-ToF-MS, do inglés high
performance liquid chromatography-quadrupole time-of-flight tandem mass spectrometry).
Observou-se um potencial de atividade antimicrobiana contra Salmonella e E. coli através do
teste de sensibilidade. Compostos como B-cariofileno, éxido de cariofileno, a-humuleno, ao-
copaeno e espatulenol, responsaveis por atividades bioldgicas de interesse, foram identificados
através da GC-MS. A andlise da LC-g-ToF-MS identificou compostos como catequina,

luteolina, quercetina, taxifolina e seus derivados, pertencentes ao grupo dos flavonoides.

Palavras-chave: flavonoides, terpenoides, atividade antioxidante, sonicacdo, teor de lipideos.



ABSTRACT

The sucupira fruit (Pterodon pubescens) contains a valuable oil with a high content of fatty
acids and rich in bioactive compounds, such as flavonoids and terpenoids. These compounds
give the oil various bioactive properties, including antioxidant, anti-inflammatory, and
antimicrobial. The use of ultrasound for the extraction of this oil can be employed to optimize
the process, reducing time, the amount of solvent used, and promoting the preservation of
thermolabile compounds. In this study, the use of ultrasound-assisted extraction (UAE) for
obtaining sucupira oil was evaluated using a complete 22 factorial rotational design. The effects
of ultrasound intensity (%) and ethanol concentration (%) on lipid content, antioxidant capacity,
color, and reducing capacity were assessed. The maximum lipid content was 26.91 g/100g,
which was higher than that obtained by the Soxhlet method (23.38 g/100g) and statistically
equal to the Bligh & Dyer method (25.93 g/100g). The extract obtained under the optimized
conditions (90% ultrasound intensity and 80% ethanol concentration) was evaluated for
antimicrobial activity and the morphological structure of the fruit was assessed by scanning
electron microscopy (SEM). Furthermore, the extract was chemically characterized using gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) and liquid chromatography-quadrupole time-of-
flight tandem mass spectrometry (HPLC-g-ToF-MS). Potential antimicrobial activity against
Salmonella and E. coli was observed through the sensitivity test. Compounds such as B-
caryophyllene, caryophyllene oxide, a-humulene, a-copaene, and spathulenol, responsible for
biologically relevant activities, were identified through GC-MS. LC-g-ToF-MS analysis
identified compounds such as catechin, luteolin, quercetin, taxifolin, and their derivatives,

belonging to the flavonoid group.

Keywords: flavonoids, terpenoids, antioxidant activity, sonication, lipid content.
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1 INTRODUCAO

Todo material vegetal pode ser rico em compostos bioativos, 0s quais abrangem uma
ampla gama de constituintes quimicos, como vitaminas, minerais, antioxidantes, compostos
fendlicos, entre outros. Isso reflete um amplo espectro de atividades bioldgicas, incluindo
efeitos antimicrobianos, antioxidantes, anti-inflamatdrios e anticancerigenos. Os compostos
bioativos sdo metabdlitos secundérios, ou seja, compostos naturais que desempenham um papel
crucial na adaptacdo e interacdo das plantas com o meio ambiente, atuando como mecanismos
de defesa contra herbivoros, pragas e patdgenos. Desta forma, o perfil de compostos bioativos
para cada vegetal € variavel. Diante da crescente demanda por compostos naturais que

promovem a saude, hd um foco cada vez maior nos compostos bioativos de origem vegetal.

A extracdo desses compostos de fontes vegetais € um passo crucial no aproveitamento
do seu potencial bioativo. Métodos tradicionais, como a extragdo Soxhlet e Bligh & Dyer, tém
sido eficazes, mas apresentam desvantagens, tais como longos tempos de extracdo, elevado
consumo de solventes prejudiciais ao meio ambiente e potencial degradacdo dos compostos
bioativos devido ao calor, (Berndmeyer et al., 2014; Fei et al., 2014). A medida que os avancos
cientificos e tecnologicos continuam a remodelar o cenario da extracdo de produtos naturais, as
tecnologias emergentes ganharam destaque. Dentre elas, a extracdo assistida por ultrassom
(EAU) surgiu como uma alternativa eficiente e mais ecologicamente correta quando comparada
as técnicas convencionais. A EAU utiliza a energia mecéanica gerada por ondas sonoras de alta
frequéncia para romper as membranas celulares e facilitar a liberacdo de compostos bioativos.
Esta tecnologia oferece diversas vantagens, como tempos de extracdo reduzidos, menor

necessidade de solventes e preservacdo de compostos termicamente sensiveis.

No contexto da diversidade de plantas exploradas pelo seu contetido de metabdlitos
secundarios, a Pterodon pubescens, comumente conhecida como sucupira, destaca-se como
uma candidata promissora. Nativa do bioma do Cerrado brasileiro, essa planta é conhecida por
seus frutos alongados de casca dura e lenhosa que encapsulam um éleo rico em uma série de
compostos bioativos, como os acidos graxos, flavonoides, saponinas e compostos terpenoides.
Esse Oleo apresenta propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e antimicrobianas,
promovendo aplicacdes potenciais nas areas de nutracéuticos e medicina natural. A pesquisa

sobre a extracdo do 6leo da sucupira representa uma oportunidade para explorar 0s compostos
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bioativos e suas aplica¢fes. Ao desvendar sua composi¢cdo quimica e atividades bioldgicas, é
possivel desenvolver novos produtos naturais, descobrir novas drogas e medicamentos, intervir
em processos agricolas e impulsionar inovacgdes biotecnoldgicas. Assim, esse trabalho tem
como objetivo avaliar o uso do ultrassom como uma tecnologia alternativa na extracao de 6leo

do fruto da sucupira, avaliando a composicao quimica e o perfil de compostos bioativos obtido.

Esta dissertacdo estd estruturada em capitulos. O Capitulo 2 descreve os objetivos do
presente trabalho. O Capitulo 3 apresenta uma revisao sobre a sucupira, destacando aspectos
desde seu género a sua composicdo quimica. Além disso, discorre-se sobre 0s compostos
bioativos de origem vegetal e sobre os processos de extracdo que podem ser utilizados,
especialmente o uso do ultrassom. O Capitulo 4 descreve os materiais e métodos utilizados para
realizacdo desse trabalho. No Capitulo 5 s&o apresentados e discutidos os resultados obtidos,
considerando diversas referéncias da literatura. Por fim, os Capitulos 6 e 7 apresentam as

conclusdes e perspectivas futuras para realizagdo de novos trabalhos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a utilizagdo do ultrassom como uma
tecnologia alternativa na extracdo de dleo do fruto da sucupira e caracteriza-lo quanto a sua

composicao quimica e atividade antimicrobiana.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos do presente trabalho s&o:

o avaliar o efeito da intensidade do ultrassom e da concentracdo de etanol na

extracdo assistida por ultrassom de 6leo do fruto da sucupira;

o comparar a extragdo assistida por ultrassom com o método tradicional de Soxhlet
e Bligh & Dyer;
o avaliar a qualidade do 6leo do fruto da sucupira pela determinacéo da capacidade

antioxidante, capacidade redutora e caracteristicas fisico-quimicas;

o avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo do fruto da sucupira através do

método de difusdo em agar, determinando a concentracao inibitéria minima;

o determinar a composicdo quimica do 6leo de sucupira obtido pelos trés métodos
de extracdo, utilizando técnicas analiticas de cromatografias gasosa e liquida acopladas a

espectrometria de massas.



20

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA E FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Inicialmente, esse capitulo discutird sobre o género no qual se enquadra a sucupira
(Pterodon sp.), ressaltando importancias encontradas na literatura. Em seguida, a sucupira sera
abordada discutindo suas caracteristicas gerais, composicao de seu fruto com destaque ao 6leo.
Na sequéncia, serd apresentada uma diversidade de atividades biol6gicas que podem ser
alcancadas através dos compostos presentes no 6leo do seu fruto. Por conseguinte, sera
abordado o processo de extracdo, com foco na extracdo por Soxhlet e Bligh & Dyer, como
métodos tradicionais, e na extracdo assistida por ultrassom (EAU), detalhando principios,

funcionamento e aplicacdes.

3.1 O género Pterodon

De forma geral, o género Pterodon compreende espécies arboreas aromaticas de 8-20
m de altura que possuem caracteristicas proprias de terrenos secos e arenosos do cerrado;
apresentam frutos em formato de criptossamara secos e leves, permitindo a dispersdao pelo
vento, o que pode explicar a alta abundancia do género no Cerrado (Pinto, 2017). Ao longo
dos anos, seis espécies foram descritas para esse género: P. apparicioi Pedersoli, P.
macrophyllus Klotzsch, P. abruptus (Moric.) Benth, P. pubescens (Benth.) Benth, P.
polygalaeflorus (Benth.) Benth. e P. emarginatus Vogel. (Pinto, 2017). A base de dados ILDIS
(International Legume Database and Information Service, 2015) lista 0s seis nomes, porém
atribui o status de “aceito” apenas para P. abruptus e P. emarginatus enquanto P. polygalaflorus
foi chamada de “variante”. A base de dados IPNI (International Plant Names Index, 2021) lista
as seis espeécies, todavia através do seu programa POWO (Plants of World Online), reconhece
apenas trés espécies, sendo elas P. abruptus, P. apparicioi e P. emarginatus. O programa Flora
do Brasil 2023 (Reflora) admite quatro dessas espécies atribuindo o status de “aceito” para P.
abruptus, P. apparicioi, P. emarginatus e P. pubescens. A maior causa dessa divergéncia é
dada pela delimitacdo entre P. pubescens, P. emarginatus e P. polygalaeflorus ora vistas como

trés taxons distintos, ora como dois e ora como apenas um.
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Estudos mais recentes na area de genética das populacdes tém sido mais precisos na
distingdo dessas duas espécies. Através do desenvolvimento de marcadores microssatélites,
Pinto (2017) observou que P. emarginatus apresenta nivel intermediario de diversidade
genética, e Melo (2018), transferindo marcadores polimérficos da P. pubescens na P.
emarginatus, conseguiu identificar um alto potencial de discriminagao individual entre as duas

espécies.

3.1.1 A sucupira

As espécies P. pubescens e P. emarginatus sdo popularmente conhecidas como
sucupira, faveiro, sucupira-branca, sucupira-lisa ou fava-de-sucupira. A Embrapa (2023), por
sua vez, denomina P. pubescens como sucupira-branca e P. emarginatus como sucupira-lisa.
Essas espécies sdo arboreas, semideciduas, heliofitas e xerofitas, nativas e ndo endémicas do
Brasil. Suas arvores alcancam de 8 a 16 m com troncos cilindricos de 30 a 60 cm de didmetro
revestido por casca lisa branco-amarelada, folhas com raque marginada, fruto com rafe
aparente, hilo na posicao lateral coberto por um arilo e um embriéo liso (Leite et al., 2014). A
morfologia do fruto € eurispérmica, variando entre ovoide, oblonga, eliptica e oblongo-eliptica;

a coloracdo varia de marrom-claro a marrom escuro, quase negro (Ferreira et al., 2001).

A distribuicdo geografica de ambas as especies € semelhante, sendo encontradas no
Norte, Nordeste, Centro-oeste e Sudeste e, nos dominios fitogeograficos da Amazonia,
Caatinga, Cerrado e Pantanal. As espécies P. emarginatus e P. pubescens e apresentam periodos
distintos de floracdo, com picos em agosto e setembro, respectivamente. As diferencas
morfoldgicas entre as duas espécies sao discretas; em geral, P. emarginatus apresenta foliolos
grandes e mais largos, botdes florais com base mais estreita do que o apice, o qual €
arredondado. Por outro lado, os botGes florais da P. pubescens sdo alongados, com a base da
mesma largura que o apice. A diferenca morfologica de maior destaque sdo as flores de
coloracdo do réseo claro, quase branco, a roéseo escuro em P. pubescens e roxo em P.
emarginatus (Rocha, 2006). A Figura 1 apresenta as principais diferencas da arvore, flores e

fruto entre as duas espécies.
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Figura 1 - Arvore, flores e fruto das espécies Pterodon pubescens (A, Be C) e
Pterodon emarginatus (D, E e F).

Db e X o B
Fonte: Ramalho-Carvalho, (2010) & Silva-Janior, (2005)

Tendo em vista a divergéncia na literatura em relacéo as diferentes espécies, doravante
as espécies P. emarginatus, P. pubescens e P. polygalaeflorus quando nao especificadas serdo

denominadas somente como sucupira.

O potencial de uso dessas espécies € diverso, sendo utilizadas nos setores madeireiro
(Carvalho, 2020; Lima et al., 2012) e paisagismo (Aquino et al., 2007; Lorenzi, 2002), e para
reflorestamento e recuperacdo de areas degradadas por serem tolerantes a luz solar e crescerem
bem em solos de baixa fertilidade (Lorenzi, 2002; Oliveira e Paiva, 2005). Destaca-se 0
potencial de uso medicinal dessas espécies, principalmente pela concentracdo de resinas nos
frutos (Dutra, 2008; Pinto et al., 2014). Estudos cientificos comprovaram suas propriedades
farmacoldgicas, tais como analgésicas, anti-inflamatorias, cicatrizantes, antitumorais,
antirreumaticas, antioxidantes, angiogénicas, antimicrobianas, leishmanicidas e
antiproliferativas (Dutra et al., 2009; Hansen et al., 2012; Moraes et al., 2012; Arrais-Silva et
al., 2014). Essas propriedades estimulam a comercializagdo dos frutos (equivocadamente
chamados de sementes) em mercados populares (Dutra et al., 2009). Por possuirem acdo anti-
inflamatoria, popularmente séo utilizados na elaboragéo de infusGes e extratos alcdolicos para

combater dores de coluna e garganta, doencas reumaticas e, até mesmo, como tonico e
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depurativo (Euzébio et al., 2009; Machado et al., 2018). Nesse contexto, é importante identificar

0S COMPpOStos presentes na sucupira, e caracterizar seus extratos.

3.1.2 Composicdo guimica e as atividades biolégicas

Diversos estudos fitoquimicos demonstraram a presenca de alcaloides, saponinas,
glicosideos e esteroides na casca das arvores da sucupira (Bustamante et al., 2010), esteroides,
sesquiterpenos, isoflavonas e saponinas nas folhas (Negri et al., 2014; Santos et al., 2010),
isoflavonas e triterpenos na madeira (Braz-Filho et al., 1971; Marques et al., 1998) e
isoflavonas, sesquiterpenos e diterpenos no 6leo do fruto (Dutra et al., 2009; Fascio, 1976;
Pimenta et al., 2006; Pinto et al., 2013).

As principais substancias isoladas do género Pterodon s@o os terpenos, 0s quais
constituem a maior classe de metabolitos secundarios. As substancias dessa classe sdo, em
geral, insoliveis em &gua e sintetizados a partir de acetil coenzima A (CoA) ou de

intermediarios glicoliticos (Taiz e Zeiger, 2009).

Apesar da planta, como um todo, apresentar compostos importantes, o fruto é a parte de
maior interesse por apresentar compostos com propriedades bioativas, em particular os terpenos
geranilgeraniol e 0s compostos vouacapanicos, 0s quais sdo relatados como grandes
responsaveis pelas diversas atividades de interesse exercidas pela sucupira (Spindola et al.,
2010). Os frutos contém um nucleo de endosperma envolto em células periféricas com alto teor
de substancias lipidicas (Oliveira e Paiva, 2005), como € possivel observar em sua composi¢ao

centesimal através da Tabela 1.

Costa-Singh e Jorge (2019) identificaram e quantificaram os compostos bioativos
presente na fracao lipidica dos frutos da P. emarginatus utilizando dois métodos de extracao:
Soxhlet e Bligh & Dyer. No primeiro foi utilizado éter de petroleo aquecido (40-60 °C) e no
segundo uma mistura de cloroférmio, metanol e agua (proporc¢éo de 2:1:0,8). Os resultados sdo

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 1 - Composicdo centesimal dos frutos P. emarginatus.

Andlise Valor
Teor de umidade (%) 6,08
Cinzas (%) 0,64
Lipideos (%) 22,85
Proteinas (%) 2,96
Carboidratos (%) 64,34
Valor total caldrico (Kcal/100g) 506,40

Fonte: Neto (2015).

Como pode ser observado na Tabela 2, dez &cidos graxos foram identificados com
destaque para o acido céprico e laurico, dentre os acidos graxos saturados, e o acido oleico e
linoleico, dentre os acidos graxos insaturados. O acido caprico é usado como aditivo alimentar
em sucos de frutas, sorvetes e alimentos enlatados; apresenta atividades antiflngicas,
juntamente com atividades anti-inflamatorias e antivirais (Huang et al., 2011; Murzyn et al.,
2010). Do ponto de vista metabdlico, a ingestdo de &cido caprico € diretamente absorvida pelo
intestino e transportada para o figado onde sofre B-oxidacao, resultando na producao de trés
metabolitos significativos (B-hidroxibutirato, acetona e acetoacetato), juntos referidos como
corpos cetonicos de acetil-CoA (Schonfeld e Wojtczak, 2016). Esses corpos cetdnicos gerados
no figado atuam como uma fonte secundaria de energia para o cérebro, que depende da glicose
como fonte primaria de energia (Wlaz et al., 2012). Ainda, o acido caprico pode ser empregado
para diminuir o risco de doenca de Alzheimer, Parkinson, epilepsia, ansiedade, depressao,
autismo, etc (Shekhar et al., 2022).

Existe um grande interesse nos 6leos vegetais industriais com alto teor de acido laurico,
uma vez que esse acido € utilizado, principalmente, como aromatizante na inddstria alimenticia
e como tensoativo em cosméticos, sabdes e detergentes, devido a seu alto poder espumante e
por ser biodegradavel (Crews et al., 2006). Outro aspecto importante é sua atividade

antifangica, principalmente contra fungos patogénicos (Solano et al., 2020).
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Tabela 2 - Substdncias bioativas presentes em fragbes lipidicas de Pterodon

emarginatus, obtidas pelos métodos de extracdo de Soxhlet e Bligh & Dyer.

Composto Férmula Extracéo por E>_<tragéo por
molecular Soxhlet Bligh & Dyer
Lipideos (%) 39,15 + 0,09° 31,65 + 0,03°
Acidos graxos (%)
Céprico (C10:0) C10H2002 23,81 £ 0,03 21,19 £ 0,04
Laurico (C12:0) C12H2402 11,06 £ 0,04 9,71+ 0,06
Palmitico (C16:0) Ci16H3202 6,62 + 0,02 7,72 +0,03
Palmitoléico (C16:1) Ci16H3002 1,57 + 0,03 1,67 + 0,01
Estearico (C18:0) C18Hz602 2,22 + 0,02 2,71+ 0,05
Oleico (C18:1 n-9) Ci1sH340> 17,80 + 0,05 18,27 + 0,02
Linoleico (C18:2 n-6) C20H3202 28,42 + 0,01 31,29 +0,14
Araquidonico (C20:0) C20H4002 5,43 £0,02 4,49 £ 0,02
Gadolénico (C20:1) C20H3802 1,74 + 0,03 1,63 £0,03
a-linolénico (C18:3 n3) C18H3002 1,33+0,01 1,31 +£0,02
Saturados - 49,15 + 0,03% 45,82 +0,16°
Monossaturados - 21,11 +£0,03° 21,57 £ 0,04°
Poliinsaturados - 29,75 +0,01° 32,61 +£0,13°
Tocoferois (mg/kg)
y-tocoferol CogHag02 5,14 + 0,06° 4,17 + 0,06
d-tocoferol C27H4602 16,80 £ 0,10? 15,53 + 0,06
Total - 21,97 £ 0,062 19,70 £ 0,10
Vitamina E” - 1,46 £ 0,017 1,20 £ 0,01
Fitoesterdis (mg/100 g)
Colesterol C27H460 1,96 £ 0,017 1,96 £ 0,012
Campesterol C2gHagO 33,46 £ 0,03 8,37 +0,01°
Stigmaesterol C29H1g0 2,79 £ 0,012 2,79 £ 0,012
B-sitoesterol Ca9Hs00 8,36 + 0,01° 11,16 + 0,012
Total - 46,58 £ 0,032 24,29 +0,01°
Carotendides totais (ug/g)
B-caroteno CaoHss 12,97 + 0,162 9,84 +0,16°
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Tabela 2 (continuacdo) - Substancias bioativas presentes em fragfes lipidicas de

Pterodon emarginatus, obtidas pelos métodos de extracdo de Soxhlet e Bligh & Dyer.

Fendlicos totais (mg
EAG/g)**

Acido galico C7HgOs 5,54 +0,23° 10,84 + 0,082

Os resultados representam a média * desvio padrao de trés determinagdes. Valores com letras iguais
na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). *Atividade da vitamina E expressa como
o equivalente de a-tocoferol. ** Fendlicos totais expressos em (miligramas de equivalentes de acido galico

por grama de amostra. Fonte: Costa-Singh e Jorge (2019).

Com relacdo ao acido oleico, a sua alta concentracdo nos 6leos os torna desejaveis em
termos nutricionais e culinarios, apresentando alta estabilidade quando utilizados com
aquecimento. O acido oleico é considerado altamente estavel a oxidacdo, sendo tambeém
utilizado como agente antipolimerizacdo. As industrias de 6leos comestiveis tém procurado
processar Oleos vegetais com alto teor de acido oleico. A predominancia de acidos graxos de
cadeia média (Ce-C12) e alto teor de &cido oleico no 6leo de sucupira pode representar uma
opcao adicional como ingrediente para a industria de processamento de alimentos (De Roos et
al.,, 2001). Além disso, o acido oleico pode ser usado como excipiente em produtos
farmacéuticos e como agente emulsificante ou solubilizante em produtos aerossois (Choulis,
2011).

Em relagdo aos tocoferdis, enquanto o a-tocoferol apresenta maior atividade bioldgica
como a vitamina E, os y- e 8-tocoferdis apresentam maior atividade antioxidante (Schmidt e
Pokorny, 2005; Shadidi e Nazck, 2005). A fracdo lipidica extraida da sucupira por Soxhlet
apresentou quantidade significativa de tocoferois totais, maior do que o éleo extraido por Bligh
& Dyer. O isdbmero 6-tocoferol foi encontrado em maior quantidade nesta fragdo (16,80 mg/kg),

ndo sendo detectados a- e B-tocoferois.

Os fitoesterdis também possuem propriedades interessantes para a saude, como
antioxidante, antitumoral, imuno regulatéria, entre outras (Xinmei; et al., 2015); sdo
constituintes que estdo presentes em menor quantidade na fracdo insaponificavel da matéria
vegetal. A composicdo dos esterois nas fragdes lipidicas da sucupira (46,58 mg/100 g) coincide
com a gama de fitoesterois totais encontrados em 6leos de coco e palma (Codex Alimentarius

Commission, 2008). De acordo com o Code of Federal Regulations (Food and Drug
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Administration, 2010), dietas com baixo teor de gordura saturada e colesterol e que incluam 2
g/dia de fitoesterdis podem reduzir o risco de doencgas cardiacas. Um estudo clinico mostrou
que a ingestdo de 1,6 a 2 g de fitoesterdis por dia foi capaz de reduzir a absor¢do de colesterol
pelo intestino em 30% e os niveis sanguineos de lipoproteinas de colesterol de baixa densidade
(LDL-c) em 8-10%. Nesse estudo, concluiu-se que a ingestdo de até 3 g/dia de fitoesterdis €
segura e eficaz para alcancar uma reducdo significativa da colesterolemia (Marangoni e Poli,
2010).

Diversos estudos realizaram a caracterizagdo quimica da sucupira, destacando o
isolamento de di- e sesquiterpenos como compostos especificos de interesse devido as
atividades bioldgicas que apresentam (Mahajan; Monteiro, 1973; Dutra et al., 2016; Oliveira
et al., 2017). Como as vérias substancias da classe dos terpenos séo derivadas do &cido
mevalonico, suas estruturas moleculares sdo compostas por variagdes de unidades de isopreno
(Fig. 2a). Os diterpenos contém quatro unidades de isopreno em sua estrutura basica e podem
ser lineares (como o geranilgeraniol, Fig. 2b) ou ciclicos com estrutura vouacapanica, também

referidos como diterpenos furanos (Fig. 2c) (Dewick, 2002).

Figura 2 - Estrutura quimica de (a) isopreno e diterpenos isolados de Pterodon sp.; (b)
estrutura linear do geranilgeraniol; e (c) estrutura ciclica dos compostos vouacapanos. As linhas

tracejadas indicam onde as quatro unidades de isopreno sao unidas.
(b) Estrutura quimica do diterpeno linear

J\/\ NN NN AN OH

Geranilgeraniol

(a) Isopreno

P

2-metil-1,3-butadieno

(¢) Estrutura quimica geral do diterpeno ciclico

Fonte: Alcantara et al., (2021).

Os compostos fenolicos sdo importantes pois contribuem para a atividade antioxidante.

De acordo com Nucci-Martins et al., (2015), os compostos fendlicos em maior concentracdo
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na sucupira séo (E)-cariofileno, y-muroleno e biciclogermacreno entre os sesquiterpenos e 6a.-
acetoxivouacapano, 6a,7f3-dimetoxivouacapan-17-eno e 60,7p-diacetoxivouacapano entre os
diterpenos. Alves et al., (2013) investigaram a variabilidade quimica de onze amostras
diferentes de 6leos essenciais dos frutos de P. emarginatus extraidas de cinco localidades do
Cerrado brasileiro. Os resultados obtidos por GC-MS e analisados pela técnica de Anélise de
Componentes Principais e Agrupamento identificaram dois grupos: cluster I, contendo f-
cariofileno e 6-elemeno, e cluster I1, contendo a-copaeno, B-cubebeno, alo-aromadendreno, a-

cubebeno e y-muruleno. A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos pelos autores.

Tabela 3 - Composicdo quimica de 6leos essenciais de onze amostras de P. emarginatus
do Cerrado brasileiro.

Locais de amonstragem?

Composto (%)
Co Ca NA1 NA2 NA3 NA4 NA5 Jul Ju2 Ju3 Ja

6-metil-2- .- - . . . . 132 318 045 -
heptanol
a-cubebeno 09 - 159 030 1,04 0,43 0,16 - - - -

acetato de
citronelila

- 065 - - - - - - - - -
a-ilangeno - 166 - - - - - 1,78 - 248 -
0-copaeno 474 - 13,2 10,9 139 6,92 2,09 - - - -
B-cubebeno - 100 464 461 861 532 161 0,76 - - -
B-elemeno 16,6 0,38 - - - - - - 130 138 16,7
longifoleno - - - - 082 - 014 - - - -
a-gurjuneno - - - - - 047 - - - - -
B-cariofileno 20,3 39,8 2,32 17,7 4,64 3,17 68,1 498 - 17,2 49,8
a-humuleno 463 16,9 0,88 547 094 0,63 4,97 501 - 1,58 7,65

alo-
aromadendreno

9-epi-(E)-
cariofileno

- - 11,1 1,00 8,04 510 1,49 - - 1,81 -

299 1,04 - - - - - 138 - - -

dauca-5,8-dieno 9,81 - - - - - - 26,1 - - -
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Tabela 3 (continuacdo) - Composi¢do quimica de 6leos essenciais de onze amostras de
P. emarginatus do Cerrado brasileiro.

Composto (%)

Locais de amonstragem?

Co Ca NA1 NA2 NA3 NA4 NA5 Jul Ju2z Ju3 Ja
y-gurjuneno - - 09 09 060 017 - - - - -
y-muroleno 1,20 6,59 159 36,4 41,3 482 149 - - 41,9 1,93
a-amorfeno - - - - 061 045 013 - - - -
biciclogermacreno 3,89 0,74 - 591 135 221 4,17 313 - 124 -
a-muroleno 1,21 - - - - - - - - - -
germacreno A - - - - - - - - - 530 4,93
d-amorfeno - - - - - - - - - 045 -
y-cadineno 1,98 - - - - - - - - - -
d-cadineno 382 - - - - - - - - - -
espatulenol 138 - 371 - - - - 472 - 186 -
Oxido de 833 - - - - - - 418 - 045 472
cariofileno
globulol 052 - - - - - - - - - -
salvial-4(14)-en- i . 187 042 - ] ] ] ) ] ]
1-ona
humuleno 186 516 - - - - oo
epoxido 11
a-cadinol 1,16 - - - - - - - - - -
14-_h|d_rOX| (E)- 051 - i ) ) ) ) ) ) ] ]
cariofileno
(2E,6Z)-farnesol 0,96 - - - - - - - - - -
(E)-acetato de - - 387 333 047 091 - - - - -
nerolidila
n-hexadecanol - 061 - - - - - - 6,03 - -
(_E,E)-geranll ) ) ) ) ) ] ] . 1154 - )
linalol
hidrocarbonetos 2, 1 g1 378 g57 940 935 982 87,9 130 969 8L1

sesquiterpénicos
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Tabela 3 (continuacdo) - Composi¢do quimica de 6leos essenciais de onze amostras de
P. emarginatus do Cerrado brasileiro.

Locais de amonstragem?
Composto (%)

Co Ca NAl1 NA2 NA3 NA4 NA5 Jul Ju2z Ju3 Ja

sesquiterpenos

. 27,1 52 389 042 - - - 8,90 - 2,31 472
oxigenados
diterpenos - - - - - - - - 115 - -
outro - 1,26 3,87 333 047 091 - 1,32 9,21 045 -

Total identificado 99,2 745 80,6 894 945 944 982 982 337 996 858

4Co: Correntina/Bahia; Ca: Campestre/Goias; NA: Nova América/Goiés; Ju: Jussara/Goias; Ja: Jaciara/Mato

Grosso. Fonte: (Alves et al., 2013).

A primeira investigacdo quanto a atividade bioldgica a P. pubescens ocorreu em 1967
atraves do isolamento do sesquiterpeno 14,15-epoxigeranilgeraniol do 6leo essencial do fruto,
mostrando ser um excelente agente quimio profilatico na esquistossomose (Mors et al., 1967).
Em seguida, foram isolados terpenos (Fascio, 1976; Fascio et al., 1970), diterpenos (Mahajan
e Monteiro, 1970) e isoflavanas (Braz-Filho et al., 1971). Em 1973, foi identificado agéo
cercaricida do 6leo do fruto (Mahjan e Monteiro, 1973), assim como atividade antimicrobiana

in vitro (Neto, 1973), motivando os estudos com as espécies do género Pterodon.

Hoscheid et al., (2012), usando GC-MS, identificaram o diterpeno predominante
observado no perfil cromatografico da fracdo hexanica do extrato etandlico de P. pubescens
como 14,15-epoxigeranilgeraniol (tempo de retengdo: 34,41 min.). Segundo os autores,
compostos com tempo de retengdo entre 42,21 ¢ 48,02 min correspondem a derivados de
vouacapanos presentes na fracdo analisada. As Tabelas 4, 5 e 6 apresentam o0s diversos

compostos ja identificados na sucupira de acordo com a denominacéo utilizada na literatura.

Desde a descoberta de diterpenos furanicos, especialmente o acido 6a,7p-
diidroxivouacapan-17pB-éico, eles tém sido usados como protdtipo para a sintese de novas
moléculas com diferentes atividades biologicas em vérios estudos (Belinelo et al., 2002;
Euzébio et al., 2009; Rubinger et al., 2004). Acredita-se que as atividades bioldgicas do 6leo
dos frutos da sucupira estejam diretamente relacionadas ao teor de diterpenos furanicos
(Spindola et al., 2009).
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Tabela 4 - Fitoquimicos investigados de frutos da sucupira sob a denominagéo Pterodon

pubescens.

Composto

Referéncia

14,15-epoxigeranilgeraniol
15-dihidroxigeranilgeraniol
Geranilgeraniol

16-epoxigeranilgeraniol
16,17-Epoxigeranilgeraniol
6a-hidroxi-7p-acetoxivouacapan-14(17)-eno

7B-acetoxivouacapano

Metil 6a,7p-dihidroxivouacapan-173-oato

Metil 6a-acetoxi-7p-hidroxivouacapano-17p3-oato

Metil 6a-hidroxi-7p-acetoxivouacapano-17f-oato

Vouacapano-6a,7f3,14p,19-tetraol
60-acetoxi-7p-hidroxivouacapano
7B-diacetoxivouacapano

60, 7p-dihidroxivouacapan-17p-metileno-ol
60, 7p-dihidroxivouacapan-17-oato metil éster

60,7B-diacetoxivouacapano
Epoxifarnesol

E-cariofileno

y -muroleno
Biciclogermacreno
6a-acetoxivouacapano

60,7B-Dimetoxivouacapan-17-eno

Metil-6a-hidroxi-7p-acetoxivouacapan-173-oato

Cabral et al., 2013; Hoscheid et al.,
2012; Mors et al., 1967

Cabral et al., 2013

Mors et al., 1967; Spindola et al.,
2011

Fascio et al., 1970
Fascio et al., 1970
Coelho et al., 2005
Coelho et al., 2005

Coelho et al., 2005; Spindola et al.,
2011

Giarola et al., 2022; Hoscheid et al.,
2012; Servat et al., 2010

Giarola et al., 2022; Hoscheid et al.,
2012; Servat et al., 2010

Vieira et al., 2008

Spindola et al., 2009
Spindola et al., 2009
Spindola et al., 2009

Servat et al., 2010; Spindola et al.,
2010

Pereira et al., 2012
Pereira et al., 2012
Nucci et al., 2012
Nucci et al., 2012
Nucci et al., 2012
Nucci et al., 2012
Nucci et al., 2012

Hoscheid et al., 2012; Servat et al.,
2012
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Tabela 5 - Fitoquimicos investigados de frutos da sucupira sob a denominacdo de

Pterodon emarginatus.

Composto Referéncia
14,15-dihidroxi-14,15-dihidrogeranilgeraniol ~ Mahjan & Monteiro, 1973
60,7p-diacetoxivouacapan-14p3-al Fascio, 1976

60, 7p-diacetoxivouacapan-14p-oato Fascio, 1976

Acido 6a,7p-diidroxivouacapan-17p-6ico Galceran et al., 2011
Metil-60,7p-diacetoxi-14-hidroxivinaticoato ~ Fascio, 1976
Metil-6a,7pB-diacetoxi-12,16-di-hidro-12,14- Fascio, 1976

di-hidroxi-16-oxovinhaticoato
Alo-aromadendreno
Aromadendreno
Biciclogermacreno
Germacreno D
Germacreno D-4-ol
Trans-cariofileno
a-COpaeno
a-humuleno
B-cariofileno
E-cariofileno
B-elemeno
y-elemeno
d-elemno

a-muroleno
y-muroleno

Espatulenol

Oxido de cariofileno
Lupeol
14,15-Epoxigeranilgeraniol
Trans-a-bisabolol

cis-sesquisabineno

Vila Verde et al., 2018
Donati et al., 2015
Dutra et al., 2009
Dutra et al., 2009
Donati et al., 2015
Dutra et al., 2009

Vila Verde et al., 2018
Dutra et al., 2009; Vila Verde et al., 2018
Hoscheid et al., 2013
Vila Verde et al., 2018
Dutra et al., 2009

Vila Verde et al., 2018
Donati et al., 2015
Donati et al., 2015

Donati et al., 2015; Vila Verde et al.,
2018

Dutra et al., 2009
Donati et al., 2015
Oliveira et al., 2012
Hansen et al., 2012
Vila Verde et al., 2018
Vila Verde et al., 2018
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Tabela 6 - Fitoquimicos investigados da sucupira sob a denominacdo de Pterodon

polygalaeflorus.

Composto

Referéncia

Acido 6a,7p-dihidroxivouacapan-17p-6ico
Metil 6a,7p-dihidroxivouacapan-17p-oato

Metil 6a-acetoxi-7p-di-hidroxivouacapan-173-oato

Vouacapano 6a,7f3,14p-triol

Metil 6a-acetoxi-7p-hidroxivouacapan-17f -oato
Metil 6a,7ptiocarbonildioxivouacapan-173-oato
60-hidroxi-7p-acetoxivouacapo-14(17)-eno
6a-hidroxivouacapano
6a-acetoxi-7p-hidroxivouacapano
Vouacapano 6a,7f3,14p,19-tetraol
Taxifolina

6a-acetoxivouacapano

Vouacapano

Trans-cariofileno

0-COpaeno

y-muroleno

a-humuleno

Aloaromadendreno

Biciclogermacreno

d-cadineno

a-cubeneno

y-cadineno

B-gurjuneno

Aromadendreno

a-calacoreno

o-elemene

Fascio et al., 1975; Arriaga et al.,
2000

Arriaga et al., 2000; Fascio et al.,
1975; Leal, 2015

Fascio et al., 1975; De Fatima Reis
etal., 2015

Fascio et al., 1975

Campos; et al., 1994

Rubinger et al., 2004

Campos; et al., 1994; Leal, 2015
Arriaga et al., 2000

Leal, 2015

Demuner et al., 1996

Arriaga et al., 2000

Pimenta et al., 2006

Pimenta et al., 2006

Evangelista et al., 2007
Evangelista et al., 2007; Leal, 2015
Evangelista et al., 2007
Evangelista et al., 2007; Leal, 2015
Evangelista et al., 2007
Evangelista et al., 2007
Evangelista et al., 2007
Evangelista et al., 2007
Evangelista et al., 2007
Evangelista et al., 2007
Evangelista et al., 2007
Evangelista et al., 2007
Evangelista et al., 2007
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Tabela 6 (continuacdo) - Fitoquimicos investigados da sucupira sob a denominacao de
Pterodon polygalaeflorus.

Composto Referéncia

a-gurjunene Evangelista et al., 2007

B-elemene Evangelista et al., 2007; Leal, 2015
Espatulenol Evangelista et al., 2007; Leal, 2015
Germacreno D Evangelista et al., 2007; Leal, 2015
Germacreno B Leal, 2015

B-cariofileno Leal, 2015; Leonhardt et al., 2010
Farnesol Leal, 2015; F. Pinto et al., 2013
Oxido de cariofileno Leal, 2015; F. Pinto et al., 2013
B-humuleno Pinto et al., 2013
Metil-7-acetoxi-6a-hidroxivouacapan-17-oato Pinto et al., 2013

Alguns estudos demonstram que os diterpenos do tipo vouacapano poderiam ser usados
como modelo para desenvolver novos agentes anticancerigenos (De Omena et al., 2006;
Pimenta et al., 2006). Por conseguinte, estudos de atividades antiproliferativas em células
tumorais de extratos brutos de sucupira também foram realizados (Euzébio et al., 2009;
Spindola et al., 2009; Vieira et al., 2008). Euzebio et al., (2009) corroboraram essa evidéncia
mostrando que 6a,7B-hidroxivouacapan-17p-lactona inibiu o crescimento de células
cancerigenas humanas. Esses achados foram confirmados por Pereira et al., (2011) ao
demonstrarem que o metil 6a-acetoxi-7p-hidroxivouacapan-17p-oato (SF5) induziu

significativamente efeitos citotdxicos e antiproliferativos em células K562.

Um estudo comparativo dos extratos etandlico, hexanico e diclorometano de frutos de
P. polygalaeflorus demonstrou um maior efeito antinociceptivo do extrato hexanico (100% de
inibicdo), alcancado em doses orais menores (0,5 mg/kg b.w.), em comparacdo com 0
observado para derivados de vouacapano isolados em outros estudos. A anélise fitoquimica
identificou que 90% do material era composto por hidrocarbonetos sesquiterpénicos,

sesquiterpenos oxigenados e diterpenos furanos (Pinto et al., 2013).

Compostos como o geranilgeraniol e o éster metilico 6a,7p-di-hidroxivouacapano-17f-

oato de P. pubescens e o0 acido 6a,7B-di-hidroxivouacapano-17p-6ico de P. emarginatus foram
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avaliados separadamente para verificar suas contribui¢cbes na atividade antinociceptiva de
extratos brutos (Galceran et al., 2011; Spindola et al., 2010, 2011). Geranilgeraniol e éster
metilico de 6a,7p-di-hidroxivouacapan-178-oato demonstraram atividades relacionadas a
inibicdo de receptores vanildides (VR1), receptores periféricos de glutamato (Spindola et al.,
2010) e sintese e liberacdo de serotonina (Galceran et al., 2011). O composto acido 6a,7p-di-
hidroxivouacapano-17p-6ico apresentou efeito analgésico periférico predominante (Spindola et
al., 2011).

Cardoso et al., (2008) avaliaram o efeito do extrato de etanol de frutos de P. pubescens
na supressdo de linfécitos T e B e na producdo de 6xido nitrico por macréfagos e forneceram
evidéncias de que o extrato poderia suprimir as respostas imunes celular e humoral em ratos
saudaveis em concentragdes mais baixas (10—2 mg/kg, p.c.). A atividade imunomoduladora
demonstrada é um efeito desejado pelo potencial de aplicacdo dos frutos no tratamento de
pacientes com doencas imunoinflamatdrias ou autoimunes crénicas. Pesquisas realizadas com
o diterpeno 6a,7p-di-hidroxivouacapano-17p-o6ico (50 mg/kg p.c.), isolado de P. emarginatus,
mostraram inibic&o significativa do edema em modelos de edema induzido por carragenina e
prostaglandina E2, indicando que esse derivado do vouacapano é um dos agentes responsaveis

pela acdo anti-inflamatdria (Galceran et al., 2011).

O extrato etandlico dos frutos de P. polygalaeflorus apresentou atividade
broncodilatadora em traqueia isolada de porquinho da india (EC50: 1,7 mg/mL), corroborando
seu uso em doencas respiratorias (Leal et al., 2000). Além disso, o 6leo essencial de P.
polygalaeflorus e seu principal constituinte p-cariofileno mostraram ter atividade
antiespasmodica e causar relaxamento do tdnus muscular no ileo isolado de rato (IC50: 394,35
¢ 68,65 ng/mL,); seu efeito inibitorio na contratilidade intestinal foi mediado principalmente

por um mecanismo intracelular (Evangelista et al., 2007).

A administracdo oral da fracdo hexanica dos frutos de P. pubescens em ratos
(250 mg/kg/p.c. por dia) por 21 dias reduziu consideravelmente o colesterol total (34,18%) e 0s
niveis de triglicerideos (41,63%) em compara¢do com 0s do grupo controle, sem causar
alteracdes no consumo de agua e alimentos. Até entdo, € o Unico estudo relatando efeitos de

reducdo dos niveis de colesterol e triglicerideos (Hoscheid et al., 2013).

Quanto a atividade antimicrobiana, Dutra et al., (2009) mostraram que o 6leo essencial

dos frutos de P. emarginatus inibiu o crescimento de S. aureus (concentracao inibitéria minima
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de 2,5mg/mL). As fragdes hexanica e butanol da P. emarginatus apresentaram atividade in
vitro significativa contra Leishmania amazonensis (IC50 de 50,06 e 46,65 ug/mL,
respectivamente). Segundo os autores, esses resultados indicam que as moléculas bioativas
encontradas nos frutos da P. emarginatus podem ser utilizadas como protdtipos para o
desenvolvimento de novos farmacos e/ou como fontes de matérias-primas farmacéuticas com

atividades antimicrobiana e leishmanicida.

O 4cido 6a,7B-di-hidroxivouacapan-17p-0ico isolado de P. polygalaeflorus apresentou
resultados promissores como agente antiproliferativo contra linhagens celulares de cancer
humano. Da mesma forma, os derivados semissintéticos 6a-hidroxivouacapano-7p,17p-lactona
e 6-oxovouacapano-7,17p-lactona apresentaram citotoxicidade efetiva e seletiva contra as
linhagens celulares de cancer de ovario (NCI-ADR/RES e OVCAR-03) e células de leucemia
eritromielobléastica (K562), respectivamente (Euzebio et al., 2009).

Os extratos hexanico e metandlico dos frutos de Pterodon polygalaeflorus apresentaram
atividade larvicida contra Aedes aegypti (Pimenta et al., 2006). Nesse estudo, 0s extratos
hexanicos mostraram a melhor atividade, o que pode estar relacionado a presenca de diterpenos
furanicos como metil 6a,7p-di-hidroxivouacapano-17p-oato, 6a-hidroxivouacapano-7f3,17p3-
lactona, 6a-acetoxivouacapano ¢ acido 6a,7p-diidroxivouacapan-17p-0ico (De Omena et al.,
2006; Pimenta et al., 2006).

A Tabela 7 sumariza as diversas atividades bioldgicas da sucupira e/ou de seus

compostos isolados ja determinadas experimentalmente.

Tabela 7 - Atividades biologicas da sucupira e de seus compostos isolados avaliadas em
diferentes amostras

Denominacao Amostra Atividade Referéncia
. Oleo obtido através da Larvicida contra Aedes Oliveira et
P. emarginatus . .
prensagem a frio de frutas aegypti al., 2016
. . . Larvicida contra Culex Oliveira et
P. emarginatus Oleoresina do fruto . .
quinquefasciatus al., 2017
P emardinatus Oleo obtido através da Antioxidante Pacheco et
' g prensagem a frio do fruto al., 2019
. . . . - Valentim et
P. emarginatus Oleo essencial do fruto Anti-helmintica

al., 2018
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Tabela 7 (continuagdo) - Atividades bioldgicas da sucupira e de seus compostos isolados
avaliadas em diferentes amostras.

Denominacgéo

Amostra

Atividade

Referéncia

P. emarginatus
e P. pubescens

P. pubescens
P. emarginatus
P. emarginatus

P. pubescens

P. pubescens

P. pubescens

P. pubescens
P. emarginatus

P. pubescens

P.
polygalaeflorus

P.
polygalaeflorus

P.
polygalaeflorus

P. pubescens

Oleoresina do fruto, extrato
hexanico do fruto e extrato por
fluido supercritico

Extrato hexanico do fruto

Oleo obtido através da
prensagem a frio do fruto

Extrato etanolico do fruto

Fracdo hexanica de extrato
etanolico

Extrato etandlico do fruto

Extrato bruto do fruto e
isdbmeros 6a-hidroxi-7f3-
acetoxi-vouacapan-173-oato
metilico e 6a-acetoxi-7f-
hidroxi-vouacapan-17f-oato
metilico

Extrato etandlico do fruto
Extrato aquoso com
nanoparticulas de prata
Oleo obtido do extrato
hexanico do fruto

Oleo essencial do fruto

6-oxovouacapan-7 3,17p3-
lactona isolado do extrato
hexanico

6a-hidroxivouacapan-7p,17f-
lactona isolado do extrato
hexanico

Geranilgeraniol isolado do 6leo
do fruto

Leishmanicida

Antirreumatica /
antiartritica

Antiinflamatéria

Antiinflamatéria

Antiinflamatoria

Antiartritica

Anti-nociceptiva

Cicatrizacdao de feridas

Antimicrobiana

Antitumoral

Antiespasmadica

Anticancerigena (células

de leucemia

eritromielobléastica, K562)

Anticancerigena (células
de céncer de ovario)

Antiplaquetaria

Santos et al.,
2016;
Kawakami et
al., 2021

Hoscheid et
al., 2017

Pascoa et al.,
2015

Pascoa et al.,
2015

Hoscheid et
al., 2013

Goes et al.,
2020

Servat et al.,
2012

Salles et al.,
2020

Toledo et al.,
2020

Outuki et al.,
2018

Leonhardt et
al., 2010

Euzébio et al.,
2009

Euzébio et al.,
2009

Calixto et al.,
2007
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Tabela 7 (continuagdo) - Atividades bioldgicas da sucupira e de seus compostos isolados

avaliadas em diferentes amostras.

acetoxi-7p-hidroxivouacapan-
17B-o0ato isolados

fosfolipase A2 e INF-y
durante o processo de
infeccdo por SARS-CoV-2)

Denominagéo Amostra Atividade Referéncia
P emardinatus Oleo essencial do fruto Antimicrobiana (S. aureus  Dutra et al.,
- emarg ATCC 25923) 2009
Extrato etandlico e fraces do L Coelho et al.,
P. pubescens Imunomodulatoria
fruto 2005
P. 6a,7p-dihidroxivouacapan-17- Anti-edematoaénica Galceran et
polygalaeflorus oato de sodio g al., 2011
Fracdo hexanica do extrato do . A Silva et al.,
P. pubescens fruto Anti-edematogénica 2004
Geranilgeraniol e éster metilico
de 6a,7p-dihidroxivouacapan- L Spindola et
P. pubescens 17B-o0ato isolados do extrato Antinociceptivo al., 2010
bruto do fruto
Ester metilico de 6a-hidroxi-
P bubescens 7B-acetoxi-vouacapan-17f3- Anticancerigena (células Spindola et
P oato isolado do extrato tumorais de prostota, PC-3) al., 2009
diclorometanico do fruto
Extrato etandlico do fruto e Menna-
P. pubescens  geranilgeraniol isolado do 6leo  Anti-Trypanosoma cruzi Barreto et
do fruto al., 2008
Microencapsulados com Anti-nociceptiva (dor de
. o Servat et al.,
P. pubescens extrato bruto e vouacapanos origem neuronica) e
. o L 2010
obtidos do fruto anticancer (ovario e mama)
Oleoresina e 6,19p-diacetoxi- ~ /\n1-COVID-19 (pela
o . reducdo ou controle
7pB,14B-dihidroxivouacapan, 2 )
. cronoldgico dos mediadores o
P. emarginatus Gu-acetoxi-7, 14p- inflamatrios IL-6, COX-2, ~ Olveiraet
' g dihidroxivouacapan e metil 6a- ’ ' al., 2021

Considerando que o presente estudo trabalha com o fruto da planta, doravante o termo

momentos que se faca necessario.

“sucupira” serd utilizado para se referir ao fruto. Seré especificada a planta e/ou parte dela em
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3.2 O metabolismo vegetal secundario

Todo organismo vegetal produz constituintes quimicos, os quais fazem parte de suas
atividades metabdlicas normais. Esses podem ser divididos em metabdlitos primérios (aglcares,
aminoacidos, nucleotideos e lipideos), que estdo envolvidos no crescimento, fotossintese,
reproducdo e que sdo encontrados em todas as plantas. Os metabolitos secundarios possuem um
papel ecoldgico, como atrativos de polinizadores, representando adaptaces quimicas ao
estresse do meio ambiente, ou sdo responsaveis pela defesa quimica da planta contra
microrganismos, insetos e predadores maiores, ou mesmo outras plantas (Heldt e Piechulla,
2011). A producéo e composicao dos metabdlitos secundarios nas plantas é referente ao balangco
entre biossintese e transformacgdes que ocorrem durante o crescimento, em detrimento,
principalmente, de fatores genéticos e ambientais, da relagdo com microrganismos e do manejo
agronémico implementado (Botrel et al., 2010; Morsy, 2014). Apesar de ndo se conhecer todas
as fungdes dos metabdlitos secundarios, pode-se assumir que todos desempenham uma funcao

vital para o bem-estar dos organismos.

Os metabdlitos secundarios podem ser classificados com base na sua estrutura quimica
(presenca de anel ou unidades de agUcar), na composi¢do (presenca ou auséncia de nitrogénio),
na via pela qual é biossintetizado, na origem da planta ou na sua solubilidade em varios
solventes (Aguirre-Becerra et al., 2021; Roopan e Madhumitha, 2018; Waksmundzka-Hajnos
et al., 2008).

A origem dos metabdlitos secundarios pode ser resumida a partir do metabolismo da
glicose, via dois intermediarios principais, o acido chiquimico e o acetato. O acido chiquimico
origina 0s aminoacidos aromaticos, precursores da maioria dos metabolitos secundarios
aromaticos (Simdes et al., 2016). Uma classificacdo simples inclui quatro grupos principais
(Figura 3): (1) terpenos (originarios da via do mevalonato, compostos quase que inteiramente
de carbono e hidrogénio); (2) fendlicos (originarios de acgucares simples, contendo anéis
benzénicos, hidrogénio e oxigénio); (3) compostos contendo nitrogénio; e (4) compostos

contendo enxofre (Simdes et al., 2016; Taiz e Zeiger, 2009).
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Figura 3 - Os quatro principais tipos de metabdlitos secundarios presentes nos tecidos

vegetais.
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Fonte: Adaptado de Twaij e Hasan (2022).

Muitos desses compostos secundarios sdo utilizados em alimentos de alto valor

nutritivo, temperos, aromas e fragrancias, 0leos vegetais, resinas, inseticidas, fungicidas,

matérias-primas agricolas, suplementos, bem como medicamentos, gerando produtos de alto

valor agregado (Taiz e Zeiger, 2009; Waksmundzka-Hajnos et al., 2008). Por apresentarem

diversos tipos de atividades bioldgicas como antioxidante, anti-inflamatoria e antimicrobiana,

a separacao, identificacdo e caracterizacdo desses compostos é de grande importancia. A Figura

4 mostra um fluxograma para obtencdo e caracterizacdo de compostos bioativos de origem

vegetal.
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Figura 4 - Fluxograma de obteng&o e caracteriza¢do de compostos bioativos de matriz
vegetal.
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Fonte: Adaptado de Patra; Abdullah e Pradhan (2022).

3.3 O processo de extracao

A extracdo € uma operacao unitaria que visa a separacdo de determinadas substancias a
partir de diversas matrizes, solidas ou liquidas, através de processos quimicos, fisicos ou
mecanicos (Chanioti et al., 2014). A extracdo por solvente foi um dos primeiros métodos de
separacao estabelecidos e é atualmente um dos mais utilizados em industrias de alimentos para
se obter compostos bioativos, como antioxidantes e antimicrobianos, que sdo usados como
ingredientes (Andreo e Jorge, 2006; Zia et al., 2019). A extracdo completa e eficiente de
compostos bioativos de materiais vegetais sempre foi um desafio, ndo havendo um método de
extracdo Unico que possa ser adotado para todas as matrizes (Rombaut et al., 2014). Um
diagrama esquematico das diversas tecnologias de extracdo disponiveis, juntamente com seu

mecanismo de ac¢do, € apresentado na Figura 5. Essas tecnologias sdo selecionadas com base
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em suas vantagens, desvantagens, principios de operacdo e tipos de equipamentos disponiveis,

além da matriz vegetal alvo.

Figura 5 - Tecnologias de extracdo convencional e emergentes que podem ser
empregadas em matrizes vegetais.
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Em geral, os principais fatores que influenciam a eficiéncia da extracdo sdo o tipo de
solvente utilizado, o tamanho das particulas da amostra, o tempo de extracdo, a temperatura e
a razdo solido/solvente (Garavand et al., 2019). O tamanho das particulas deve ser o menor
possivel para aumentar a area superficial de contato da amostra com o solvente. Entre alguns
outros fatores relacionados ao material vegetal, pode-se citar a umidade, a complexidade da

textura e resisténcia da célula. O uso de temperaturas elevadas favorece a difusdo de massa.
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Entretanto, temperaturas altas podem causar a perda de compostos volateis durante o processo
de extracdo e causar a degradacdo de compostos termolébeis. A proporcdo entre solido e
solvente deve ser adequada para ndo promover a saturacdo do solvente (Zwingelstein et al.,
2020).

Os métodos tradicionais de extracdo (extracdo por solvente, maceracdo, e extracdo por
Soxhlet, por exemplo) em geral necessitam de longos tempos de processo e utilizam
quantidades elevadas de solventes toxicos e ndo amigaveis ao meio ambiente (Chuyen et al.,
2018). Portanto, ha um crescente interesse por métodos de extracdo alternativos que
possibilitem um menor consumo de solvente, tempos reduzidos de processo, e maiores
rendimentos de extracdo (Manzoor et al., 2019; Roobab et al., 2018). Nos dltimos anos, as
pesquisas focaram no desenvolvimento de novas técnicas; de 2000 a 2019, 60% desses estudos
foram feitos utilizando a extracdo por fluido supercritico, 15% a extracdo assistida por
ultrassom e 14% a extracdo assistida por micro-ondas (Belwal et al., (2020). A Tabela 8
apresenta as principais vantagens, desvantagens e os parametros utilizados pelas diferentes

técnicas de extragéo.



Tabela 8 - Parametros de processo, vantagens e desvantagens de diferentes técnicas de extragao.
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Parametros

Vantagens

Desvantagens

Referéncia

Extracdo convencional por solvente

Grande quantidade de solvente

Solvente: razdo solvente:amostra, tipo, ponto de fusdo € Baixg custo, operagdo simples, € necessaria, longo tempo de

implicagfes da mistura).

Aresetal., 2018; Gu et
al., 2019; Mehmood et

utilizavel para compostos extracdo, eficiéncia baixa, pode ’ .
- < al., 2019; Taofiq et al.,
Processo: temperatura e presso. termolabeis. ocorrer  degradacdo  dos 2019
compostos. '
Extracéo assistida por enzima (EAE)
Enzima: tipo, concentracdo, composicdo, propriedades e Alta recuperacao de CUStP das enzimas ¢
N - . relativamente alto, falha em )
razéo da mistura. fotoquimicos, consome pouca hidrolisar bor completo  a Gong et al., 2020;
energia, numero baixo de etapas P P Nadar et al., 2018;

Solvente: tipo e forca i6nica.

Processo: temperatura, pH e tempo.

necessarias, baixa temperatura
e baixo custo geral.

parede celular, dificil emprego
em larga escala, tempo longo de
extracéo.

Grassino et al., 2020.

Extracéo por fluido supercritico (EFS)

Solvente: densidade, difusividade massica, viscosidade,
polaridade, compressibilidade, razdo da mistura, taxa de
vazdo e pressdo de vapor.

Processo: temperatura, pressao e tempo.

CO2 é quimicamente inerte, ndo
toxico, barato e bem aceito,
baixa polaridade, alta
difusividade do solvente, baixo
custo, inativacdo de
microrganismos, e reduz a
oxidacdo do composto.

N&o aplicada para extratos
polares, equipamento é
complexo, dificil aplicacéo para
com carbonila, alta pressdo é
requerida, requer alto
investimento e possui muitos
parametros para se otimizar.

Al-Otoom et al., 2014;
Pinto et al., 2020.




Tabela 8 (continuacéo) — Pardmetros de processo, vantagens e desvantagens de diferentes técnicas de extracao.
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Parametros Vantagens Desvantagens Referéncia
Extracéo assistida por micro-ondas (EAM)
Alguns  solventes  podem

Solvente: pH, volume, propriedades dielétricas, densidade Aduecimento homogeneo, desgastar 0 equipamento, pode 5. e
e razio solvente:amostra: minimo uso de solvente, curto ocorrer oxidagéo, ndo aplicavel _
: ' ~ Ponmurugan, 2020;
o ) _ tempo de extracdo, melhora de para compostos Arrutia et al.. 2020-
Processo (potencu:l das micro-ondas, temperatura, pressao rendimento, operagdo simples, termossensiveis, para coletar Orkr(;JIileaef ala .é019 ’

e tempo de extracao). sem risco de oxidacao. compostos volateis 0 recipiente 5

precisa ser resfriado.

Extracéo assistida por ultrassom (EAU)

Melhor eficiéncia, reduz tempo
de extragdo, quantidade de
solvente e custos, aumenta o Pode ocorrer ndo uniformidade
rendimento, versatil em termos do ultrassom com a solugéo,

Processo: frequéncia, vibracio da sonda/banho, amplitude, d&  solvente, — rapido e compostos alvo podem sofrer
gerador ultrassonico, forma e tamanho do reator, pressio, "eProdutivel, baixa temperatura - aguecimento indesejado e pode
temperatura e vazio da bomba. de processo, diminui riscos de gerar espécies oxidativas.
poluicdo ambiental, aplicavel
para compostos termolabeis.

Solvente: tipo do solvente, razdo da mistura e reagdo dos
solventes com a matriz;

Belwal et al., 2020;
Carrillo-Hormaza et
al., 2020;
Chakraborty et al.,
2020; Dzah et al.,
2020

Extracdo assistida por campo elétrico pulsado (EACEP)

Baixo consumo energético,

Solvente: tipo, razio solvente:amostra; temperatura moderada, melhora Alto custo do equipamento,

produtividade, maior pulso de alta voltagem &
Processo: vazdo, frequéncia, tempo, didmetro da cdmara e = seletividade, aumentam a taxa necessario, o eletrodo pode
duragdo dos pulsos elétricos. de extragdo, evita perda de causar corrosao.

qualidade.

Andreou et al., 2020;
El Kantar et al.,
2018; Plazzotta et al.,
2021
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Nas proximas se¢des, 0os métodos de extracdo por Soxhlet e por ultrassom serdo

abordados de forma detalhada pois séo técnicas utilizadas no presente trabalho.

3.3.1 Extracdes convencionais — Soxhlet e Bligh & Dyer

O extrator Soxhlet foi proposto pela primeira vez pelo quimico alemé&o Franz Ritter Von
Soxhlet (1879), tendo sido projetado principalmente para a extracdo de lipideos; porém, ao
longo dos anos, o seu uso foi sendo disseminado para outras aplicagdes, por exemplo, para
extracdo de compostos bioativos de varias fontes naturais. Essa técnica é geralmente utilizada
como padrdo de comparagdo com métodos alternativos de extracdo. Uma representacdo do
equipamento de Soxhlet é mostrada na Figura 6.

Figura 6 - Diagrama do equipamento de extracdo Soxhlet.

I - Sohente
2 - Frasco inferior
=1 3 - Dedal
A L 4 = Extrator
' 5 - Condensador com
dgua corrente

_ _ & - Sifio
M v )| 7-Brago lateral
| N {revestido com li)
' 8- Manto de agquecimento

Fonte: adaptado de Redfern et al., (2014).

Diversos autores utilizaram esse equipamento para extracao de compostos bioativos de
fontes vegetais. Cruz et al., (2017) estudaram a atividade antioxidante e antibacteriana de

extratos da semente de butia e utilizaram a extragdo Soxhlet com os solventes hexano, etanol e
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mistura etanol-4gua. Os autores relataram rendimentos globais de 17,5 + 2,2%, 18,4 + 0,4% e
11 £ 1,0%, respectivamente. Teshome et al., (2022) estudaram as propriedades fisico-quimicas,
degradacao lipidica, B-carotenoides, tocoferois e vitaminas, bem como perfis de aminoécidos e
acidos graxos do 6leo extraido por Soxhlet de cinco genétipos de sementes de agrido (Lepidium
sativum L.). Foi reportado rendimentos de 18,5 + 1,1% a 23,4 £ 0,8%, sendo valores

promissores para o estudo.

Zhang et al., (2022) estudaram a aplicacdo de diversos métodos de extracdo (extracdo
por prensa, extracdo Soxhlet, extracdo organica e extracdo aquosa) para avaliar propriedades
fisico-quimicas, composicdo de acidos graxos, compostos volateis e propriedades antioxidantes
do bleo da semente de meldo do campo (Cucumis melo L. var. agrestis Naud). O 6leo de mais
alto rendimento (34,47%) foi aquele obtido pela extragdo Soxhlet sendo também o mais forte
em termos de capacidade de eliminacdo de radicais livres (DPPH e ABTSY) e poder
antioxidante redutor férrico (FRAP). Além disso, este foi também o que apresentou 0s maiores
valores de a-, -, e y-tocoferol (2,14 £ 0,12; 2,17 + 0,17 e 20,63 = 0,14), que sdo antioxidantes
naturais com acéo estabilizante de 6leos, conferindo baixo valor de perdxido. Por sua vez, Liu
et al., (2022) avaliaram os efeitos de métodos convencionais de extracdo (Soxhlet; extracdo por
agitacdo) e emergente (extracdo assistida por microondas; extracdo assistida por ultrassom;
extracdo subcritica) no rendimento de 6leo, propriedades fisico-quimicas e lipidios composicao
do 0leo de sementes de roma. O rendimento de 6leo variou de 11,32 + 0,08% a 15,66 + 0,24%,

sendo que o maior rendimento foi obtido pelo Soxhlet.

O método de extracdo lipidica de Bligh & Dyer é um dos procedimentos padréo para
isolar fracGes lipidicas totais de matrizes bioldgicas. O método foi introduzido em 1959 em
busca de um procedimento eficiente e suave para estudar a decomposicédo lipidica em peixes
congelados (Bligh e Dyer, 1959). O principio basico para a extracdo € baseado no método de
Folch (Folch et al., 1957) utilizando menos quantidades de cloroférmio e metanol para a etapa
de extracdo primaria. O méetodo consiste na homogeneizacao de uma amostra biolégica em uma
mistura monofasica de cloroférmio/metanol/agua. Posteriormente, uma separacdo de fases é
induzida pela adicdo de cloroférmio e dgua. A extracdo segue 0s mesmos principios fisico-
quimicos para a distribuicdo de componentes quimicos entre dois solventes ndo misciveis em
que se aplicam a lei de particdo e difusdo de Nernst, como no método de Folch. Embora o
método tenha sido introduzido para extracdo lipidica de muasculo de peixe, encontrou muitas
aplicacGes em pesquisas bioldgicas e biomédicas. Em 1999, Smedes e Askland revisitaram a

composicdo da mistura ternéria de solventes cloroférmio/metanol/dgua do método original e,
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com uso de HPLC e GC, constataram que o rendimento do método est fortemente associado
ao teor de metanol e poderia ser melhorado com uma maior propor¢ao do mesmo (Smedes e
Askland, 1999). Na sequéncia, lverson et al., (2001) observou limitagdes no método original
instigando o emprego de novas adaptacOes a depender da amostra. A solubilidade dos lipideos
em questdo foi considerada, implicando em diferentes propor¢des de solvente/amostra.
Atualmente diversos estudos modificam o método visando o melhor resultado para o que
procuram, muitas vezes sendo pela busca de lipideos especificos (Huang et al., 2020; Zainuddin
etal., 2021).

O uso do método ja foi amplamente utilizado para obtencéo de lipideos oriundos a partir
de microalgas (Zhou et al., 2022), sementes e frutos (Prado et al., 2021). Mohanty et al., (2020)
avaliaram 8 espécies diferentes de microalgas alcancando teor lipidico variando de 5,3 a 21,3
%. Suzuki et al., (2023) realizaram a extracdo do 0leo de sementes de maracuja com aplicacdo

em lipossomos tendo obtido teor variando de 10 a 17%.

3.3.2 Extracdo assistida por ultrassom

O ultrassom (US) é compreendido como ondas de alta frequéncia (> 20 kHz) acima do
limiar da audicdo humana (Manzoor et al., 2019; Zia et al., 2019). O uso dessas ondas na
extracdo, conhecida como extracao assistida por ultrassom (EAU), surgiu como uma técnica
promissora que atende aos critérios exigidos de um processo de baixo custo e de minimo
impacto ambiental. As caracteristicas notaveis da EAU incluem versatilidade, simplicidade,
seguranca, rapidez e adequado custo-beneficio (Azmir et al., 2013; Wang e Weller, 2006). A
EAU, permite a obtencdo de taxas de extracdo mais altas com menor uso de solvente, como
confirmado por diversos estudos, quando comparado aos métodos tradicionais de extracao
(Chemat et al., 2017; Jalili et al., 2018; Zhong et al., 2018). Uma variedade de acidos organicos,
antioxidantes e pigmentos foram extraidos efetivamente de uma ampla gama de matrizes
alimentares através da EAU (Altemimi et al., 2016; Carrera et al., 2012; Martinez-Ramos et al.,
2020; Montero-Calderon et al., 2019; Grassino et al., 2020; Rashid et al., 2022; Rombaut et al.,
2014; Tutunchi et al., 2019).

A melhoria nos processos de extracdo quando o US é utilizado deve-se ao efeito

mecanico de agitacdo e cavitacdo. Quando ondas de ultrassom de alta poténcia se propagam
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através de uma matriz, uma sequéncia de compressbes e rarefagdes é induzida, causando
alteracdo de pressdo na matriz. Essa variacdo de pressdo causa a formacdo de bolhas de
cavitagdo, que crescem até se tornarem instaveis e entrarem em colapso. Essa criacdo, expansdo
e colapso de bolhas na matriz € conhecido como o fendmeno de cavitagdo acustica. A imploséo
da bolha gera altas pressdes e temperaturas que, por sua vez, resultam em turbuléncia e fortes
efeitos de micro-streaming. Esses efeitos coletivamente causam a ruptura da membrana celular
e ocorre a penetracdo do solvente na matriz. Esses efeitos mecénicos causam reducdo do
tamanho de particula, permitindo maior penetracdo de solvente, o que leva a um aumento da
area de superficie de contato entre as fases liquida e sélida (Xie et al., 2015). Como resultado,
0s compostos extrativos alvo se difundem rapidamente da matriz para o solvente com aumento

da transferéncia de massa através da membrana (Toma et al., 2001).

A extracdo de compostos por EAU depende de alguns parametros de processo, como
intensidade (amplitude da onda), frequéncia, tipo de solvente, temperatura e agitacéo
(Nipornram et al., 2018). O ultrassom tem como desvantagem a possibilidade de causar a
inativacdo do composto bioativo liberado devido a formacao de radicais livres (H- e OH:) na
matriz e devido as altas temperaturas e pressdes alcangas em determinados pontos do meio).

Esses radicais estimulam reacfes em cadeia, levando a degradacéo dos compostos extraidos.

Os equipamentos de US podem ser do tipo banho ou sonda, conforme ilustrado na
Figura 7. No equipamento tipo banho, os transdutores estéo localizados ao redor do tanque, e a
energia total aplicada é dividida entre o nimero de transdutores empregados (Fig. 7A). Em
geral, baixas amplitudes e, portanto, menores intensidades energéticas sdo as principais
desvantagens deste tipo de dispositivo quando se pretende atingir escalas piloto ou industriais
(Peshkovsky et al., 2013). Por outro lado, o equipamento tipo sonda concentra toda a energia
em uma Unica sonda adaptada ao transdutor, que é imersa no reator, resultando na entrega direta
de vibracGes no meio de extracdo com perda minima de energia (Fig. 7B). Altas amplitudes e
intensidades sdo alcancadas especialmente quando a sonda é usada com um reator de pequeno

volume no modo batelada ou em fluxo continuo (Fig. 7C) (Carrillo-Hormaza et al., 2020).

Vaérios estudos tém relatado as aplica¢des industriais do ultrassom para a extracdo de
compostos bioativos de ervas (Kadam et al., 2015; Tzima et al., 2021), especiarias (Zlabur et
al., 2021), residuos agroindustriais (Santos et al., 2021) e microalgas (Khawli et al., 2021;
Hildebrand et al., 2020). Montero-Calderon et al., (2019) estudaram o emprego da EAU na

valorizagéo de subprodutos como a casca de laranja procurando avaliar os compostos bioativos
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presentes. Foi possivel obter valores promissores como concentracdo de carotenoides totais de
0,63 mg B-caroteno/100 g, concentracdo de vitamina C de 53,78 mg AA/100 g, concentragao
fendlica de 105,96 mg EAG/100 g e capacidade antioxidante de 27,08 mM ET para ORAC
(oxygen radical absorbance capacity) e 3,97 mM ET para TEAC (Trolox equivalent

antioxidant capacity).

Figura 7 - Equipamentos de ultrassom: A) banho de ultrassom; B) sonda em
sistema em batelada e C) sonda em sistema de fluxo continuo.
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Fonte: adaptado de Carrillo-hormaza et al., (2020).

Com relacdo ao uso da EAU para extracdo de Oleos, alguns trabalhos na literatura
investigaram essa aplicacdo. Tan et al., (2018) relataram que a aplicacdo da EAU néo resultou
em maior rendimento na extracdo de 6leo de abacate comparado ao método Soxhlet, porém
resultou em maior aplicabilidade devido ao tempo curto de extracdo. Em outro estudo, a EAU
aumentou a eficiéncia de extracdo do 6leo de canola em comparacdo com o método Soxhlet
sem comprometer o perfil de acidos graxos, obtendo melhor estabilidade oxidativa e também

destacando possivel emprego em escala industrial (Jalili et al., 2018).

Toda et al., (2022) avaliaram o emprego extragdo assistida por ultrassom (EAU), em

diferentes condigdes, para obtencdo do 6leo residual da borra de café. Nesse estudo, a EAU
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permitiu a obtencéo de solidos desengordurados com maiores valores de densidade aparente,
corroborando 0 aumento na quantidade de particulas de menor diametro devido a sonicacao.
Né&o foi possivel identificar ganhos significativos em termos de rendimento pela EAU em
relacdo a extracdo convencional, porém seu uso com outras configuragdes de extracdo (uso de
extratores contracorrente e associacdo de técnicas de intensificagdo) mostrou-se como
alternativa interessante em termos de aplicacdo industrial, maior viabilidade econémica e

caracterizacao profunda de compostos menores.

Couto et al., (2022) avaliaram a eficiéncia de extracdo de lipidios pela EAU, com uso
de etanol, de Chlorella vulgaris cultivada em condi¢des autotréficas e heterotréficas. A
extracdo de etanol assistida por sonda de ultrassom forneceu rendimentos lipidicos promissores
e extratos com maior pureza lipidica, reprodutibilidade da composicéo lipidica polar e riqueza
em lipidios polares com émega 3 saudaveis para futuras aplicacbes em industrias nutracéuticas

e alimenticias.

Zaniol et al., (2020) utilizaram a EAU, assim como a extragdo por Soxhlet e fluido
supercritico, para a obtencdo de um extrato da sucupira com potencial larvicida. Esse estudo
analisou ainda o uso de solvente polar (etanol) e apolar (hexano e COz). Em termos de
rendimento, a extracdo por Soxhlet utilizando etanol demonstrou o melhor resultado,
alcancando 41,5 %, comparado com os valores de 36,6% e 32,7% pela EAU e EFS,
respectivamente. Entretanto, como apontado anteriormente, a EAU se sobressai quando se
avalia a viabilidade do processo. Além disso, esse estudo também mostrou que o emprego do
etanol (polar) foi superior ao hexano (apolar) no rendimento e, consequentemente, na maior
extracdo dos compostos de interesse da sucupira, como o geranilgeraniol e o cariofileno. Na
EAU, estes compostos passaram de 2,54% e 11,53%, utilizando hexano, para 14,09% e 14,54%,

utilizando etanol, respectivamente.
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4 MATERIAIS E METODOS

Esse capitulo apresenta a metodologia empregada para realizacdo do presente trabalho.
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Tecnologia e Processamento de Alimentos
(LATEPA), localizado no Departamento de Engenharia Quimica da UFRGS, no Laboratdrio
de Quimica e Processamento de Alimentos, no Laboratério de Compostos Bioativos, e nos
Laboratérios de Microbiologia e Higiene de Alimentos, localizados no Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos da UFRGS.

4.1 Preparo da amostra e armazenamento

A sucupira (5 kg) foi adquirida em mercado local em S&o Paulo, SP. A amostra foi
moida em triturador forrageiro (modelo TRF 400 Super, Trapp, Brasil), peneirada (Mesh Tyler
14), para melhor homogeneizacdo das partes, embaladas a vacuo em sacos plasticos contendo
200 g cada e armazenadas em freezer a -18 °C. A Figura 8 ilustra o equipamento utilizado para

trituracao e a sucupira ao longo das etapas descritas.

Figura 8 - Etapas de pré-processamento da sucupira: A) triturador forrageiro; B)
sucupira triturada; C) sucupira peneirada; D) sucupira embalada a vacuo.

'Mm’m ? LN
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4.2 Caracterizagdo fisico-quimica

A caracterizacao fisico-quimica da sucupira foi realizada de acordo com a metodologia
oficial da Association of Official Analytical Chemists - AOAC (2005). O teor de umidade e
substancias volateis presentes na matéria-prima foi determinado pela metodologia 925.09 da
AOAC (2005) fundamentada na perda de umidade e substancias volateis da amostra submetida
a 105 °C. O teor de proteinas foi determinado pelo método de Kjeldahl (destilador de nitrogénio
modelo TE-0364, neutralizador de gases Scrubber modelo TE-152 e controlador de temperatura
modelo TE-007MP, TECNAL, Brasil) com fator de conversdo de nitrogénio para proteina de
6,25. O teor de cinzas foi determinado em forno mufla digital (modelo 312.6SO ML1729,
Elektro ThermLinn, Alemanha), operando a 550 °C. O teor de lipideos foi determinado por
extracdo Soxhlet de acordo com o método 920.39C da AOAC (2005), utilizando o solvente éter
etilico. O teor de carboidratos foi obtido por diferenca.

4.3 Extracdo assistida por ultrassom

O processo de extracdo assistida por ultrassom foi realizado através de um aparato
experimental construido no Laboratério de Processamento e Tecnologia de Alimentos
(LATEPA) do Departamento de Engenharia Quimica da UFRGS. O sistema consiste de um
ultrassom (US) tipo sonda (modelo VCX 750, Sonics, EUA, frequéncia de 20 kHz e sonda de
12 cm de diametro) e uma célula de vidro encamisada acoplada a um sistema de valvulas, que
permite a circulacéo de dgua proveniente de um banho mantido a 10 °C. A temperatura do meio
de extracdo foi controlada por um termdmetro durante o processo. A Figura 9 apresenta uma

fotografia do sistema de US.
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Figura 9 - Sistema de sonicacéo: a) banho de aquecimento, b) banho de manutencéo, c)
painel de valvulas de aquecimento, d) célula encamisada, €) agitador magnético, f) e Q)
equipamento de US.

Inicialmente, o banho b foi ligado para atingir e manter a temperatura de 10 °C. A
amostra (7,5 g) foi pesada diretamente na célula que foi conectada ao sistema e foi adicionado
o0 solvente de extracdo que consiste de uma solucdo com diferentes concentracdes de agua e
etanol (de acordo com um planejamento experimental) totalizando 75 mL. A altura da sonda
foi padronizada de modo a ficar imersa na metade da altura da mistura. A extracgéo foi realizada
em diferentes intensidades de US (de acordo com um planejamento experimental), por um
periodo de 10 min no modo pulsado (20 on/20 off). A amostra foi agitada através de um agitador

magnético (Fisatom, 7522, Brasil).

Apds a extracdo, a amostra foi filtrada a vacuo. O extrato foi transferido para tubos
Falcon. Quando ndo utilizados imediatamente, os tubos foram fechados com aplicacdo de

nitrogénio gasoso e levados a freezer a -18 °C.

4.4 Planejamento experimental

Para avaliar o efeito da intensidade do US (%) e da concentracdo de solucéo de etanol
(%) nas propriedades dos extratos, foi utilizada a metodologia de superficie de resposta. As
variaveis de resposta avaliadas foram capacidade antioxidante, capacidade redutora, teor de
lipideos e cor dos extratos. Foi utilizado um planejamento fatorial 22 com 4 pontos axiais e 4

centrais, totalizando 12 experimentos.
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As variaveis dependentes estdo relacionadas com as varidveis independentes através do

modelo de segunda ordem, apresentado na Equagéo 1:

Y = Bo + BiXy + BoXy + BraXa Xy + BraXT + Bor X3 (1)

em que Y; representa as variaveis dependentes, Sn 0s coeficientes da regresséo, e X1 e Xz 0s

niveis codificados das variaveis independentes.

O delineamento experimental com as variaveis independentes, reais e codificadas, esta

apresentado na Tabela 9.

Tabela 9 - Delineamento experimental para realizacdo da extracdo assistida por
ultrassom.

Variaveis codificadas Variaveis reais
Ensaio Intensidade do  Concentragdo  Intensidade do  Concentragdo
us de etanol US (%) de etanol (%)
1 -1 -1 39 56
2 1 -1 81 56
3 -1 1 39 84
4 1 1 81 84
5 0 0 60 70
6 0 0 60 70
7 0 0 60 70
8 -1,414 0 30 70
9 1,414 0 30 70
10 0 -1,414 60 50
11 0 1,414 60 50

[EEN
N
o
o

60 70
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Apos a realizacdo do planejamento fatorial, foi realizada uma otimiza¢do multialvo com
0 objetivo de maximizar o teor de lipideos, a capacidade antioxidante e a cor simultaneamente.
Para tanto, foi utilizada a fungdo “desirability” no software Statistica 13.5 (TIBCO Software

Inc.).

O erro médio entre os valores experimentais e preditos pelo modelo (%) foi calculado

através da Equacéo 2:

n

100 -

E(%)= - Z|Yexp YCalcl (2)
=1 Yexp

em que E é o erro médio, n é o nimero de dados experimentais, Yexp S40 0s dados experimentais

e Ycalc S0 0s valores preditos pelo modelo.

O extrato obtido no ponto 6timo foi avaliado com relagéo a sua composi¢éo quimica por
HPLC-MS e CG-MS, atividade antimicrobiana, indice de peroxido e dienos e trienos. O residuo

solido resultante da extracéo foi analisado por microscopia eletronica de varredura (MEV).
4.5 Caracterizagdo dos extratos

45.1 Teor de lipideos

A quantificacdo do teor de lipideos foi realizada de acordo com a metodologia Bligh e
Dyer, (1959) com adaptacOes, seguida da quantificacdo por evaporacdo do solvente. Apds o
processo ultrassénico, uma aliquota de 5 gramas do extrato foi pesada em frasco ambar ao qual
foi adicionado 20 mL de metanol, 10 mL de cloroférmio e 8 mL de agua destilada. Os frascos
foram levados para agitador magnético onde ficaram por 30 minutos. Posteriormente, foram
adicionados mais 10 mL de cloroférmio e 10 mL da solucdo 10% Na SOas, previamente
preparada. Por fim, os frascos foram agitados novamente por mais 2 minutos. As solucdes dos

frascos foram vertidas em funil de separacdo, e o filtrado foi coletado em Erlenmeyer utilizando
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funil, papel filtro e 1 g de sulfato de s6dio anidro. Uma aliquota de 5 mL do filtrado foi
transferido para frascos ambar previamente pesados e especificos para encaixe no sistema

rotaevaporador.

Ap0s evaporacao, os frascos ndo tampados foram levados para dessecador. Apés 1 h, 0s

frascos foram pesados, e o teor de lipideos foi calculado através da Equacdo 3:

(Pr— P;) x4 x 100
P,

Lipideos (%) = (3)

em que Pj, P e Pa representam o peso inicial e final dos frascos, 0 e 0 peso da amostra,

respectivamente.

45.2 Capacidade antioxidante

A determinacéo da capacidade antioxidante pelo método ABTS"" foi realizada conforme
metodologia descrita por Re et al. (1999) com modificacdes. O radical ABTS' foi preparado a
partir da reacdo de 5 mL da solucdo estoque de ABTS (MM = 548,68) 14 nM (0,0768 g do
ABTS foi dissolvido em baldo volumétrico de 10 mL com agua destilada) e 5 mL da solugéo
de persulfato de potassio (MM = 270,33) 4,9 nM (0,0332 g do persulfato de potassio foi
dissolvido em baldo volumétrico de 25 mL com &gua destilada). A solucdo foi mantida em
temperatura ambiente e protegida da luz por 16 h antes do uso. A solugdo-trabalho de ABTS™

foi diluida com etanol até atingir a absorbancia de 0,700 £ 0,020 a 750 nm no espectrofotdémetro.

As amostras foram analisadas com dois fatores de dilui¢do, 10% e 50%, utilizando o
etanol. No espectrofotdmetro, foi lido o branco nos modos espectrofotométrico e cinética. Foi
adicionado 1800 pL da solugdo-trabalho de ABTS™ em todas as cubetas utilizadas e a leitura
da absorbancia inicial no modo espectrofotométrico foi feita. Em seguida, 200 pL do extrato
foi depositado nas cubetas e homogeneizado. A leitura no modo cinética foi realizada por 15

minutos.
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Foi construida uma curva analitica com Trolox cuja metodologia e detalhes de preparo

estdo apresentados no Apéndice A.

Para determinacéo da capacidade antioxidante, foram realizados os calculos descritos a
seguir. Primeiramente, foi necessario calcular a porcentagem de desativacao frente ao branco,

determinada pela Equagdo 4:

AbSBi - AbSBf> % 100 (4)

#Dp = < Absg;
l

em que %Dg representa a porcentagem de desativacdo do ABTS'™ pelo branco, Absgi é a
absorbancia inicial do branco, e Absgr a absorbancia final do branco. Na sequéncia, foi calculado
a porcentagem de desativacdo do ABTS™ corrigida pela amostra:

%D, = [ (25— A4BSar) _ 160) = 9, (5)
¢ AbSAl'

em que %Dac representa a porcentagem de desativacdo do ABTS™" corrigida pela amostra, Absai
é a absorbancia inicial da amostra e Absar a absorbancia final da amostra. De forma a obter o
valor da capacidade de desativar o ABTS™" em equivalente Trolox, CDABTS et (umol / L de

extrato), utilizou-se a Equacéo 6:

CDABTS .

L de extrato

- (%) x FD 6)

em que b representa o coeficiente linear da curva analitica Trolox, a € o coeficiente angular da

curva analitica Trolox, e FD € o fator de diluicéo.

A capacidade de desativar o radical ABTS™" em equivalente Trolox por g de sucupira,

CDABTS et (umol / g de sucupira), foi calculada utilizado a Equacdo 7:
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CDABTSS X Veor

(zaz sxtraro)

(rahmel )~ 1000 X P,

g de sucupira

CDABTS;+ (7

em que Vsol representa o volume total da solugdo solvente de etanol e 4gua utilizada no processo
de extracdo, e Psu representa a quantidade de sucupira pesada e utilizada no processo de

extragéo.

45.3 Capacidade redutora

A capacidade redutora foi determinada pelo metodo Folin-Ciocalteu com adaptagdes.
Para realizacdo dessa analise, foi utilizado acido galico, reagente Folin-Ciocalteu, carbonato de

sodio e agua ultrapura.

Em tubos Falcon foi adicionado 850 uL de agua destilada, 200 pL do extrato analisado
na diluicdo adequada e 100 uL de Folin-Ciocalteau. Em seguida, foi feita a agitacao e adicéo
de 850 L da solucdo de carbonato de sddio (7%) em um periodo de 30 s a 8 min. Nova agitacédo
foi feita e a solucdo seguiu para repouso por 1 h a 25 °C sob protecdo de luz. Enfim, foi medida
a absorbancia de cada solugédo a 765 nm. O fator de diluicdo variou entre os extratos para que

fosse obtido valores na faixa de 0,200 a 0,800 de absorbancia.

454 Cor

A analise de cor foi feita utilizando o colorimetro ColorQuest XE (modelo A60-1011-
610, HunterLab, EUA). A leitura foi realizada no modo RSIN (Reflectance Specular Included),
tendo sido a escala CIELAB (L*, a*, b*).
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4.6 Microscopia eletronica de varredura

A andlise de microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada no Centro de
Microscopia e Microanalise (CMM) da UFRGS para avaliar o efeito do processamento
ultrassénico quanto a microestrutura da sucupira pré e pds processamento no ponto otimizado.
As amostras foram previamente submetidas a liofilizacdo (modelo LS 6000, Terroni, Brasil) e
embaladas a vacuo. As amostras foram depositadas sob fita de carbono anexadas em stubs e
fixadas. Para aprimorar a condutividade, o conjunto seco foi submetido a metalizacéo realizada
no Laboratério Central de Microscopia e Microanalise (LabCEMM) da PUCRS, utilizando o
revestidor modelo Q 150R ES Plus, Quorum, UK. Foi aplicado 0,1 nm de ouro em 1 minuto e

30 segundos resultando em uma espessura final de 0,29 nm.

4.7 Caracterizagdo do 0leo extraido na condic¢éo otimizada

4.7.1 Atividade antimicrobiana

As andlises de atividade antimicrobiana foram executadas no Laboratorio de
Microbiologia e Higiene de Alimentos (ICTA, UFRGS, Porto Alegre, Brasil).

Devido a presenca de etanol nos extratos (que interferem na analise microbioldgica por
exercer atividade antimicrobiana), foi necessario aplicar procedimentos para reduzir a sua
concentracdo nas amostras. Essa reducao foi realizada considerando os dados apresentados pelo
Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) dos Estados Unidos. A faixa de
concentracgdo alcoolica de 60 a 90% inibe a grande maioria das bactérias, virus e fungos (para
fins de desinfeccdo). Para E. coli e Salmonella, os melhores valores de concentracdo sdo de 40
a 100%. Para S. aureus, o melhor valor de concentracdo é de 60 a 95% (CDC, 2008). Uma
concentracdo de 20% é compreendida como ndo impedindo crescimento bacteriano, enquanto

10% causa guase nenhum efeito de inibicdo (Sissons et al., 1996).

Dessa forma, estudou-se a aplicacdo de dois tratamentos para reduzir a concentracao de

alcool a niveis insignificantes para a analise. O primeiro tratamento consistiu na remocao
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parcial do alcool por rotaevaporacdo (37 °C) por 8 minutos, seguida de decantacdo a
temperatura ambiente pelo periodo de 5 dias em capela, atingindo volume final de 10 mL. O
tratamento 2 consistiu na remocao quase total do etanol somente por rotaevaporador (37 °C)
por 16 minutos, atingindo volume final de 6,5 mL. A Tabela 10 resume os tratamentos aplicados
em cada amostra e a concentracdo de cada um dos extratos testados na analise da atividade

antimicrobiana.

Tabela 10 - Codificagcdo das amostras para analise da atividade antimicrobiana apds os
tratamentos de remocao de alcool.

Tratamento 1 Tratamento 2
Remocéo parcial do alcool por Remocdo a nivel insignificante do alcool por
rotaevaporacao por 8 min + decantagéo rotaevaporacao por 16 min
BT1 Branco (solugéo agua + etanol) BT2 Branco (solugéo agua + alcool)
Extrato com concentragéo de 0,05 Extrato com concentragéo de 0,1
ET1-05 | g/mL da sucupira (concentragdo | ET2-10 | g/mL da sucupira (concentragédo
padrdo inicial sem evaporacao) padrdo inicial sem evaporacao)
Extrato com concentragéo de 0,1 Extrato com concentracéo de 0,2
ET1-10 | g/mL da sucupira (dobrada em ET2-20 | g/mL da sucupira (dobrada em
relacdo ao padréo) relacdo ao padréo)
Extrato com concentragéo de 0,15
ET1-15 g/mL da sucupira (tripla em - -
relacdo a padrao)

Culturas bacterianas

Foram utilizados trés pools bacterianos, cada um contendo trés cepas. O pool
Salmonella foi formado por S. Enteritidis SE86 (isolado de surto de origem alimentar), S.
Minnesota 7301007 e S. Heidelberg 22295 (ambos isolados de abatedouros de frango). O pool
Escherichia coli foi formado por E. coli ATCC 25922, E. coli 8739 e E. coli DH5-a (todas
isoladas de surtos de origem alimentar), e o pool Staphylococcus aureus foi formado por S.
aureus ATCC 19095, S. aureus S6 e S. aureus S8. Todas as cepas foram obtidas da colecdo de
cultura bacteriana do Laboratério de Microbiologia e Controle de Alimentos (ICTA, UFRGS,
Porto Alegre, Brasil). As cepas foram cultivadas separadamente em caldo Brain Heart Infusion

(BHI) a 37 °C por 18 h em condi¢6es aerdbias.
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Para o teste in vitro, cada suspensédo bacteriana foi ajustada para uma concentracéo de 8
log UFC/mL por meio de diluigdes em caldo BHI a uma densidade Optica (ODszonm) de
aproximadamente 0,5 em um espectrofotdometro UV-Vis (BEL Engineering®, modelo M51,
Monza, IT) de acordo com metodologia preconizada pelo Clinical & Laboratory Standards
Institute (CLSI). Em seguida, as cepas de Salmonella foram misturadas (3 mL de cada)
formando um pool (9 mL no total). A mesma técnica foi repetida para as cepas de E. coli e S.
aureus. Os pools bacterianos (8 log UFC/mL) foram diluidos até uma concentracdo de 5 log
UFC/mL, imediatamente antes de cada ensaio.

Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Para o teste de sensibilidade a antimicrobianos, foram utilizadas 6 placas com os meios
de cultura pré-preparadas (agar xilose lisina desoxicolato (XLD) para Salmonella, violet red
libe (VRB) para E. coli e Baird-Parker (BP) para S. aureus). Os pools bacterianos ajustados a
5 log UFC/mL foram inoculados nas placas atraves da técnica de semeadura em espalhamento,
e cada placa foi visualmente dividida em quatro para aplicacdo das amostras (extratos), sendo
aplicado duas gotas de amostra (0,20 pL cada uma) em cada quadrante distante uma das outras
(Heller e Spence, 2019). A Figura 10 ilustra esse procedimento. Apds a aplicacdo dos extratos,

as placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37° C por 16 a 18h.

Figura 10 - Representacdo da aplicacdo das amostras nas placas de Petri para o teste de
sensibilidade a antimicrobianos (1 a 7 representando, respectivamente, BT1, ET1-05, ET1-10,
ET1-15, BT2, ET2-10 e ET2-20).
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Concentracdo inibitéria minima

Os testes da concentragdo inibitoria minima (CIM) foram realizados para as amostras
BT1, ET1-05, ET1-10, ET1-15, BT2, ET2-10 e ET2-20. A analise foi realizada para cada um
dos trés pools de inoculagdo bacteriana (Salmonella, E. coli e S. aureus) ajustados para 5
UFC/mL, utilizando o método de microdilui¢cdo colorimétrica em microplaca de 96 pogos,
conforme proposto por Veiga et al., (2019), com modificagdes. A concentracdo do extrato
(ponto 6timo do planejamento) foi determinada como sendo 0,1 g/mL de sucupira. Ao todo,
foram testadas as concentracgdes de 0,05, 0,1, 0,15 e 0,2 e g/mL de sucupira (como elencado na
Tabela 10). As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 18h. O esquema de preparo das
microplacas esta presente no Apéndice D.

A verificagdo do crescimento microbiano foi realizada com o corante resazurina
(sodio;10-oxido-7-oxofenoxazin-10-i0-3-olato), de formula Ci12HsNNaO4 e massa molecular
251,17. A solugdo com o corante (0,015%) foi preparada dissolvendo 0,015 g em &gua,
utilizando filtro estéril (0,22 pum) e armazenada a 4 °C.

Ap0s a incubacdo das microplacas de 96 pogos, 20 uL de solucdo de resazurina foi
adicionado a todos 0s pocos. Em seguida, as placas foram incubadas a 37 °C por 2 h. Na
sequéncia, foi observado se a coloracdo da solu¢do no pocgo ficou vermelha, o que indica
crescimento microbiano. A CIM ¢é determinada como a menor concentracdo das solucgdes que
inibem o crescimento microbiano, ou seja, que ndo apresentam alteraces de cor nas solugdes

dos pocos (Veiga et al., 2019).

4.7.2 Caracterizacido quimica

A caracterizacdo quimica do extrato hidroalc6olico no ponto étimo de extracdo e da
sucupira foi feita atraves de analises de cromatografias liquida e gasosa acopladas a
espectrometria de massas. Além disso, foram realizadas analise as de indice de perdxidos e

dienos e trienos conjugados.
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indice de perdxidos

A andlise do indice de peroxido foi executada para o extrato obtido no ponto étimo,
seguindo a metodologia da AOAC. Para realizacdo dessa analise, foi necessario padronizar a
solucdo de tiossulfato de sddio 0,1N conforme protocolo descrito no Apéndice A.

Para realizacdo da técnica, 5,0 g da amostra foi pesada em Erlenmeyer de 250 mL e foi
adicionado 30 mL da mistura de &cido acético:cloroférmio (3:2) até a dissolugdo. Na sequéncia,
acrescentou-se 0,5 mL da solucdo saturada de iodeto de potéssio e, ap6s agitacdo ocasional por
1 min, o sistema foi mantido sob protecéo de luz por 5 mins. Posteriormente, foi adicionado 30
mL de agua destilada e 1,0 mL da solucdo aquosa de amido 1%. Por fim, a titulacdo foi feita
utilizando o tiossulfato de sddio 0,1 N até o desaparecimento da coloracdo azul. O indice de
perdxidos foi calculado atraves da Equacao 8:

meq _ (Vsa— Vsg) XN X f x 1000
)= > (8)

(o .
ndice de peréxido (1000g de amostra

em que Vsa é o volume em mL da solugdo de Na.SO.0z gasta para a amostra, Vsg € 0 volume
em mL da solugdo de Na,SO,03 gasta para o branco, N é a normalidade da solucdo de
Na>SO20s3, P € 0 peso em gramas da amostra, e f € o fator de correcdo da solugéo de tiossulfato
de sodio 0,1N.

Dienos e trienos conjugados

A determinacdo de dienos e trienos conjugados foi realizada seguindo o método
espectrofotométrico IUPAC numero 11.D.23. Para tanto, foi pesado 0,25 g da amostra em baldo
volumétrico de 25 mL, seguido da adicdo de 5 mL de isoocatano para diluicdo. O volume do
baldo foi completado, uma aliquota foi transferida para cubeta de quartzo, e a leitura foi
realizada em espectrofotdmetro a 270 nm para os trienos. No caso dos dienos, foi preciso
diluicdo adicional. Dessa forma, o processo foi feito utilizando baldo de 10 mL, e a leitura foi
realizada a 232 nm. A determinacdo de dienos e trienos é expressa como extin¢ao especifica
E11% (extingdo da solucéo de 1% do 6leo em um solvente especifico com uma cubeta de quartzo

de caminho o6ptico de 1 cm) convencionalmente indicado por K:
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em que K; € a extincdo especifica no comprimento de onda, E; é absorbancia medida no
comprimento de onda, ¢ é concentragdo da solugdo, e s € o caminho Optico da cubeta.

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

A amostra da sucupira e 0 extrato hidroalcoolico obtido no ponto 6timo foram analisadas
quanto a composicdo quimica utilizando cromatografia gasosa multidimensional acoplada a
espectrometria de massas (MDGC/GCMS-2010).

O preparo das amostras consistiu na realizacdo de extracdo pelo método de Bligh &
Dyer e posterior derivatizacdo. Para tanto, foi pesado 5 g da amostra/extrato em frasco,
adicionado 20 mL de MeOH, 10 mL de cloroférmio e 8 mL de agua destilada. Na sequéncia,
as amostras foram agitadas por 30 min em agitador magnético. Apos, 10 mL de cloroférmio e
10 mL da solucéo de Na>SO4 (10%) foram adicionados, e a mistura foi agitada por mais 2 min.
A mistura foi filtrada e rotaevaporada (como descrito no item 3.5.1). Ap0Os a secagem, as
amostras foram armazenadas em freezer até a esterificacdo. A derivatizacao foi realizada com
a ressuspensdao em 1 mL de heptano e agitacdo em vortex por 3 min. Posteriormente, foi
adicionado 100 pL de solucdo metandlica de hidroxido de potassio 2 N, seguido de agitacéo.
Ap0s a separacdo de fases, a fase superior foi transferida para um vial. Uma dilui¢do de cinco

vezes foi realizada apenas na amostra solida (p6 da sucupira).

A analise foi realizada pelo sistema cromatografico gasoso multidimensional
(MDGC/GCMS-2010, Shimadzu). Na primeira dimensao, foi utilizada uma coluna CP-Wax 57
CB (50 m, 0,25 mm, 0,20 pum), usando Hélio como géas de arraste com uma taxa de fluxo de
1,20 mL/min e temperatura do injetor de 210 °C. A coluna foi programada com uma
temperatura inicial de 40 °C (por 4 min), seguido de um aumento de 10 °C/min até 150 °C (por
45 min) e ap6s um aumento de 4 °C/min até 190 °C (por 50 min). Na segunda dimenséo foi
utilizada a coluna Stabilwax (60 m, 0,25 um, 0,25 mm). A coluna foi programada com uma
temperatura inicial de 40 °C (por 4 min), seguido de um aumento de 10 °C/min até 100 °C (por
45 min), e um aumento de 5 °C/min até 190 °C (por 47 min). As condi¢cdes de MS foram:
detector de ions quadrupolo, velocidade de varredura 1.000 e faixa m/z entre 28 a 300. A

identificacdo dos compostos foi realizada comparando a fragmentagdo dos espectros de massa,
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comparacOes com a base de dados do sistema de analise (sendo considerado apenas 0s espectros

com indice de igual similaridade ou maior que 95%) e comparacdes com a literatura.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas

A amostra da sucupira e o extrato hidroalcoolico obtido no ponto 6timo da extracéo
também foram analisados quanto a composicdo quimica utilizando cromatografia liquida de
alta eficiéncia com deteccdo de arranjo de diodos acoplada com espectrometria de massa de
tempo de voo quadrupolo (HPLC-g-ToF-MS, do inglés high perfomance liquid
chromatography-quadrupole time-of-flight tandem mass spectrometry).

Para o extrato alcodlico, foi realizada apenas a remocdo de proteinas e material
particulado, sem purificacdo pela extracdo em fase solida. Para tanto, foi transferido cerca de
1.500 uL do extrato para eppendorfs (2 aliquotas), que foram congelados em freezer -20 °C por
20 min e, posteriormente, centrifugados a 12.000 x g por 10 min. O sobrenadante foi filtrado

em membrana PVDF 0,22 uM diretamente para um vial.

A amostra da sucupira passou por uma extracdo exaustiva. Uma quantidade de 0,1 g
amostra foi misturada com 1 mL de uma mistura de metanol e 4&gua (MeOH:H20 8:2, v/v)
acidificada com &cido férmico 0,35%. Essa mistura foi agitada em vdértex por 3 minutos e
centrifugada a 13,4 rpm por 5 minutos, e o sobrenadante foi removido (Rodrigues et al., 2013).
Esse procedimento foi repetido seis vezes. Para verificar quantas re-extracfes seriam
necessarias para extracdo exaustiva dos compostos, foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu
adaptado. Brevemente, uma aliquota de 0,1 mL do extrato foi transferida para um baldo
volumétrico de 2,5 mL juntamente com 0,9 mL de agua e 0,1 mL do reagente Folin-Ciocalteu,
agitado manualmente e deixado em repouso por 4 min. Um total de 1 mL da solucéo de agua e
Na,CO3 (7%) foi adicionado ao baldo e o volume foi aferido com &gua. Os extratos obtidos
foram combinados, congelados (remocdo de proteinas), centrifugados e filtrados (PTFE
hidrofilico, 0,22 um).

A analise foi realizada usando um cromatégrafo liquido de alta performance (Shimadzu,
Kyoto, Japdo), conectado em série a um detector DAD (diode array detector) (SPD-M20A) e
a um espectrometro de massa (MS) com tempo de voo quadrupolo (Q-ToF) (do inglés,

quadrupole time of flight). Foram utilizadas duas fontes de ionizagdo: inonizagdo por
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eletrospray (ESI) e ionizagdo quimica a pressdo atmosferica (APCI) (Bruker Daltonics, modelo

microOToF-Q 111, Bremen, Alemanha).

As condicBes cromatograficas utilizadas para a separacdo dos compostos foram
previamente descritas por Rodrigues et al., (2013), com modificagdes. Os compostos foram
separados em uma coluna Synergi Hydro-RP (250 x 4,6 mm, 4 um, Phenomenex, Torrance,
CA) a0,5mL minta35 °C, usando como fase mdvel um gradiente linear de agua:acido formico
(99,9:0,1, vlv, solvente A) e acetonitrila:acido férmico (99,9:0,1, v/v, solvente B). Os espectros
UV-vis foram obtidos entre 200 e 900 nm, e os cromatogramas foram processados em 280, 320,
360 e 520 nm. O controle dos instrumentos e o processamento dos dados foram realizados com
os softwares Esquire Control e Data Analysis 4.3, respectivamente (Bruker Daltonik).

Os seguintes parametros foram utilizados para a fonte ESI: faixa de varredura m/z 50 a
1.000, fonte nos modos negativo e positivo, tensdo capilar de 4.000 V (positivo) ou -3.500 V
(negativo), temperatura do gas de secagem (N2) de 310 °C, vazédo de 8 L/min e pressao do gas
nebulizador de 4 bar. A fragmentacdo dos compostos foi realizada no modo automatico com
um limite de 1.500 contagens e a definicdo de trés ions precursores. Para a fonte APCI, os
parametros foram os seguintes: modo positivo, corona de corrente de 4.000 nA, temperatura da
fonte de 450 °C, temperatura do gas seco (N2) de 350 °C, vazéo de 4 L/min e pressdo do gas do
nebulizador de 5 bar. Os espectros de massa foram adquiridos com faixa de varredura m/z de
100 a 2.200.

A identificacdo dos compostos foi realizada a partir dos espectros de MS e MS2,
analisados manualmente, considerando 0s seguintes parametros: massa precisa, padrdo de
fragmentacdo, ordem de eluicdo na coluna C18 e caracteristicas de absorcdo UV-vis. Essas
informacdes foram comparadas com os resultados de padrdes dos compostos fenolicos e dados

da literatura. Além disso, foi utilizada a biblioteca MassBank of North America (MoNA).

4.8 Andlises estatisticas

Sempre que necessarios, os dados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA), teste
t-student e teste de Tukey (95% de confianca) usando o software Statistica 13.5 (TIBCO Software

Inc.).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no presente trabalho.
Inicialmente, é apresentada a caracterizacdo da sucupira. Na sequéncia, sdo apresentados 0s
resultados das analises realizadas na execucdo do planejamento fatorial e, por fim, aqueles

referentes ao extrato obtido nas condic¢Oes otimizadas.

5.1 Composi¢ao da sucupira

Os resultados da analise centesimal da sucupira estdo apresentados na Tabela 11.
Observa-se que a sucupira apresenta um valor baixo de umidade e altos teores de carboidratos
e lipideos. Os valores encontrados sdo proximos aos relatados por Neto (2015): 0,64%, 22,85%,
2,96% e 64,34% para cinzas, lipidios, proteinas e carboidratos, respectivamente. A umidade,
por outro lado, apresentou um valor menor, 6,08%. As diferencas encontradas estdo associadas

intrinsicamente a origem do fruto, abrangendo questdes como sazonalidade, plantio e coleta.

Tabela 11 - Composicdo centesimal da sucupira.

Parametros Valor (g/100 g de sucupira)
Umidade 9,39 £ 0,07

Cinzas 0,37 £ 0,03
Lipidios 23,38 £ 0,27
Proteinas 3,87 £0,25
Carboidratos 62,98

Como ja relatado na literatura, observa-se que a sucupira € uma fonte rica em lipideos,
gue, por sua vez, garantem o transporte de vitaminas ao organismo, contribuem na composicédo
e formacdo de hormdnios especificos e membranas de células nervosas, além de serem fonte de
energia e atuarem como protetores térmicos ao organismo (Lemmens et al., 2014). No 6leo da

sucupira sdo encontrados diversos compostos da familia dos terpenos que possuem uma grande
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diversidade estrutural. Os mais comuns sdo os diterpenos e 0s sesquiterpenos que sao
responsaveis pela maior parte das atividades bioldgicas atribuidas a sucupira, como atividade
anti-inflamatoria, carcinogénica, entre outras (Duarte, 2008). Uma abordagem aprofundada
dessa composicdo é encontrada no item 5.5.3 referente a caracterizagdo quimica.

5.2 Extracédo assistida por ultrassom de compostos de interesse da sucupira

A Tabela 12 apresenta os valores de teor de lipideos, cor, capacidade antioxidante e
capacidade redutora para os experimentos do planejamento fatorial. Foi avaliada a influéncia
da intensidade do ultrassom (%) e da concentracéo de etanol (%) no processo de extracdo de

compostos de interesse da sucupira.

Como pode ser observado na Tabela 12, o teor méximo de lipideos (27,23 g/100 g) foi
obtido utilizando a concentracdo de etanol de 90% e amplitude do US de 60%. Por outro lado,
0 maior valor da capacidade antioxidante (47,35 umol/g) foi encontrado utilizando a
concentracgéo de etanol de 70% e amplitude do US de 90%. A cor teve maior intensidade (90,71
h°) quando foi utilizada concentracéo de etanol de 84% e amplitude do US de 81%. Por sua vez,
o maior indice de capacidade redutora (1,42 mg EAG/g) foi obtido utilizando concentracao de
etanol de 90% e amplitude do US de 60%.



70

Tabela 12 - Resultados do planejamento fatorial completo composto central de 22 para
extracdo de compostos de interesse da sucupira utilizando US.

Variaveis independentes

Codificadas

Variaveis dependentes

EXp. X1 Xs

o O O O - Pk
o

-1,41
0 1,41
10 -1,41 0
11 -1,41 0
12 0 0

© 00 ~N oo o1 B~ o w N e

CE (%)

56
56
84
84
70
70
70

70

1US (%)

39
81
39
81
60
60
60
30
90
60
60
60

TL CA
(9/100g)  (umol/g)
6,47 20,45
9,17 40,94
2245 22,70
26,67 27,10
17,34 31,15
1579 24,92
12,81 24,49
10,49 12,03
2322 47,35
5,43 38,25
27,23 14,37
1520 29,51

C
(h°)
83,27
77,51
90,66
90,71
85,76
85,13
85,03
87,91
82,77
82,43
90,37
87,38

CR

(mgEAG/g)

0,47
0,75
0,66
0,76
0,98
1,19
1,08
0,62
1,29
0,65
1,42
1,32

CE: concentracdo de etanol (%); IUS: intensidade do ultrassom; TL.: teor de lipideos; CA: capacidade antioxidante,

C: cor, angulo hue; CR: capacidade redutora.

A Tabela 13 aponta os efeitos dos fatores lineares, quadraticos e das interacdes sobre as

variaveis de resposta, além da significancia estatistica (p) e os coeficientes do modelo reduzido.

Observa-se que os fatores lineares das variaveis CE (L) e IUS (L) foram significativos para o

teor de lipideos, a capacidade antioxidante e a cor. A capacidade redutora, por sua vez, nao

sofreu influéncia significativa quanto a intensidade do US e a concentracdo de etanol. Além

disso, ndo foram observados efeitos quadraticos e de interacao significativos.
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Tabela 13 - Magnitude dos efeitos dos fatores sobre teor de lipideos, capacidade
antioxidante, cor e capacidade redutora e os coeficientes do modelo reduzido.

Teor de lipideos

Fatores Efeito* p Coeficiente**  Desvio-padrdo
(coefic.)
Média 15,29 <0,01 16,00 0,54
CE (L) 16,10 <0,01 8,05 0,66
CE (Q) 0,84 0,64 - _
IUS (L) 6,24 0,01 3,12 0,66
IUS (Q) 1,37 0,45 - -
IUS x CE 0,76 0,73
Cor
Média 85,83 <0,01 85,74 0,48
CE (L) 7,97 <0,01 3,98 0,58
CE (Q) 0,41 0,75 - _
IUS (L) -3,25 0,03 -1,62 0,58
IUS (Q) -0,66 0,62 - -
IUS x CE 2,90 0,12
Capacidade antioxidante
Média 27,52 <0,01 21,77 2,69
CE (L) -11,35 0,02 -5,67 191
CE (Q) -1,32 0,77 - -
IUS (L) 18,73 <0,01 9,37 191
IUS (Q) 2,08 0,64 - -
IUS x CE -8,04 0,19 -4,02 2,69
Capacidade redutora

Média 1,15 <0,01 - 0,13
CE (L) 0,32 0,14 - 0,09
CE (Q) -0,27 0,25 - 0,11
IUS (L) 0,33 0,13 - 0,09
IUS (Q) -0,35 0,15 - 0,11
IUS x CE -0,09 0,75 - 0,13

*Efeitos significativos (p < 0,05); **os coeficientes do modelo foram obtidos para 0 modelo reduzido.
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Na Tabela 13 também séo apresentados os coeficientes do modelo proposto para
representar os dados obtidos através da extracdo via US, dentro dos limites de intensidade e
concentragdo de etanol avaliados. Como a capacidade redutora ndo apresentou efeitos
significativos, nenhum modelo pdde ser ajustado para essa varidvel. Foi realizada uma analise
de variancia (ANOVA) para avaliar a significancia da regressao e da falta de ajuste do modelo
reduzido, a um nivel de confianca de 95%. A analise demonstrou que o modelo apresentou
regressdo significativa em relacdo ao teor de lipideos, cor e capacidade antioxidante, com
coeficientes de determinacdo (R?) superiores a 0,80 (Tabela 14). O coeficiente de determinagéo
retrata o quanto o modelo explica a variagdo dos dados observados. Por exemplo, para o teor
de lipideos, o modelo explica 94,99% dos dados observados. Para a cor e a capacidade
antioxidante, o modelo explica 85,77% e 84,59%, respectivamente.

Tabela 14 - Valores de Fcaiculado, Ftabelado © COeficiente de determinacdo (R2) para as
variaveis de resposta estudadas.

Parametro Fcalculado Ftabelado Coeficiente de determinagéo (R?)
Teor de lipideos 85,37 4,26 0,9499
Cor 26,53 4,26 0,8577
Capacidade antioxidante 15,08 4,07 0,8459

Os erros médios (calculados pela Equacdo 2) obtidos na estimativa do teor de lipideos,
cor e capacidade antioxidante foram de 10,96%, 16,88% e 1,29%, respectivamente. De acordo
com Neto, Scarminio e Bruns (1995), valores de erro médio abaixo de 10% indicam um ajuste

adequado para propositos praticos.

As Figuras 11, 12 e 13 apresentam as superficies de resposta mostrando a variacdo do
teor de lipideos, da capacidade antioxidante e da cor, respectivamente, em funcédo da intensidade

do US (%) e da concentracdo de etanol (%).

Com relacdo ao teor de lipideos (Figura 11), observa-se que os efeitos de ambas as
variaveis sdo positivos, demonstrando que este aumenta a medida que a CE e a IUS aumentam.
Um maior valor de IUS pode promover uma ruptura celular mais intensa devido ao fenémeno
de cavitacgdo; isso provoca uma maior liberacao das substancias intracelulares, como os lipideos,
uma vez que essas substancias sdo acessadas mais facilmente pelo solvente. Esse resultado

corrobora os encontrados por Quesada-Salas et al., (2021), que otimizaram a extragdo de
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lipideos de microalgas e reportaram que maior amplitude (IUS) propiciou uma maior extragao
desses compostos. Um resultado contréario foi obtido por Ido et al., (2018), o qual também
avaliou o teor de lipideos obtidos de microalgas (Scenedesmus obliquus); entretanto, esse
comportamento distinto foi atribuido a elevada temperatura, que ocasionou a evaporacao do
solvente. Nesse sentido, salienta-se a importancia de se trabalhar com temperaturas moderadas
para, inclusive, evitar a oxidacdo lipidica. Nesse mesmo estudo, 0s autores observaram que 0
solvente em maior concentragdo também promoveu uma maior extracao de lipideos. Zhang et
al., (2009), que avaliaram a EAU do 6leo de almondega em pd autoclavada, e Samaram et al.,
(2015), que otimizaram a EAU do 6leo de semente de mamé&o, também observaram o mesmo
comportamento que pode ser explicado pelo aumento do gradiente de concentracédo, forca
motriz para a extracdo dos compostos.

Os estudos mencionados acima utilizaram (n)-hexano, misturas de hexano com
isopropanol e misturas de cloroformio com metanol. O hexano é muito utilizado devido ao seu
baixo custo e alta solubilidade; no entanto, recentemente, outros solventes, como acetona,
etanol e isopropanol, tém sido utilizados em processos de extracdo por serem menos agressivos
ao meio ambiente (Oliveiraetal., 2013; Navarro et al., 2016; Saini et al., 2021). Nenhum estudo
similar utilizando a EAU especifico para a sucupira foi evidenciado por néo ter sido encontrado
na literatura. Apenas um estudo fez uso da metodologia de superficie resposta estudando a
sucupira o qual buscou a otimizacdo ndo da extracdo, mas da incorporacdo do Oleo em
carregadores lipidicos nanoestruturados no intuito de avaliar o efeito contra o cancer colorretal
(Outuki et al., 2018).

Para a capacidade antioxidante (CA) (Figura 12), os efeitos lineares das variaveis IUS
e CE sdo positivo e negativo, respectivamente, o que mostra que a CA aumenta com o aumento
da IUS e diminui com o aumento de CE. A cavitacdo provocada pelo ultrassom contribui para
a liberacdo de compostos antioxidantes pois promove a ruptura celular. Em relagéo a CE, o seu
efeito negativo estd associado a polaridade dos compostos e sua afinidade com o solvente. A
fracdo de agua presente no solvente causa um incha¢co da matéria-prima, o que facilita a entrada
do etanol na célula, melhorando os rendimentos da extracdo (Both et al., 2014), principalmente
no que diz respeito aos compostos polares (Galvan D’ Alessandro et al., 2012), entre 0s quais
destacam-se o geranilgeraniol e 0os compostos vouacapanicos na sucupira (Spindola et al.,
2010). Misturas etanol-agua possibilitam uma maior de extracdo de compostos uma vez que a
polaridade do solvente desempenha um papel fundamental para solubilizacdo dos compostos.

Trabalhos anteriores relataram que esse tipo de mistura permite a solubilizagcdo de compostos
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hidrofilicos e hidrofobicos, permitindo assim uma maior concentragdo de fendis de ambas as

naturezas nos extratos (Luo et al., 2018; Odabas e Koca, 2016).

Figura 11 - Teor de lipideos em funcdo da concentracdo de etanol (%) e da intensidade
do US (%).
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Um ponto importante a ser ressaltado é que o ensaio ABTS foi utilizando no presente
trabalho com o intuito de mensurar os compostos que reagem o radical ABTS™ [acido 2,2-
azino-bis (&cido etilbenzeno-tiazolina-6-sulfonico)] nos extratos obtidos sob diferentes
condicdes de extracdo. N&o se objetivou avaliar a capacidade antioxidante bioldgica conferida
por esses extratos e sim avaliar como as diferentes condi¢Ges empregadas afetam a extracdo de
compostos com capacidade antioxidante. O principio basico desse ensaio envolve a capacidade
do antioxidante em neutralizar o radical ABTS™. E um método que utiliza 0 mecanismo SET
(do inglés, single electron transfer), ou seja, envolve uma reacéo redox (reducéo-oxidacdo) com
um oxidante (também conhecido como sonda ou radical) como um indicador do ponto final da

reacdo (Pellegrini et al., 2003).

Ensaios como 0 ORAC (do inglés oxygen radical absorbance capacity) apresentam o
mecanismo HAT (do inglés, hydrogen atom transfer), ou seja, ha a geracdo de radicais através

do composto/sonda oxidavel e um antioxidante. Por utilizarem um radical biologicamente mais
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importante no corpo humano, como o peroxil, s&o considerados mais pertinentes para a melhor

compreensdo do efeito no organismo. Desta maneira, segue como sugestao para trabalho futuro

de modo a melhor entender o efeito no organismo.

Figura 12 - Capacidade antioxidante em funcdo da concentracdo de etanol (%) e da
intensidade do ultrassom (%).

) AR QRO

Em relacdo a cor (Figura 13), o efeito linear da variavel CE é positivo, traduzindo em
uma cor amarela mais viva e intensa com o aumento da CE. Por outro lado, o efeito linear da
variavel 1US é negativo, havendo, portanto, uma diminui¢cdo da cor com o aumento da IUS.
Uma cor mais escura em amostras de 6leo pode indicar maior teor de acidos graxos livres e
polares (parametro de qualidade), enquanto que uma coloracdo amarela avermelhada pode
indicar alto teor de carotenoides (Shao et al., 2015). Na literatura ha poucos estudos que
avaliaram o teor de carotenoides da sucupira. Por exemplo, Costa-Singh e Jorge, (2019)

encontraram valores de 9,84 + 0,16 a 12,97 + 0,16 ng/g de p-caroteno, entretanto nesse estudo

ndo foi utilizado a EAU e sim as extracdes por Soxhlet e Bligh & Dyer.
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Figura 13 - Cor em funcéo da concentragéo de etanol (%) e da intensidade do ultrassom
(%).

5.3 Otimizacao das variaveis de extracao

Ap0s a realizacdo do planejamento fatorial, foi realizada uma otimizacdo multialvo com
0 objetivo de maximizar o teor de lipideos, a capacidade antioxidante e a cor simultaneamente.
Para tanto, foi utilizada a fungao “desirability”, que combina o valor desejavel de cada resposta
para dar desejabilidade geral usando média geométrica (Derringer e Suich, 1980). A Figura 14
apresenta os valores de teor de lipideos, capacidade antioxidante e cor maximos otimizados:
27,227 ¢/100g, 47,355 umol/g e 90,705 h°, respectivamente. A condi¢do para obtencdo do

extrato no ponto otimizado se deu utilizando CE de 80% e IUS de 90%.

Essas condicdes foram validadas experimentalmente onde foi obtido o valor de 26,91
g/100g, 21,12 umol/g e 84,77 h° para o teor de lipideos, capacidade antioxidante e cor,
respectivamente. Analisando os valores obtidos pela funcdo de otimizacdo com os valores

observados experimentalmente, verifica-se uma diferenca de 1,51%, 63,22% e 2,9%.
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Figura 14 - Otimizag&o da intensidade de ultrassom e da concentracdo de etanol a fim
de maximizar o teor de lipideos, a capacidade antioxidante e a cor.
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Esse valor de teor de lipideos encontrado no ponto otimizado foi comparado com a
extracdo realizada por dois métodos convencionais: método de Soxhlet e método de Bligh &
Dyer. A Tabela 15 apresenta os valores do teor de lipideos encontrados por esses trés métodos
de extracdo. Observa-se que o metodo de EAU proporcionou uma maior extracao de lipideos
guando comparado com a metodologia de Soxhlet e uma quantidade igual estatisticamente ao
método de Bligh & Dyer. E possivel que os solventes utilizados estejam relacionados ao
resultado observado. Na EAU e no método de Bligh & Dyer foi utilizado uma mistura de
solventes incluindo etanol, metanol, agua e cloroférmio. Enquanto isso, no método de Soxhlet
foi utilizado apenas etanol, o qual é um solvente mais polar. Dessa forma, os lipideos presentes
na sucupira podem ter caracteristica mais polar e, por isso, uma fracdo pode ndo haver sido

extraida pelo método de Soxhlet.

Zaniol et al., (2020) utilizaram a EAU e a extracdo por fluido supercritico, como

tecnologias emergentes, e a extracdo por Soxhlet, como tecnologia convencional, para obtengéo
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de compostos diversos da sucupira. Os autores relataram que a extragdo convencional por
Soxhlet demonstrou ser melhor em termos de rendimento global. Esse resultado é explicado
devido ao uso de temperaturas elevadas que reduzem a tensdo superficial e a viscosidade do
solvente, permitindo o acesso de sitios ativos dentro da matriz sélida e promovendo a
solubilizacdo do soluto. Entretanto, como previamente discutido, temperaturas altas podem

causar a degradacéo de compostos de interesse.

Tabela 15 - Teor de lipideos obtido pelos métodos convencionais de Soxhlet e de Bligh
& Dyer e pela extracdo assistida por ultrassom (EAU).

Método Soxhlet Bligh & Dyer EAU

Teor de lipideos

b a a
(g/100g) 23,38 + 0,27 25,93 + 0,53 26,90 + 0,65

No presente estudo a EAU se mostrou eficiente para extracdo dos lipideos devido
provavelmente aos efeitos de sonicacdo (cavitacdo) que modificam a estrutura da matriz
vegetal, rompem células, liberando os compostos de interesse. A EAU possui a vantagem de
ser de rapida execucdo e de utilizar menor quantidade de solvente, sendo esses parametros

muito importantes para aplicacdo em larga escala.

5.4 Microscopia eletrénica de varredura

As micrografias da microscopia eletrénica de varredura (MEV) referentes a amostra
controle e a amostra tratada com o US estdo ilustradas na Figura 15 em trés angulos diferentes
para cada uma em diferentes magnitudes. Como pode ser observado, todas as amostras tratadas
com US apresentaram danos fisicos estruturais intensos e caracteristicos do fenémeno de
cavitacdo, enquanto as amostras nao tratadas demonstraram superficies sem danos. Esses
resultados corroboram que a cavitagdo promoveu modificacfes estruturais que facilitaram a

extracdo dos compostos de interesse.
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Figura 15 - Micrografias de MEV da sucupira in natura (controle) e submetida ao

tratamento ultrassénico sob trés angulos diferentes para cada amostra.
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5.5 Caracterizagédo do extrato obtido no ponto otimizado

5.5.1 Atividade antimicrobiana

O extrato de sucupira no ponto 6timo apresenta uma concentracdo de etanol proxima de
72% a qual esté dentro dos valores que inibem o crescimento de E. coli, S. aureus e Salmonella.
Portanto, como descrito na secdo de materiais e métodos, o extrato foi submetido a dois
tratamentos para remogdo do etanol. O primeiro consistiu na remog&o parcial do etanol por
rotaevaporacdo (8 min), seguida de decantagédo. Esse extrato foi analisado nas concentragdes de
0,05, 0,1 e 0,15 g/mL. O segundo consistiu na remoc¢éo a nivel insignificante do etanol direto
por rotaevaporacdo (16 min), com extratos sendo analisados nas concentracGes de 0,1 e 0,2
g/mL. Os resultados do teste de sensibilidade e do teste da CIM referentes as 7 amostras do
tratamento 1 (BT1, ET1-05, ET1-10 e ET1-15) e do tratamento 2 (BT2, ET2-10 e ET2-20) estéo

ilustrados na Figura 16 e na Figura 17, respectivamente.

Com relacdo ao teste de sensibilidade, € possivel observar que o pool de S. aureus foi 0
mais resistente ao extrato da sucupira, ndo apresentando nenhum halo inibitorio. Por outro lado,
0 extrato da sucupira causou um efeito inibitério nos pools bacterianos referentes a Salmonella
e a E. coli. Assim, 0 extrato da sucupira teve maior efeito sob as bactérias gram-negativas do
que sob as gram-positivas. Esse resultado € interessante, pois bactérias gram-negativas
costumam apresentar maior resisténcia a antimicrobianos do que as bactérias gram-positivas.
Esse fato esta relacionado a membrana externa das bactérias gram-negativas que tornam as
superficies altamente hidrofilicas, enquanto a parede das gram-positivas apresenta uma carga
negativa na superficie que pode reduzir sua resisténcia a compostos antibacterianos (Ultee et
al., 1999). No presente estudo, portanto, € possivel que o resultado observado esteja relacionado
com uma maior afinidade do extrato da sucupira com a membrana celular das bactérias gram-
negativas. A literatura indica que as bactérias gram-negativas sdo intrinsecamente resistentes a
muitos compostos antimicrobianos que inibem eficazmente o crescimento de bactérias gram-
positivas. Essa resisténcia € atribuida a baixa permeabilidade através da membrana externa, a
suscetibilidade as bombas de efluxo, ou a uma combinacdo desses fatores (Klobucar et al.,
2022). Por outro lado, as bactérias gram-positivas desenvolveram mecanismos para obterem

maior resisténcia aos antimicrobianos, como a producdo de beta-lactamases, que podem
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degradar os compostos (Kang, 2022; Song, 2022). Além disso, em bactérias gram-positivas, 0
principal componente lipidico bacteriano, o fosfatidilglicerol, pode ser modificado
quimicamente por enzimas bacterianas para converter o lipideo da forma aniénica para a forma
catibnica ou zwitteridnica. Este processo leva a niveis aumentados de resisténcia das bactérias
contra agentes antimicrobianos policatidnicos (Epand et al., 2016). Outro fator que pode ter
contribuido para a ruptura da membrana das bactérias gram-negativas € a presenca de alguns
acidos graxos de cadeia curta, como o &cido laurico e o &cido palmitoléico, presentes na
sucupira por difusdo através da membrana bacteriana e reducdo do pH intracelular (Kadry et
al., 2023; Lamas et al., 2019).

Figura 16 - Resultado do teste de sensibilidade aos trés pools de bactérias referentes as
7 amostras sob o tratamento 1 (BT1, ET1-05, ET1-10 e ET1-15) e o tratamento 2 (BT2, ET2-
10 e ET2-20).
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Figura 17 - Resultado do teste da CIM aos trés pools de bactérias referentes as 7
amostras sob o tratamento 1 (BT1, ET1-05, ET1-10 e ET115) e o tratamento 2 (BT2, ET2-10 e
ET2-20.

S. aureus

Salngon e(la

E. coli_

S. aureus  Salmonella E. coli

>
S
N
3
O

E possivel que haja uma relacio do resultado encontrado com a regiéo da bactéria a qual
0 Oleo da sucupira age. A grande maioria dos antimicrobianos inibem as bactérias alvo pela
formacdo de poros na membrana citoplasmética e conseguinte quebra da parede celular. A
diferenga entre as bactérias nesse sentido € que a parede celular das gram-positivas possui maior
espessura enquanto a parede celular das gram-negativas é mais fina e, consequentemente mais
facil de serem rompidas. Todavia, as gram-negativas possuem uma membrana externa que

normalmente é responsavel por conferir maior resisténcia frente aos antimicrobianos. Diante
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disso, existem compostos capazes de desestabilizar essa membrana externa e tornar
determinado antimicrobiano vidvel contra bactérias gram-negativas, como é o caso da nisina
utilizada junto com o EDTA (&cido etilenodiaminotetracético) (Prudéncio et al., 2016). Desta
forma, é possivel que a sucupira possua propriedades que promovam a desestabilidade da
membrana externa presente nas bactérias gram-negativas a0 mesmo tempo que nao apresenta
capacidade intensa de formar poros na parede celular. Uma forma de confirmar essa hipGtese é
a realizacdo de microscopia eletronica de transmissdo, que permite analisar em qual regido da
bactéria o 6leo de sucupira age. Infelizmente, ndo foi possivel realizar essa analise e a mesma

fica como sugestéo para trabalhos futuros.

Dutra et al., (2009) encontraram um resultado distinto em um estudo que avaliou o
potencial antimicrobiano do 0Oleo essencial da sucupira, obtido em aparelho Clevenger pelo
método de hidrodestilacdo durante 4 h, e ndo obtiveram zona de inibicdo no teste de
sensibilidade frente a E. coli ATCC 10530. Por outro lado, o 6leo apresentou zona de inibigdo
frente ao S. aureus ATCC 25923 e uma CIM de 2,5 mg/mL. Essa diferenca de resultados pode
estar associada a composicdo das amostras que é dependente do método de extracdo. Pichette
et al., (2006) e Sonboli et al., (2006) relataram que a atividade observada frente ao S. aureus
pode estra associada a presenca de compostos como o trans-cariofileno e a-humuleno (também
conhecido como a-cariofileno). Esses compostos representam o primeiro e o quarto compostos
de maior concentracdo no 6leo de sucupira (35,9% e 6,8%), de acordo com um estudo
conduzido por Dutra et al., (2012).

Com relacdo ao teste da CIM, néo foi possivel obter uma CIM frente a nenhum dos trés
pools de cepas nas condicdes avaliadas. Donati et al., (2015) realizaram o teste de sensibilidade,
avaliando a atividade antimicrobiana do 6leo de sucupira extraido por hidrodestilacdo com o
aparelho Clevenger, frente ao S. aureus ATCC 29213 e a E. coli ATCC 25922, e obtiveram
resultados que corroboram o encontrado por Dutra et al., (2009). Entretanto, nesse estudo a
sucupira ndo apresentou trans-cariofileno como composto majoritario, mas sim o p-cariofileno
(43,22%); o a-humuleno, por sua vez, foi o terceiro composto mais abundante (7,31%).
Ressalta-se que o0s autores isolaram o composto para analisa-lo separadamente, e nenhuma zona
de inibicdo foi observada no teste de sensibilidade. Esse resultado indica que o composto puro
ndo deve ter efeito antimicrobiano, havendo, portanto, um provavel efeito sinérgico entre os
compostos. Por outro lado, Pichette et al., (2006) estudaram o 6leo essencial de Abies balsamea
(abeto balsamo) e avaliaram a atividade antimicrobiana de compostos isolados frente ao S.
aureus ATCC 25923 e a E. coli ATCC 25922, determinando a CIM. Entre eles estava 0 -
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cariofileno, assim como o a-humuleno e o mirceno, que também sdo compostos frequentemente

encontrados no dleo de sucupira.

Michielin et al., (2009) e Queiroz et al., (2016) analisaram a atividade antimicrobiana
de extratos da erva baleeira (Cordia verbenacea) e identificaram CIM frente ao S. aureus e a
E. coli; os autores relataram 0s compostos p-cariofileno, a-humuleno, além de espatulenol,
allo-aromadrendeno, B-sitoesterol, artemetina e a-pineno, como principais responsaveis pelo
efeito antimicrobiano. Os quatro primeiros s&o compostos bastante comuns na sucupira, como
serd visto no item 5.4.3 (referente & caracterizacdo quimica). E valido salientar que esses
estudos avaliaram diferentes métodos de extracdo, e nem todos 0s extratos apresentaram efeito

antimicrobiano frente & E. coli.

No presente trabalho, o efeito inibitdrio do extrato da sucupira foi mais acentuado frente
a Salmonella do que a E. coli, sendo importante, em trabalhos futuros, avaliar formas de obter

0 extrato com maior concentragao.

5.5.2 Caracterizacdo guimica

5.5.2.1 Indice de perdxidos e dienos e trienos conjugados

A qualidade de oOleos comestiveis esta diretamente relacionada a sua estabilidade
oxidativa. Essa estabilidade é avaliada atraves do indice de perdxidos, relacionado ao estagio
inicial de degradacéo do 6leo, e da concentracdo de dienos e trienos conjugados, que indicam a
presenca de compostos de degradacdo secundarios, referentes ao estagio intermediario de

oxidacdo do o6leo.

Essa estabilidade foi avaliada no momento de obtencdo do 6leo em que foi alcancado
um indice de peroxidos de 1,63 + 0,13 meg/1 kg amostra, extin¢do especifica no ultravioleta a
270 nm (trienos) de 0,237 + 0,01 e extincdo especifica no ultravioleta a 232 nm (dienos) de
0,812 +0,02.

Os resultados demonstram que o extrato foi obtido com 6tima qualidade uma vez que
apresentou indice de peroxidos abaixo de 20 meg/1 kg (Brasil, 2021) e baixos valores de dienos

e trienos conjugados. De acordo com a Hanna Instruments (2020) e Ottaway et al., (2021),



85

valores de indice de perdxidos a partir de 30 meg/kg de amostra indicam que o sabor de rango
ja é percebido sensorialmente, e valores acima de 100 meg/kg de amostra estdo associados a
intoxicacdo alimentar (Gotoh e Wada, 2006). Entretanto, reacdes que desencadeiam destruicdo
de &cidos graxos essenciais e producdo de compostos téxicos podem ocorrer em valores
inferiores. Além disso, ha estudos na literatura que relacionam a rancidez ao tipo de 6leo em
questdo. Okparanta (2018), estudando os 6leos de milho e de mostarda, observou que o primeiro
apresentou sabor de rango em um indice de péroxidos de 213,5 meq/kg, enquanto o segundo
apresentou 0 mesmo sabor em valor de 12,8 meg/kg. Todavia, com base nas regras
internacionais (International Olive Council), os azeites extra virgens devem apresentar um

valor de indice de perdxidos inferior a 20 meg/kg.

A Instrucdo Normativa (IN) n° 87, de 15 de margo de 2021, estabelece o valor maximo
de indice de perdxidos para 0leos vegetais sendo o limite de 10 meqg/kg para 6leos e gorduras
refinados e 15 meq/kg para 6leos prensados a frio e ndo refinados. Como observado, o extrato
da sucupira ndo atingiu esse teor demonstrando ser estavel em sua obtencéo. Essa IN levou em
consideracdo o que é determinado pelo Codex Alimentarius (2003) e a RDC 270 da ANVISA
(2005), que ditam os mesmos valores, e ainda os valores da extingédo especifica no ultravioleta
a 232 e 270 nm (dienos e trienos). O limite para trienos € de 0,90, valor ndo alcancado nesse
estudo. Para dienos, ndo existe um valor estipulado para 6leos comestiveis ndo refinados.
Entretanto, para efeito comparativo, quando se trata de azeite de oliva extravirgem e virgem,
esses limites sdo de 2,50 e 2,60, respectivamente. O extrato da sucupira manteve valores abaixo

desse limite em todo o tempo analisado.

5.5.2.2 lIdentificacdo de compostos bioativos por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas

O extrato obtido por EAU no ponto otimizado e um extrato oriundo da extracao
exaustiva da sucupira foram avaliados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-MS). A Figura 18 apresenta o cromatograma obtido para o extrato da sucupira
obtido por extracdo exaustiva. Os perfis de compostos de ambos os extratos foram bem
semelhantes, com maior intensidade na sucupira solida, conforme esperado. No Apéndice E séo
apresentados 0s cromatogramas para ambas as amostras. Para ambos, 0s principais compostos

foram: elemeno, B-cariofileno, 6xido de cariofileno e espatulenol. Esses quatro compostos sdo
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frequentemente encontrados na sucupira e relatados em diversos estudos (Alves et al., 2013;
Dutra et al., 2008; Evangelista et al., 2007; Nucci et al., 2012). Destaca-se o composto f3-
cariofileno foi encontrado em 10 de 11 diferentes amostras de sucupira no estudo de Alves et
al., (2013).

Figura 18 - Cromatograma obtido via CG-MS para 0 extrato da sucupira obtido por

extracdo exaustiva.
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A identificacdo dos compostos foi realizada considerando a fragmentacéo dos espectros
de massa através de comparacdo com a base de dados NIST (National Institute of Standards
and Technology) e com dados da literatura de compostos encontrados na matriz ou em matrizes
similares. Inicialmente, apenas os espectros com indice de similaridade igual ou superior a 95%
foram considerados. Entretanto, alguns compostos com menor similaridade (> 88%) também
foram considerados, uma vez que sdo compostos ja encontrados na literatura e discutidos em
6leos essenciais e na sucupira. A Tabela 16 elenca os compostos identificados na sucupira e no
extrato obtido por EAU.

O B-cariofileno e o 0xido de cariofileno séo sesquiterpenos biciclicos naturais. Ambos
possuem atividades anticancerigenas significativas, afetando o crescimento e a proliferacdo de
numerosas células cancerigenas. O B-cariofileno é considerado um fitocanabinoide com forte
afinidade com o receptor canabindide tipo 2 (CB:), 0 qual representa uma estratégia terapéutica

para o tratamento de inflamac&o, dor, aterosclerose e osteoporose (Gertsch et al., 2008; Ofek et
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al., 2006; Steffens et al., 2005). Também encontrou-se evidéncias de que o p-cariofileno auxilia
no tratamento de lesdes na coluna e cérebro, acidente vascular cerebral, isquemia, transtorno de
ansiedade, depressdo, colite, fibrose e isquemia hepética, osteoartrite, diabetes, obesidade e
alguns tipos de cancer (Ceramella et al., 2019; Fidyt et al., 2016; Hartsel et al., 2016; lacopetta
et al., 2017; Machado et al., 2018; Nettore et al., 2019; Saturnino et al., 2014). O dxido de
cariofileno ndo apresenta essa afinidade, demonstrando que suas propriedades bioldgicas
funcionam de modo ao menos parcialmente diferente. Ainda assim, o 6xido de cariofileno é
utilizado na alteracdo de varias vias importantes para o desenvolvimento de cancer, como a
proteina quinase ativada por mitdégeno (Segat et al., 2017). Além disso, tratamentos com esse
composto reduz a expressdo de genes/proteinas procancerigenas, enquanto aumenta 0s niveis
daqueles com propriedades pré-apoptéticas. Por fim, no geral, ambos possuem atividades
antiinflamatdrias, anticarcinogénicas, antioxidantes, analgésicas e antimicrobianas (Hammami
et al., 2015; Singh et al., 2014; Tung et al., 2008).

O elemeno, encontrado em ambos os extratos com nivel de similaridade de 95% (Tabela
16), € um sesquiterpeno e B-elemeno é sua forma mais ativa entre seus mondmeros a, 3 e 6. O
B-elemeno € conhecido por sua atividade anticancerigena contra uma variedade de linhas
celulares, sendo menos citotoxico que diversos agentes quimioterapicos amplamente aceitos
(Bai et al.,, 2021). Além disso, apresenta efeitos antitumorais diretos e também reverte a
resisténcia a multiplas drogas, reduzindo o potencial de membrana mitocondrial, ativando o
sistema redox intracelular e induzindo a apoptose de células tumorais (Yao et al., 2014; Zhou
et al., 2017). Atualmente, o B-elemeno e seus derivados tém sido utilizados para tratar varios
tumores, incluindo cancer de pulmao (Zhou et al., 2017), cancer de figado (Mao et al., 2013),
cancer de cerebro (Zhu et al., 2015), cancer de mama (Zhang et al., 2014), cancer de ovario (Li
et al., 2013), cancer de estdmago (Liu et al., 2015), cancer de prostata e outros tecidos por mais
de 20 anos (Zou et al., 2013).

O espatulenol é um sesquiterpeno triciclico com esqueleto 5,10-cicloaromadendrano,
produzido pela ciclizacdo C5-C10 do esqueleto de adenina aromatica (Chieng et al., 2008).
Estudos revelam que o espatulenol tem importante bioatividade como anticolinesterasico
(Karakaya et al., 2020), antinociceptivo, anti-hiperalgésico (Santos et al., 2022),
antimicobacteriano (Dzul-Beh et al., 2019), antioxidante, antiproliferativo, antiedematogénico
(Nascimento et al., 2018), citotoxico (Mirzaei et al., 2017) e como adjuvante quimioterapico

anticancer contra a multirresisténcia (Martins et al., 2010).
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Tabela 16 - Compostos identificados na sucupira e no extrato obtido por EAU por meio
de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS).

Tempo

de Nivel de Extrato Sucupira
Composto Estrutura ~ . | similaridade | hidroalcodlico cup
retencio o timizad solida
(min) (%) otimizado
acido octandico, o _om
ester meticilo T T 31,200 94 % v X
(&cido caprilico) 0
a-cubebeno 36,680 96 % v v
a-copaeno 40,250 96 % v v
‘\\ \\ /'/
elemeno VAR (’\: 52,725 95 % v v
\
p-cariofileno /| 53880 96 % v v
> )
/
1H-
cicloprop[e]azuleno A o
(esteroisdmero do \< > ‘ 59,700 9% v v
gurjuneno) e e
a-humuleno ou a-
0,
cariofileno 61,730 95 % v v
naftaleno //_ﬂ? | 63,045 94 % v v
N 7
/_\\‘ i '/
a-muroleno A </ )| 65,265 93 % v v
y-elemeno 88! | 85795 91 % v v
isoledeno 73,880 90 % v N
6xido de pai .
cariofileno m 75,685 88 % v v
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Tabela 16 (continuagdo) - Compostos identificados na sucupira e no extrato obtido por
EAU por meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS).

Teorlr;po Nivel de Extrato Sucupir
Composto Estrutura ~ | similaridad | hidroalcodlic 1
retencd e (%) o otimizado | & solida
0 (min)
espatulenol 80,820 91 % v v
acido
hexadecandico, |
ester metilico | 85,250 97 % v v
(&cido
palmitico)
acido o
octadecandico, ~ y
éster metilico s o (| 111,375 96 % X v
(4cido "’ )
estearico) )

Dentre esses compostos, o B-cariofileno e o dxido de cariofileno s@o encontrados em
diversas fontes de origem vegetal, como pimenta-do-reino (Piper nigrum L.), alecrim
(Rosmarinus officinalis), canela (Cinnamomum spp.), orégano (Origanum vulgare L.),
manjericdo (Ocimum spp.), tomilho (Thymus vulgaris), horteld (Mentha piperita), gengibre
(Zingiber officinale), citronela, (Cymbopogon), entre outros (Gertsch et al., 2008; Machado et
al., 2018; Oliveira et al., 2018). Por sua vez, o espatulenol ndo s6 é encontrado em diversas
fontes vegetais, como é relatado como sendo o principal componente volatil dos 6leos
essenciais de varias espécies aromaticas da Myrtaceae, incluindo Eugenia calycina (cereja do
cerrado), E. uniflora (pitanga), Psidium guajava (araca) e P. cattleianum (goiaba morango)
(Costa et al., 2009; Khadhri et al., 2014; Marques et al., 2008; Sousa et al., 2015).

O B-elemeno pode ser considerado um pouco mais raro entre as fontes vegetais. A fonte
vegetal mais conhecida do composto € a Curcuma wenyujin, chegando a 27,83% em seu 0leo
essencial quando obtido por extracdo de fluido supercritico, e ainda representa a Unica fonte
vegetal utilizada na inddstria de processamento do elemeno (Wang, 2012). Apesar disso, ha
outras fontes vegetais ricas no composto, de origem asiatica e do sul da Europa, com destaque

a Nigella damascena (dama-entre-verdes), que apresentou valor de 47% de B-elemeno em seu
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6leo essencial (Sieniawska et al., 2018). De acordo com Alves et al., (2013) e (Dutra et al.,
2012) o 6leo essencial da sucupira pode alcangar valor de 16,7% e 15,3% para o B-elemeno,
respectivamente. O 6leo essencial da sucupira € uma 6tima fonte desse composto, e também de
outros compostos, tais como B-cariofileno (20,3%), éxido de cariofileno (8,33%) e espatulenol
(13,8%).

O a-copaeno, identificado em ambos os extratos com um nivel de similaridade de 96%
(Tabela 16), é um sesquiterpeno triciclico que ja foi isolado de outros 6leos e cuja atividade
biolégica também foi comprovada, possuindo efeitos antioxidantes, citotoxicos,
antigenotdxicos e antimicrobiano (Turkez et al., 2014). Apesar de ser encontrado em diversos
6leos vegetais, 0 a-copaeno ndo apresenta uma escalabilidade comercial por dificilmente ser
encontrado em altas propor¢des (Lull et al., 2023). Entre alguns 6leos que possuem 0 a-copaeno
como composto majoritario estdo o d6leo de Kielmeyera coriacea (pau santo) com 14,9%
(Martins et al., 2015) e Eugenia klotzschiana (pera do cerrado) com 10,9% (Carneiro et al.,
2017). Além desses, ha o 6leo de Acroptilon repens (knapweed russa) que apresentou 36% de
oxido de cariofileno e 15,6% de a-copaeno (Norouzi-Arasi et al., 2006). O oOleo essencial da
sucupira apresenta valores proximos, variando de 2,1 a 13,9% nas analises realizadas por Alves
etal., (2013).

O oa-humuleno, também identificado em ambas as amostras no presente estudo,
apresenta atividades e efeitos similares aos compostos majoritarios do 6leo de sucupira. Esse
composto é frequentemente encontrado no 6leo essencial da sucupira com valores entre 0,88 a
16,9% de acordo com o estudo de (Alves et al., 2013). Leite et al., (2021) elaboraram uma
revisdo sobre o a-humuleno e observaram que o0 esse composto e seus isbmeros apresentaram
atividades antitumoral, antiinflamatoria, antimicrobiana e outras atividades farmacoldgicas.
Essa revisdo foi o primeiro estudo de agrupamento desenvolvido sobre as atividades
farmacoldgicas e toxicologicas desse grupo de compostos. Entre algumas das atividades
observadas estdo: atividade antiproliferativa da linha celular de cancer de ovario (A2780) e
células de cancer linfoblastico (Ambroz et al., 2017), atividade citotoxica através da habilidade
de inibir crescimento de células cancerigenas (El Hadri et al., 2010) e atividade antiproliferativa

potencializada na combinagdo com drogas citostaticas (Ambroz et al., 2019).

O a-cubebeno, descrito na Tabela 16, é antimicrobiano, antifingico, antiparasitario e
antiinflamatério, podendo repelir mosquitos e matar insetos naturalmente. Além disso, é um
ingrediente aromatizante de alimentos e bebidas, bem como utilizado como medicamento sendo

considerado um composto com efeitos neuroprotetores (Akgura, 2023; Park et al., 2015).
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Embora ndo tenha sido possivel obter o perfil de &cidos graxos no presente trabalho,
alguns &cidos graxos foram identificados. O &cido palmitico (C16:0) é o produto final da sintese
de &cidos graxos em praticamente todos os organismos, é presente na dieta e sintetizado
endogenamente. Embora muitas vezes considerado como tendo efeitos adversos em doengas
cronicas em adultos, o acido palmitico € um componente essencial das membranas celulares,
dos lipideos secretores e de transporte, com papéis cruciais na palmitoilacdo de proteinas e
moléculas sinalizadoras palmitoiladas (German, 2011). O acido estearico (C18:0), por sua vez,
ao contrario de outros acidos graxos saturados de cadeia longa, ndo tem efeito nas
concentragdes de colesterol lipoproteico em homens ou mulheres (Kris-Etherton et al., 1995).
Além disso, o &cido estearico (19 g/dia) na dieta tem efeitos favoraveis sobre os fatores de risco
trombogénicos e aterogénicos em homens, sendo um acido ndo téxico e biocompativel com o

corpo humano (Zhen et al., 2015).

Os resultados revelam que o acido estearico foi identificado apenas no extrato obtido
pela extragdo exaustiva da sucupira. Apesar da presenca do grupo carboxila em sua estrutura, a
cauda de hidrocarboneto saturado o torna um &cido apolar. Devido essa natureza apolar, ¢
possivel que esse composto ndo esteja presente na fracdo sollvel do extrato hidroalcéolico
obtido via EAU.

O écido caprilico (C8:0), também descrito na Tabela 16 somente para o extrato obtido
via EAU, pertence a classe dos acidos graxos saturados de cadeia média, que também inclui o
acido caproico (C6:0) e o acido caprico (C10:0) Esses acidos graxos sdo nutrientes
caracteristicos presentes em produtos lacteos e em 6leos especificos como 6leo de palmiste e
coco (Takeuchi et al., 2008). Diferentemente dos acidos graxos saturados de cadeia longa
(superior a 12 carbonos), demonstram rapida hidrolise e absor¢do gastrointestinal, transporte
especifico da veia porta e rapida beta-oxidacao no figado. Diversos estudos mostram o potencial
do &cido caprilico, sendo na qualidade do 6leo, na acdo antimicrobiana e no beneficio geral a
salde. O &cido caprilico demonstrou atividade antimicrobiana contra um amplo espectro de
bactérias, incluindo Cronobacter sakazakii, E. coli O157:H7, Listeria monocytogenes e
Salmonella typhimurium (Huang e Chen, 2011; Jang e Rhee, 2009). Kim e Kim, (2021)
sintetizaram éster vanilico de &cido caprilico e observaram uma diminuicéo da taxa de producéo
de dienos e trienos conjugados de um sistema de emulsdo 6leo em agua e também detectaram
atividade antibacteriana contra bactérias deteriorantes de alimentos, incluindo Bacillus
coagulans. O acido caprilico também foi estudado por Ruiz-Rico et al., (2015) que avaliaram a

atividade bactericida do acido aprisionado em nanoparticulas de silica mesoporosa, como
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também em sua forma livre. Os autores observaram que o acido caprilico livre mostrou-se mais
eficaz contra microrganismos gram-positivos, reduzindo significativamente o crescimento de
L. monocytogenes e S. aureus. Como discutido previamente, estas diferencas na
susceptibilidade microbiana podem ser atribuidas a diferencas na estrutura e permeabilidade da

membrana celular bacteriana.

Embora sé tenha sido possivel identificar alguns &cidos graxos nos extratos obtidos no
presente trabalho, a literatura revela outros &cidos graxos encontrados na sucupira. Costa-Singh
e Jorge (2019) detectaram 10 &cidos graxos, com maior relevancia para o &cido céprico (C10:0),

laurico (C12:0) e, entre os insaturados, o &cido linoleico (C18:2 n-6) e oleico (C18:1 n-9).

Um outro composto identificado nas amostras do presente trabalho foi o naftaleno.
Nenhum dos estudos referenciados neste trabalho detectou naftaleno na sucupira. O naftaleno
é¢ um composto organico (C10H8) classificado como um benzendide de hidrocarboneto
aromatico policiclico. De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (NCI 2018), a exposicéo
ao naftaleno esta associada a anemia hemolitica, danos ao figado e ao sistema neurologico,
catarata e hemorragia retiniana. Prevé-se que a substancia seja cancerigena para humanos e
pode estar associada a um risco aumentado de desenvolvimento de céncer de laringe e
colorretal. Caso 0 composto esteja realmente presente na sucupira desse estudo, € possivel que
ele tenha sido utilizado no momento do plantio da sucupira ou no armazenamento. O naftaleno
ja foi detectado em 0leo de soja, 6leo de mostarda e 6leo de coco (Hossain e Salehuddin, 2012)
e seu residuo no azeite de oliva virgem (Rascén et al., 2018). Bempelou et al., (2019) investigou
a contaminacao do azeite de oliva por parte do naftaleno, considerando que o uso do composto
era empregado para repelir inseto (Bactrocera oleae). Neste estudo o autor testou 75 amostras

e nenhum resultado deu positivo para a deteccéo.

O isoledeno, identificado com um nivel der similaridade de 90% em ambas as amostras,
também é um composto que ndo foi detectado na sucupira em estudos anteriores. Asif et al.,
(2016) utilizaram isoledeno obtido da resina 6leo-goma da Mesua ferrea (arvore-do-ovo-frito)
para avaliar a inducdo da apoptose em células de carcinoma colorretal humano. Foi possivel
observar que o isoledeno é capaz de induzir efeitos citotdxicos seletivos para linhagens
celulares de carcinoma colorretal humano, induzir alteracdes apoptoticas tipicas na morfologia
das células cancerigenas do colon e elevar o nivel de caspases. Essas sdo endoproteases que
fornecem ligacdes criticas nas redes reguladoras celulares que controlam a inflamacéo e a morte

celular.
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5.4.3.3 Identificacdo de compostos bioativos por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas

O extrato obtido por EAU no ponto otimizado e um extrato oriundo da extracdo
exaustiva do fruto da sucupira foram avaliados por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS). Os compostos fenolicos foram identificados ou
tentativamente identificados considerando os seguintes parametros: massa acurada, padrao de
fragmentacédo, ordem de eluicdo em coluna C18 e caracteristicas de absor¢do no UV-visivel.
Essas informagdes foram comparadas com informacdes de padrdes analiticos e com dados da
literatura. Esses compostos estdo apresentados na Tabela 17 de acordo com o cromatograma
representado na Figura 19.

Figura 19 - Cromatogramas dos extratos do ponto otimizado (azul) e da extracdo
exaustiva (marrom) do fruto da sucupira a 280 nm.
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Os compostos 1 e 2 (Figura 19) foram identificados como acido galico e catequina,
respectivamente. Esses compostos foram identificados usando as caracteristicas dos padrdes
analiticos. O &cido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenozico) pertence a familia de compostos
fendlicos, sendo abundantemente encontrado em varias fontes naturais, incluindo nozes,
sumagre, hamamélis, folhas de cha, casca de carvalho e outras espécies de plantas (Choubey et
al., 2015); possui atividades farmacoldgicas pronunciadas que sdo vantajosas na terapia de
doencas. Os efeitos bioldgicos e terapéuticos incluem antioxidante (Rakshit et al., 2020), anti-
inflamatdrio (Singla et al., 2020), antidiabético (Pereira et al., 2018), anti-apoptotico (Mehraban
et al., 2019), hepatoprotetor (Sousa et al., 2020), renoprotetor (Nouri et al., 2021), neuroprotetor
(Diaz et al., 2021), anti-obesidade (Tanaka et al., 2020), antienvelhecimento (Guo et al., 2020).

A literatura revela a presenca do acido galico e da catequina nas folhas da sucupira, de acordo
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com Donati et al., (2015) e Porfiro et al., (2014), porém nenhum estudo até o momento
encontrou esse composto especificamente nos frutos.

A catequina (cromatograma de absor¢do no UV-visivel e espectro de massas
apresentados na Figura 20) e epicatequina apresentam o mesmo ion precursor [M-H]" m/z 289,
bem como mesmos espectros de fragmentagdo MS/MS (como m/z 123 [M-H-166]), mas
tempos de retengdo distintos. Dessa forma, os padrdes de catequina e epicatequina foram
avaliados e resultaram em tempos de retencéo de 11,2 min e 12,0 min, respectivamente. Assim,
0 composto 2 pdde ser identificado como catequina.

A catequina € um composto fendlico comumente encontrada em plantas e tem
demonstrado grande potencial na melhoria da saide geral e no combate a diversas condi¢des
médicas (Baranwal et al., 2022). Estudos relatam efeitos anticancer (Shirakami e Shimizu,
2018), antiobesidade, antidiabético, anticardiovascular, anti-infeccioso, hepatoprotetor e
neuroprotetor (Baranwal et al., 2022; Isemura, 2019; Shirakami e Shimizu, 2018). Essa
molécula apresenta atividades antioxidantes e antimicrobianas que séo atribuidas aos grupos

orto di-hidroxila e as porgoes hidroxila no anel 3 (Sabaghi et al., 2015, 2020).

Figura 20 - Cromatograma de absorcao no UV-visivel e espectro de massas da catequina
no modo negativo.
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Tabela 17 - Compostos fenolicos identificados ou tentativamente identificados em extrato de sucupira por cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massa (LC- MS).

S tr Amax N [M-HT Formula A
Pico C’:ompostos min)® | (nm)° lonizagdo (m/2) molecular MS/MS (m/z) Referéncia
1 | Acido gélico 8,4 274 ESI(-) 169,0138 C7HeOs n.d. Padrdo
221.0730 (29), 203.0698 (24), 151.0327 (46),
2 | Catequina 11,3 279 ESI(-) 289,0601 | CisH140s 137.0212 (31), 123.0402 (100), 109.0223 Padrédo
(96)
o ] ] 151.0303 (17), 135.0042 (47), 123.0447 (24), ]
3 N&o identificado | 16,3 | 278,3 ESI(-) 287,0458 109.0258 (100)
. e . ) 167.0282 (100), 137.0212 (68), 123.0517 )
4 N&o identificado Il 18,2 281 ESI(-) 289,0643 (24), 121.0235 (51), 109.0289 (64)
4 | Nao identificado 111 18,2 | 281 ESI(-) | 403,0550 - 167.0294 (14), 112.9829 (100) -
5 | Taxifolina 184 | 289 | ESI() | 3030427 | CisHiO; 151.0122 (19), 125.0202 (100) (A"g'c')‘ige)t al.,
5 | Ndo identificado IV 18,5 289 ESI(-) 417,0291 - 285.0324 (10), 125.0257 (8), 112.9821 (100) -
5 | Luteolina 18,6 | 289 | ESI() | 2850105 | CisHiOs 199.0343 (87), 175.0409 (100) (V“kggi%)et al,
Derivado da taxifolina : ) 325.0246 (100), 303.0475 (24), 285.0350 i
5 1) 18,7 | 289 | ESI() | 629,0281 (31), 200.9740 (20), 178.9965 (18)
5 :Dlerlvado da taxifolina 18,8 289 ESI() 949,0201 i 645.0485 (60), 49(?.(())&)15 (23), 303.0462 i
. ] 245.0405 (6), 178.9967 (14), 151.0015 (100), .
6 Quercetina 26,0 367 ESI(-) 301,0340 | CisH1007 121.0306 (36), 107.0086 (30) Padréo
o 150.9992 (17), 135.0422 (100), 107.0151 (Avello et al.,
6 Eriodictiol ESI(-) (12) 2019)

3Pico relacionado ao cromatograma de massa (Fig. 19). "Tempo de retencdo na coluna C18 Synergi (4 um). °Referente ao valor maximo de absorcdo. n.d. = abaixo do
LDD (limite de detec¢do).
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O pico 5 da Figura 20 corresponde a uma mistura de compostos. Um dos compostos
presentes é a taxifolina (3,5,7,3',4'-pentahidroxiflavanona ou diidroquercetina), que apresenta
no espectro de massas a razdo m/z 303,0427 da molécula desprotonada [M-H] ;no espectro
MS? mostrou a razdo m/z 125,0202 [M-H-178]", correspondente & clivagem do anel C (Avello
et al., 2019). A taxifolina no modo positivo apresentou [M+H]* m/z 305,0812 e os fragmentos
[M+H]* m/z 287,0636, 259,0676, 231,0683, 195,0342, 153,0220, 149,0205 e 123,0457, mesma
fragmentacdo relatada na literatura para essa molécula (Braune et al., 2001). Dois compostos
derivados de taxifolina apresentaram [M-H]" m/z 629,0281 e 949,0201, sendo tentativamente
identificados com base nos fragmentos [M-H]" m/z 303,0475 e 285,0350 (derivado de taxifolina

1) e [M-H] m/z 303,0462 (derivado de taxifolina Il), caracteristicos da taxifolina.

A taxifolina € um flavonoide comumente encontrado em cebolas, azeite de oliva, cascas
de pinheiros, uvas e frutas citricas (Min et al., 2019; Northwest, 1995; Rohdewald, 2002). A
taxifolina € um composto com propriedades farmacologicas, prevenindo angiogénese e
formacé&o de espeécies oxidativas reativas (Asmi et al., 2017; Sunil e Xu, 2019). Estudos revelam
também atividade antioxidante (Chobot et al., 2016; Dok-Go et al., 2003; Xie et al., 2017), anti-
Alzheimer (Gunesch et al., 2020; Park et al., 2016; Saito et al., 2017), antimicrobiana
(Artem’Eva et al., 2015; Kozhikkadan Davis et al., 2018; Kuspradini et al., 2009) e genotoxica
(Zhanataev et al., 2008). Possui atividade anticancerigena comprovada no que diz respeito a
mama (Li et al., 2019), pulmdes (Wang et al., 2020), figado (Dostal et al., 2021), préstata (Ge
et al., 2018; Zhang et al., 2013), pele (Oi et al., 2012), ossos (Chen et al., 2018) e colorretal
(Razak et al., 2018). Arriaga et al., (2000), realizando estudos fitoquimicos sobre a sucupira,
detectou diversos diterpenoides, compostos volateis e a taxifolina como flavonoide. E o Gnico
estudo que relatou a deteccdo da taxifolina na sucupira, a qual foi obtida no estado de Minas

Gerais.

O espectro de massa da luteolina (pico 5, [M-H]" m/z 285,0105) apresentou 0s seguintes
fragmentos: 199,0343 [M-H-C.H>0-CO,]" e 175,0409 [M-H-C30.-C>H20]’, semelhante ao
encontrado por Vukovi¢ et al., (2018). A luteolina é uma flavona presente em muitas plantas
medicinais. As flavonas sdo uma classe de flavonoides, alguns dos metabdlitos secundarios
mais abundantes nas plantas e sdo amplamente conhecidas por serem responsaveis por diversas
atividades farmacoldgicas (Gendrisch et al., 2021). Entretanto, a luteolina é uma substancia
pleiotropica, uma vez que seu impacto farmacoldgico ndo pode ser explicado por um Unico
efeito bioguimico. A luteolina esta presente em vegetais, frutas e ervas medicinais, incluindo

brécolis, folhas de cebola, cenoura, pimentdo, repolho e casca de maca (Gendrisch et al., 2021).
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Alto teor de luteolina também foi observado em salsa, tomilho, horteld-pimenta, manjericao,
aipo e alcachofra (Jeong et al., 2014; Kim et al., 2014; Kim et al., 2014; Yang et al., 2017).
Ressalta-se que ndo ha estudos até o momento que tenham detectado a luteolina no fruto, porém
Donati et al., (2015) a detectou nas folhas da sucupira.

Dados da literatura demonstram que a luteolina tem propriedades antioxidantes,
antimicrobianas, anti-inflamatérias, quimiopreventivas, quimioterapicas, cardioprotetoras,
antidiabéticas, neuroprotetoras e antialérgicas (Baek et al., 2016, 2017; Choi et al., 2017;
Lopez-lazaro, 2009; Yu et al., 2017). Dentre esses, o efeito mais importante da luteolina
consiste no seu potente poder antioxidante com excelentes propriedades de eliminacdo de
radicais e citoprotetoras (Havsteen, 2002; Heim et al., 2002). Portanto, os efeitos anti-
inflamatorios da luteolina podem ser atribuidos em parte a sua capacidade antioxidante. I1sso é
especialmente importante porque o estresse oxidativo desempenha um papel muito importante
em muitos processos inflamatdrios da pele (Rodriguez et al., 2016; Sander et al., 2004) (por
exemplo, eritema e cancer de pele induzidos por radiagéo, psoriase, cicatrizacdo de feridas e
dermatite de contato). Além disso, a luteolina interage com outros antioxidantes, como
vitaminas e sistemas redox celulares e seu poder antioxidante poder aumentar sinergicamente
(Gendrisch et al., 2021).

O pico 6 da Figura 20 também é uma mistura de compostos. A quercetina (3,5,7,30,40-
pentahidroxi flavona), flavonoide pertencente a subclasse dos flavonois, foi identificada com o
seu padrdo analitico. Esse composto possui uma ampla gama de atividades bioldgicas (Shakya,
2016), como antioxidante (Amorati et al., 2017; Houngue et al., 2017), antiviral (EI-Toumy et
al., 2018; Omar et al., 2020), anti-alzheimer (Qi et al., 2020; Szwajgier et al., 2019), antifungico
(Al-Huqail et al., 2019; Petrescu et al., 2019), antidiabético (Ali et al., 2020; Yao et al., 2019),
antiobesidade (Carrasco-Pozo et al., 2019; Kim et al., 2015), anti-hipertensao (Elbarbry et al.,
2020; Muhammad e Fatima, 2015) e cardioprotetora (Jing et al., 2016; Lodi et al., 2009), além
de apresentar impactos sinérgicos com outros medicamentos ou compostos (Massaro et al.,
2016; Saw et al., 2014). A quercetina é encontrada em diversas fontes vegetais, como cebola,
alho, sabugueiro, centella, erva de Sdo Jodo, salsa, couve, agrido, coentro, alface, alcaparra e
cereja (Bae et al., 2010; Lee et al., 2016; Shakya, 2016). Assim como para a luteolina, na
literatura ndo foram encontrados estudos que detectaram a quercetina no fruto da sucupira.
Entretanto, foi detectada sua presenca nas folhas nos estudos conduzidos por Porfiro et al.,
(2014) e Donati et al., (2015).
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O composto eriodictiol [(S)-2-(3,4-dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-2,3-dihidrocromen-4-
ona], representado pelo pico 6 na Figura 21, apresentou a molécula desprotonada [M-H] m/z
287,0521 e o espectro MS? resultou em m/z 150,9992 [M-H-136]", 135,0422 [M-H-152] e
107,0151 [M-H-180]", em concordancia com os fragmentos relatados na literatura (Avello et
al., 2019). No modo positivo, esse mesmo composto apresentou [M+H]* m/z 289,0792 e os
fragmentos [M+H]* m/z 163,0433 [M+H-126]" e 153,0232 [M+H-136]", correspondente as
caracteristicas observadas no estudo de Vigbedor et al., (2023). O eriodictiol é um flavonoide
na subclasse das flavanonas abundantemente encontrado em diversas plantas medicinais, frutas
citricas e vegetais (He et al., 2019; Marin et al., 2017). Nao foram encontrados estudos que

detectaram o eriodictiol na sucupira, sendo este estudo o0 primeiro a acusar sua presenga.

As propriedades bioldgicas benéficas dos flavonoides sdo afetadas pelas variacGes
estruturais, como as formas das hidroxilas nos anéis A e B e a presencga de insaturagéo 2,3
infundida com um grupo 4-oxo no anel C (Manthey et al., 2001). O eriodictiol possui a
capacidade de modular uma série de cascatas de sinalizacdo celular. Varios estudos indicaram
que esse composto exerce multiplos efeitos terapéuticos, incluindo antioxidante (Chobot et al.,
2016; Mokdad-Bzeouich et al., 2016), anti-inflamatorio (Zhu et al., 2015), anticancer (Y. Zhang
etal., 2020), neuroprotecdo (Habtemariam, 2019), cardioprotecao (Li et al., 2018), antidiabético
(W. Y. Zhang et al., 2012), antiobesidade (Kwon e Choi, 2019) e hepatoprotecdo (Arakaki et
al., 2019; Xie et al., 2017). Além disso, o eriodictiol é um componente importante dos
suplementos dietéticos e € utilizado como alimento funcional com alto teor antioxidante
(Fujimura et al., 2022).

Outros compostos que apresentaram propriedades de absorcdo no UV-visivel, razdo
massa/carga e fragmentos caracteristicos dos compostos fendlicos foram encontrados.
Entretanto, a identificacdo ainda ndo foi possivel, sendo essa uma das atividades a serem

desenvolvidas em trabalhos futuros.

Como descrito na revisao desse trabalho, a sucupira é conhecida pela presenca dos
compostos vouacapanos (furanoditerpenos) e pelo geranilgeraniol (diterpenos aciclicos). Esses
compostos foram identificados por HPLC e GC-MS em trabalhos anteriores (Hoscheid et al.,
2017; Leal, 2015; Souza et al., 2020; Spindola et al., 2009), servindo de referéncia para o

presente trabalho, no qual tal identificacdo nédo foi possivel.

Os diterpenos podem néo ser identificados em uma analise de HPLC devido a varios

motivos. Dentre eles, pode-se citar as condi¢fes do método de HPLC utilizado, como a coluna
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ou a composi¢do da fase mével, que podem ndo ter a seletividade para a separagdo e detecgédo
de diterpenos (Wang et al., 2014). Contudo, ressalta-se que esse estudo utilizou a mesma coluna
e fase mdvel do estudo realizado por Giarola et al., (2022), que identificaram 0s compostos
vouacapanos utilizando GC-MS e HPLC-DAD. Esses compostos consistem em uma mistura de
isbmeros com uma proporcdo de 1:1 de (i) éster metilico de 6a-hidroxi-7p-acetoxi-vouacapan-
17B-o0ato e (ii) éster metilico de 6a-acetoxi-7p-hidroxi-vouacapan-17f-oato. Esses isomeros
tém relacdo direta com a atividade antinociceptiva e anti-inflamatdria da sucupira (Servat et al.,
2012).

Outra razéo para a ndo deteccdo poderia ser a presenca de compostos interferentes na
matriz da amostra, como outros compostos coeluentes ou componentes da matriz, que pode
dificultar a identificacdo de diterpenos (Schwarz e Ternes, 1992). Também é possivel que os
diterpenos estejam presentes na amostra ligados a outras moléculas ou o numa forma quimica

diferente, ndo sendo a sua deteccdo possivel pelo metodo HPLC (Tsukui et al., 2014).

Como descrito anteriormente, neste trabalho foi utilizado tanto a técnica de ionizacéo
ESI (electrospray ionization) como APCI (atmospheric-pressure chemical ionization) com o
intuito de obter um maior nimero de compostos identificados. A ESI envolve a formacdo de
fons pela interacdo de uma amostra liquida com uma fonte de alta tensdo, resultando na
producdo de goticulas carregadas que eventualmente formam ions na fase gasosa. A ionizacéo
APCI, por outro lado, envolve a ionizagcdo de analitos através de rea¢des quimicas com ions
gerados em uma descarga corona. A ESI € geralmente usada para compostos polares e
moderadamente polares, enquanto a APCI é mais adequada para compostos apolares e
moderadamente apolares. A ESI é conhecida pela sua alta sensibilidade e capacidade de analisar
uma ampla gama de compostos, enquanto a APCI é preferida pela sua robustez e capacidade de
lidar com taxas de fluxo mais altas (Brecht et al., 2020). Nesse estudo, a ESI demonstrou

melhores resultados.

Cabral et al., (2013) fizeram uso da técnica de facil ionizacdo por spray sénico ambiente
(EASI) e obtiveram uma boa identificacdo dos compostos da sucupira. A EASI funciona como
um meétodo suave, de baixo ruido, reproduzivel e sensivel (alta relacdo sinal-ruido)
inerentemente livre de interferéncias elétricas, de descargas ou redox. N&o utiliza aquecimento,
nem tensdes, nem lasers, nem descargas corona e baseia-se unicamente na ionizacao por spray
sbnico. Esse spray produz, quando auxiliado por um cilindro de N> comprimido ou mesmo uma
lata de ar comprimido (Schwab et al., 2012), um fluxo supersénico de minusculas goticulas

bipolares carregadas do solvente, que sdo usadas para bombardear a superficie da amostra. A
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técnica EASI-MS também demonstrou funcionar eficientemente para a caracterizacéo direta e
controle de qualidade de 6leos (Cardoso et al., 2012; Riccio et al., 2011; Simas et al., 2010,
2012).

Quando comparado com a ESI, a EASI tem resolucdo espacial semelhante, mas um
limite de deteccdo (LOD) inferior em uma ordem de magnitude (Saliu, 2022). Além disso, a
EASI tem maior sensibilidade, conforme demonstrado pela maior intensidade do sinal nos
espectros de massa (Xiaoyun et al., 2017). Assim, o uso da EASI segue como sugestdo para
trabalhos futuros ja que ndo foi possivel a sua utilizagdo nesse trabalho.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho avaliou a utilizacdo da extracdo assistida por ultrassom para
obtencéo do 6leo de sucupira. A extracdo assistida por ultrassom mostrou-se um método eficaz
para a obtencdo do 6leo de sucupira, otimizado com sucesso para uma concentracdo de etanol
de 80% e uma intensidade de ultrassom de 90%. Os resultados indicaram que este método
supera a abordagem convencional, como Soxhlet, proporcionando uma extracdo mais eficiente
de lipideos, resultando em um extrato rico em compostos antioxidantes. A analise da atividade
antimicrobiana destacou o potencial do extrato contra bactérias gram-negativas, sugerindo sua
aplicabilidade como agente antimicrobiano. As identificacdes de compostos pela CG-MS e LC-
MS, incluindo sesquiterpenos e compostos fenolicos associados a diversas atividades
bioldgicas, fundamentam cientificamente as propriedades benéficas da sucupira além de
evidenciarem compostos com pouca ou nenhuma referéncia prévia conferindo um resultado
bastante Unico deste trabalho. Este estudo nao apenas contribui para a otimizacao de processos
de extracdo em larga escala, mas também ressalta a importancia do aprofundamento nas
pesquisas sobre a sucupira, uma vez que seus extratos podem desempenhar um papel
significativo na inddstria farmacéutica, cosmética e de alimentos, oferecendo beneficios

terapéuticos e antioxidantes valiosos.
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7 PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes para a continuidade desse trabalho, sugere-se:

o obter o fruto da sucupira de diferentes origens uma vez que sua composi¢éo pode
variar dependendo das condi¢des de clima e composi¢éo do solo e avaliar a composi¢ao quimica

e rendimento de extracdo de 6leo;

o avaliar a capacidade antioxidante por diferentes métodos in vitro e in vivo para

simular de forma mais adequada 0 mecanismo de acdo desses compostos no organismo.

o estudar métodos de remocdo de alcool e concentracdo do extrato com o intuito
de obter uma CIM e avaliar sua viabilidade como antimicrobiano, em especial frente a

Salmonella, a qual demonstrou ser a mais afetada nesse trabalho;

o realizar a microencapsulacdo do 6leo de sucupira e/ou/com compostos de

interesse e avaliar sua estabilidade para aplicacao pratica;

o utilizar outras técnicas de alta performance para identificar e quantificar os

compostos presentes na sucupira, incluindo os compostos vouacapanos e o geranilgeraniol;

o realizar a microscopia eletronica de transmissao para compreender como o 6leo

de sucupira age nas bactérias gram-negativas de modo a explicar como € alcancado a inibicao.
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APENDICE A - CAPACIDADE REDUTORA: CURVA PADRAO PARA
DETERMINACAO DE FENOLICOS TOTAIS

A solucdo-estoque de &cido galico (5000 mg/L) foi preparada pesando 0,125 g de acido
géalico dissolvido em baldo de 25 mL com &gua ultrapura. Foi feita a pipetagem da solucdo de
20 a 180 uL (10 a 90 mg/L), obtendo 7 pontos, em baldo volumétrico de 10 mL e completado
com &gua ultrapura. Os ensaios de recuperacdo foram feitos pipetando 30, 120 e 150 uL da

solucéo. O controle foi feito pipetando 100 pL.

O sistema reacional constituiu de 2000 uL. Em tubos de centrifuga foi transferido 850
uL de agua ultrapura, seguido de 200 pL de cada concentracdo e 100 uL de Folin-Ciocalteu.
No periodo de 30 segundos a 8 minutos foi adicionado 850 uL da solucéo carbonato de sodio
(7%). Foi feita a homogeneizacdo dos tubos que foram levados a repouso por 1 h protegidos da
luz. Por fim, a absorbancia foi medida a 765 nm, e o grafico pode ser elaborando com
concentragdo de acido galico em mg/L (eixo X) e absorbancia (eixo Y). Com a regressao linear

foi obtida a equacdo da reta.

Figura 21: Curva analitica do &cido galico para analise da capacidade redutora.
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APENDICE B - METODO TROLOX: CURVA PADRAO

Para a construcdo da curva analitica Trolox (MM = 250,29), foi preparado uma solucao-
estoque de trolox 10.000 uM, pesando 0,025 g de trolox em baldo volumétrico de 10 mL e
dissolvendo com etanol. Em seguida, foi preparada a solucdo-trabalho de trolox 1.000 uM,
transferindo 100 pL da solucdo-estoque para eppendorf com 900 pL de etanol e
homogeneizado. Para construir a curva foi utilizado 7 pontos de acordo com a Tabela 10:

Tabela 18 - Pontos da curva analitica Trolox para avaliacdo da atividade antioxidante

Ponto Concentracdo (uM)  Solucéo-trabalho (pL) Etanol (uL)
P1 20 20 980
P2 25 25 975
P3 50 50 950
P4 100 100 900
PS 120 120 880
P6 150 150 850

P7 170 170 830
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APENDICE C - INDICE DE PEROXIDO: FATOR DE CORRECAO DA
SOLUCAO DE TIOSSULFATO DE SODIO

Para obter o fator de corre¢do da solucédo de tiossulfato de sédio 0,1N, foi pesado 0,5 g
de dicromato de potassio em cadinho de Gooch que foi aquecido por 1h a 150 °C e resfriado.
Em Erlenmeyer foi adicionado 0,3 g de iodeto de potassio, 0,12 g do dicromato de potassio em
aluminio, 10 mL de agua destilada e 60 mL de acido cloridrico. O frasco foi tampado, agitado
e deixado para repouso por 5 minutos. Foi feita a titulacdo do iodo liberado pela solucéo do
tiossulfato de sdédio até a coloracdo amarelo claro ser revelada. Foi adicionado 2,0 mL da
solucdo de amido alterando a coloragdo para azul. Novamente a titulagdo foi feita, desta vez até
a coloracdo azul desaparecer. O célculo foi feito pela sequinte Equagéo 12:

P
(0,049 XV X N)

Fator de corregao (FC) = (10)

em que P é peso do dicromato de potéssio utilizado, V é o volume de tiossulfato de sodio, em

mL, gasto na titulacéo, e N é normalidade da solucéo.



Tabela 19 - Representacdo da microplaca de 96 pogos na execucao da analise da concentracdo inibitéria minima
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APENDICE D - ESQUEMA DE PREPARO DA MICROPLACA PARA ANALISE DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
OULMH | 10puLMH | 20pLMH | 30uLMH | 40pLMH | 50puLMH | 60pLMH | 70ULMH | 80pLMH | 90uL MH | 100 pL MH

100 L PB | 100pLPB | 100 yLPB | 100uLPB | 100pLPB | 100puLPB | 100puLPB | 100 uLPB | 100uLPB | 100 uLPB | 100 L PB
10uLMH | 20pLMH | 30uLMH | 40pLMH | 50puLMH | 60pLMH | 70pLMH | 80uLMH | 90 pL MH | 100 uL MH

100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 pL AM | 100 uL AM | 100 pL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM

100 L PB | 100pL PB | 100 uLPB | 100uLPB | 100pLPB | 100puLPB | 100pLPB | 100 uL PB | 100 uL PB | 100 uL PB

10uLMH | 20pLMH | 30uLMH | 40pLMH | 50puLMH | 60pLMH | 70pLMH | 80uLMH | 90 pL MH | 100 uL MH

100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 pL AM | 100 uL AM | 100 pL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM

100 uL PB | 100pLPB | 100 yLPB | 100 uLPB | 100uLPB | 100 yLPB | 100 uLPB | 100uL PB | 100 yL PB | 100 uL PB

10ULMH | 20pLMH | 30puLMH | 40uLMH | 50pLMH | 60 uLMH | 70 uLMH | 80pLMH | 90 pL MH | 100 uL MH

100 uL AM | 100 pL AM | 100 pL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 pL AM | 100 uL AM

100 uL PB | 100pLPB | 100 yLPB | 100 uLPB | 100uLPB | 100 uLPB | 100 uLPB | 100uL PB | 100 uL PB | 100 uL PB

10MLMH | 20pLMH | 30 uLMH | 40uLMH | 50pLMH | 60 uLMH | 70 uLMH | 80pLMH | 90 pL MH | 100 uL MH

100 uL AM | 100 pL AM | 100 pL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 L AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 pL AM | 100 uL AM

100 uLPB | 100pLPB | 100 yLPB | 100 yLPB | 100uLPB | 100 yLPB | 100 uLPB | 100uL PB | 100 L PB | 100 uL PB

10MLMH | 20pLMH | 30uLMH | 40uLMH | 50pLMH | 60 uLMH | 70 uLMH | 80pLMH | 90 pL MH | 100 uL MH

100 uL AM | 100 pL AM | 100 pL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 pL AM | 100 uL AM

100 uL PB | 100pLPB | 100 yLPB | 100 yLPB | 100uLPB | 100 yLPB | 100 uLPB | 100uL PB | 100 L PB | 100 uL PB

10MLMH | 20pLMH | 30uLMH | 40uLMH | 50pLMH | 60 uLMH | 70uLMH | 80pLMH | 90 pL MH | 100 uL MH

100 uL AM | 100 pL AM | 100 pL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM

100 uL PB | 100pLPB | 100 yLPB | 100 uLPB | 100uLPB | 100 yLPB | 100 uLPB | 100uL PB | 100 L PB | 100 uL PB

10MLMH | 20pLMH | 30uLMH | 40uLMH | 50pLMH | 60 uLMH | 70uLMH | 80pLMH | 90 pL MH | 100 uL MH

100 uL AM | 100 pL AM | 100 pL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM | 100 uL AM

100 uL PB | 100pLPB | 100 yLPB | 100 yLPB | 100uLPB | 100 yLPB | 100 uLPB | 100uL PB | 100 L PB | 100 uL PB

MH: Muller-Hilton; AM: antimicrobiano; PB: pool bacteriano. Ap6s o periodo da placa na estufa, foi adicionado ainda 20 pL do corante resazurina, em todos 0S pogos, como
parte final do procedimento. As linhas B, C, D, E, F, G e H representaram, respectivamente, BT1, ET1-05, ET1-10, ET1-15, BT2, ET2-10 e ET2-20.
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APENDICE E - CROMATOGRAMAS GC-FID E GC-MS ORIUNDOS DA
EXTRACAO EXAUSTIVA E DO EXTRATO OTIMIZADO

O sistema Multi-Deans permite realizar a separacdo cromatogréafica utilizando duas
colunas de diferentes caracteristicas. Compostos que ndo apresentam uma separacao clara na

primeira coluna podem ser direcionados para a segunda (heart-cut).

As Figuras 22 e 23 apresentam 0s cromatogramas obtidos para o extrato da sucupira
oriundo da extracdo exaustiva. O primeiro sendo com o detector FID, e o0 segundo sendo de
uma segunda corrida da mesma amostra que teve um intervalo levado para identificacdo dos

compostos no massas (quadrupolo). O inicio da corrida foi descartado por tratar dos solventes.

As Figuras 24 e 25 apresentam 0S cromatogramas obtidos para o extrato da sucupira
oriundo do ponto otimizado. O primeiro sendo com o detector FID, e o0 segundo sendo de uma
segunda corrida da mesma amostra que teve um intervalo levado para identificacdo dos

compostos no massas (quadrupolo). O inicio da corrida foi descartado por tratar dos solventes.

Figura 22: Cromatograma obtido via CG-FID para o extrato da sucupira obtido por
extracdo exaustiva.
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Figura 23: Cromatograma obtido via CG-MS para o extrato da sucupira obtido por
extracdo exaustiva
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Figura 24: Cromatograma obtido via CG-FID para o extrato da sucupira no ponto
otimizado.
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Figura 25: Cromatograma obtido via CG-MS para o extrato da sucupira no ponto
otimizado.
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