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RESUMO
Projeto de Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas

Universidade Federal de Santa Maria

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E ANALISE FITOQUIMICA DE
Lippia sidoides Cham.

Autora: Viviane de Oliveira Garcia
Orientadora: Berta Maria Heizmann
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 25 de agosto de 2009.

Lippia sidoides Cham. é uma das espécies indicada para integrar o programa
de fitoterapia no SUS, e se caracteriza pela atividade antimicrobiana, atribuida aos
elevados teores de timol e carvacrol em suas folhas. Outros constituintes que
contribuem para esta atividade sdo flavonéides e naftoquinonas. Objetivando a
otimizacao da atividade antimicrobiana de preparacdes galénicas simples obtidas a
partir desta planta, bem como a busca por um método extrativo menos poluente e ao
mesmo tempo rentavel, foram preparados extratos por sete diferentes métodos.
Maceragao, percolacdo a quente, extragdo por banho e sonda de ultrassom,
extracdo por microondas e extracdo por fluido supercritico foram avaliados em
relacdo ao rendimento de extrato seco, consumo de tempo e solvente bem como
quanto a atividade antimicrobiana. O extrato obtido por percolacdo a quente foi o
mais rentavel (26,3%) enquanto que o método que consumiu maior tempo e solvente
foi a maceracao (30240 min e 2300 ml, respectivamente). A extracao ultrassénica
por banho e aquela utilizando sondas, uma de 130W e outra de 750W,
apresentaram valores intermediarios quanto ao consumo de tempo e solvente (60
min e 125-250 ml), sendo que n&o apresentaram nenhuma vantagem considerando-
se 0s parametros avaliados. No ensaio da atividade antimicrobiana, o extrato obtido
por fluido supercritico apresentou valores de concentracao inibitéria minima (CIM)
menores para as bactérias testadas, tanto contra Gram-positivos, quanto contra
Gram-negativos. A caracterizacao quimica do extrato com os menores valores de CIM
foi realizada através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM), e permitiu a identificacdo de timol e carvacrol como compostos majoritarios
além de acetato de timol, Z-cariofileno, E-cariofileno, germacreno D e Oxido de
cariofileno, bem como outros constituintes traco. A extracdo por fluido supercritico
utiizando CO, foi feita a 50C e 150 bar e mostrou-se superior na seletividade de
extracdo dos compostos ativos.

Palavras-chave: Lippia sidoides Cham.; métodos extrativos; atividade antibacteriana.



ABSTRACT

ANTIBACTERIAL ACTIVITY AND PHYTOCHEMICAL ANALYSIS
OF Lippia sidoides CHAM.

Author: Viviane de Oliveira Garcia

Advisor: Berta Maria Heinzmann

Lippia sidoides Cham. is a plant indicated to integrate the Brazilian
phytotherapy program of SUS; this species is characterized by its antimicrobial
activity due to its amounts of thymol and carvacrol. Other constituents that contribute
for this activity are flavonoids and naphtochinones. Aiming to optimize the use of
simple galenic preparations obtained from this plant as antimicrobial agent, as well
as to find a extraction procedure with environmental friendly characteristics and with
good yields, we evaluated seven different extracts. Maceration, extraction by soxhlet,
ultrasound-assisted extraction, microwave-assisted extraction and supercritical fluid
extraction were compared in relation to the yield of dry extract, time and solvent
consumption and antibacterial activity. The extract obtained by soxhlet was more
profitable (26.3%), whereas the extract obtained by maceration spent more solvent
and also time (30240 min and 2300 ml, respectively). The ultrassonic extraction by
bath and horn, one of 130W and another of 750W, furnish extracts with intermediate
values in time and solvent consumption (60 min e 125-250 ml), and not presented
any advantages in extraction considering the evaluated parameters. The extract
obtained by supercritical fluid extraction used CO, and showed lower values of
minimal inhibitory concentration for all bacterial strains tested and in generally it was
superior to the other methods against both Gram-negative as Gram-positives. The
characterization of the extract with the lowest MIC values was performed by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS), allowing the identification of thymol,
carvacrol as major components. Additionally, thymol acetate, Z-cariophyllene, E-
cariophyllene, germacrene D and cariophyllene oxide, as well as trace constituents
were identified. The supercritical fluid extraction (SFE) performed at 50°C and 150
bar also proved be superior in selectivity for the extraction of the active substances.

Keywords: Lippia sidoides Cham.; extractive methods; antibacterial activity.



RESUME

ACTIVITE ANTIBACTERIENNE ET L'ANALYSE PHYTOCHIMIQUE DE
Lippia sidoides CHAM.

Auteur: Viviane de Oliveira Garcia

Directeur: Berta Maria Heinzmann

Lippia sidoides Cham. est l'une des especes indiquées pour intégrer le
programme de la phytothérapie dans le SUS, et se caractérise par une activité
antimicrobienne, attribuée a des niveaux élevés de thymol et carvacrol dans ses
feuilles. D'autres constituants qui contribuent a cette activité sont des flavonoides et
des naphthoquinones. Dans le but d'optimiser [lactivit¢é antimicrobienne de
préparations galéniques simples obtenues a partir de cette plante, ainsi que la
recherche d'une méthode d'extraction moins polluantes, tout en restant rentable, des
extraits ont été réalisés a partit de sept méthodes différentes. La macération,
percolation a chaud, l'extraction par ultrason, la sonde et de bain, micro-ondes et
d'extraction fluide supercritique extraction ont été évaluées pour le rendement de
I'extrait sec, de la consommation de temps et de solvants ainsi que l'activité
antimicrobienne. Cette derniere a été évaluée selon le document recommandés par
le NCCLS M7-A6. L'extrait obtenu par percolation a chaud a été plus rentable
(26,3%), tandis que la méthode qui consomme plus de temps et de solvant est la
maceération (30240 ml min et 2300, respectivement). L'extraction par et, a l'aide de
sonde , de 130 W et de 750 W respctivement présentent, a montré des valeurs
intermédiaires a la consommation de temps et de solvant (60 min et 125-250 ml), qui
ne présente pas d'avantage compte tenu des parametres évalués. Dans le test de
I'activité antimicrobienne, I'extrait obtenu par le fluide supercritique, en général, ont
montré la concentration minimale inhibitrice (CMI) plus élevée pour les bactéries
testées, a la fois contre les gram-positifs et les gram-negatifs. La caractérisation
chimique de l'extrait avec la plus faible des valeurs de CMI a été réalisée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS),
permettant l'identification de thymol et carvacrol, ainsi que les principaux composés
d'acétate de thymol, Z-caryophyllene, E-caryophylléne, germacrene D et de l'oxyde
de caryophyllene, ainsi que de traces. L'extraction en utilisant le fluide supercritique
de CO, a été réalisé a 50T et 150 bar et s'est montrée su périeure a la sélectivité de
I'extraction de composeés actifs.

Mots-clés: Lippia sidoides Cham.; Méthodes de [l'extrait, ['activité
antimicrobienne.
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“La folie est de toujours se comporter de la méme maniére et de s’attendre a
un résultat différent.” Albert Einstein.

1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais € uma pratica tradicional existente entre os
povos de todo o mundo e é a base dos sistemas de medicina tradicional que tem
persistido por milhares de anos. Os primeiros achados foram encontrados em
registros sob escrita cuneiforme na Mesopotamia em 2600 a.C., mas a grande parte
da populacdo do planeta, continua usando plantas medicinais para seus cuidados
diarios com a saude (GURIB-FAKIM, 2006).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define a medicina tradicional como:

(...) a soma dos conhecimentos, habilidades e praticas baseadas em teorias, crencas e experiéncias
a partir de diferentes culturas, sejam ou ndo explicaveis, usados na manutencdo da saude bem como
no diagnéstico, prevencao ou eliminacdo de doencas fisicas e mentais. Medicina tradicional abrange
uma ampla variedade de terapias e praticas que variam de pais para pais e regido para regido. Em
alguns paises, é referida como medicina “alternativa” ou “complementar” (WHO, 2009).

A Declaracdo de Alma-Ata de 1978, contendo importantes recomendacdes
dos 6rgéaos diretivos da OMS ja salientava a importancia da medicina tradicional, dos
seus praticantes e do dever do poder publico de formular politicas nacionais,
estratégias e planos de acdo para promover os cuidados primarios de saude como
parte de um sistema nacional de saude (WHO, Declaration of Alma-Ata, 1978).

Em 2002, OMS langou uma estratégia voltada para medicina tradicional, com
a finalidade de ajudar os paises a explorar seu potencial de saude e bem-estar para
as pessoas, visando minimizar riscos e erros no uso de medicamentos, cuja eficacia
e seguranca nao fossem comprovados. O objetivo desta estratégia é encorajar ainda
mais as pesquisas no setor (BODEKER, KRONENBERG, 2002.).

No Brasil, a Politica Nacional de Medicina Natural e Praticas Complementares no

SUS, propde a inclusdo da fitoterapia, homeopatia, acupuntura e medicina
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antroposofica como opcgdes terapéuticas no sistema publico de saude. Essa politica
traz, dentre suas diretrizes para fitoterapia, a elaboragédo da Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais e da Relacdo Nacional de Fitoterapicos, bem como a garantia do
acesso a plantas medicinais e fitoterapicos aos usuarios do SUS. Assim, o governo
federal instituiu, por meio do Decreto Presidencial de 17 de fevereiro de 2005, uma
comisséo interministerial para elaboragédo da Politica Nacional de Plantas Medicinais

e Fitoterapicos (PNPMF). As diretrizes desta lei séo:

- Regulamentar o cultivo; o manejo sustentavel; a producéo, a distribuicéo,
e 0 uso de plantas medicinais e fitoterapicos, considerando as
experiéncias da sociedade civil nas suas diferentes formas de
organizacao.

- Promover a formacao técnico-cientifica e capacitacdo no setor de plantas
medicinais e fitoterapicos.

- Incentivar a formacdo e capacitacdo de recursos humanos para o0
desenvolvimento de pesquisas, tecnologias e inovacdo em plantas
medicinais e fitoterapicos;

- Estabelecer estratégias de comunicacdo para divulgacdo do setor plantas
medicinais e fitoterapicos.

- Fomentar pesquisa, desenvolvimento tecnoldgico e inovagdo com base na
biodiversidade brasileira, abrangendo espécies vegetais nativas e exoéticas
adaptadas, priorizando as necessidades epidemiologicas da populacao;

- Promover a interacdo entre o setor publico e a iniciativa privada,
universidades, centros de pesquisa e Organizacbes Nao Governamentais
na area de plantas medicinais e desenvolvimento de fitoterapicos;

- Apoiar a implantacdo de plataformas tecnoldgicas piloto para o
desenvolvimento integrado de cultivo de plantas medicinais e producéo de
fitoterapicos;

- Incentivar a incorporacdo racional de novas tecnologias no processo de
producéo de plantas medicinais e fitoterapicos

- Garantir e promover a seguranca, a eficacia e a qualidade no acesso a
plantas medicinais e fitoterapicos.

- Promover e reconhecer as praticas populares de uso de plantas

medicinais e remédios caseiros.
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Promover a adocao de boas praticas de cultivo e manipulacdo de plantas
medicinais e de manipulacdo e producdo de fitoterdpicos, segundo
legislacdo especifica;

- Promover o uso sustentavel da biodiversidade e a reparticdo dos
beneficios derivados do uso dos conhecimentos tradicionais associados e
do patrimbnio genético;

- Promover a inclusdo da agricultura familiar nas cadeias e nos arranjos
produtivos das plantas medicinais, insumos e fitoterapicos.

- Estimular a producgéo de fitoterapicos em escala industrial.

- Estabelecer uma politica intersetorial para o desenvolvimento
socioeconémico na area de plantas medicinais e fitoterapicos.

- Incrementar as exportacdes de fitoterapicos e insumos relacionados,
priorizando aqueles de maior valor agregado.

- Estabelecer mecanismos de incentivo para a insercdo da cadeia produtiva
de fitoterapicos no processo de fortalecimento da industria farmacéutica
nacional.

Como consequéncia das diretrizes citadas, foi publicada em 10 de dezembro de
2008 a Portaria Interministerial n° 2.960, que aprova o Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterdpicos (PNPMF) no Brasil e cria o0 Comité Nacional que
deliberara sobre o assunto. O referido comité € composto por representantes do
Governo e da Sociedade Civil e suas atribuicdes, entre outras, sdo avaliar a
ampliacdo das opcbes terapéuticas aos usuarios, a garantia de acesso a plantas
medicinais, fitoterapicos e servigos relacionados a Fitoterapia no SUS; acompanhar
as iniciativas de promocao a pesquisa, desenvolvimento de tecnologias e inovacdes
nas diversas fases da cadeia produtiva (Portaria Interministerial-2.960 — M.S.).

Em virtude da alta tecnologia, dos elevados custos e dos riscos inerentes para o
desenvolvimento de um novo medicamento, poucos paises desenvolvidos liderados
pelos Estados Unidos, detém as maiores industrias farmacéuticas mundiais que
dominam as modernas tecnologias na area farmacéutica (PINTO et al.,2002).

No Brasil, mais recentemente, empresas nacionais de maior porte como a

Aché, Biossintética, Eurofarma, Flora Medicinal, entre outras, estdo interessadas na

producado e comercializacéo dos fitomedicamentos.



16

De 1998 a 2003 foram depositadas junto ao INPI (Instituto Nacional de
Propriedade Industrial) 15 patentes na éarea de plantas medicinais e fitoterapicos,
embora nenhuma surgida no Brasil. Segundo Calixto (2003) as industrias
farmacéuticas nacionais ainda n&do possuem experiéncia em pesquisa e
desenvolvimento, mantendo-se dependentes de tecnologia desenvolvida em paises
industrializados.

Contudo, os pesquisadores brasileiros tém a mao a matéria prima mais
abundante e diversificada do planeta. Estima-se que 20% desse patrimbnio genético
esteja concentrado em territério nacional, onde o indice de endemismo € altissimo
sendo, soO de vegetais, 55 mil espécies (22% do total registrado no planeta), embora,
apenas 10% da biodiversidade mundial tenha sido estudada (PINTO, 2002,
CALIXTO, 2003).

Um exemplo de planta pesquisada desde a década de 70 e que ainda néo
originou um medicamento no Brasil € L. sidoides Cham., que cresce na regido da
caatinga brasileira, entre outras.

A caatinga € um a bioma muito vulneravel, que abrange uma vasta area e
abriga muitas plantas amplamente utilizadas na medicina tradicional pelas
comunidades que a habitam. O género Lippia, da familia Verbenaceae, apresenta
grande numero de taxons néo identificados ao nivel de espécie, mas que sdo um
importante componente do bioma do ponto de vista botanico, e apresentam
potencial econémico como fonte de matéria-prima. Lippia sidoides apresenta um
O0leo essencial que é tdo ou mais rico em timol que o de Thymus vulgaris.
Popularmente, a planta é usada como antisséptico e no tratamento de problemas
respiratorios (MATOS, OLIVEIRA, 1998; ALBUQUERQUE et al., 2007).

Para Lippia sidoides foram realizados vérios estudos relacionados ao
potencial antibacteriano e antifingico de seu 6leo essencial e de extratos brutos.
Dos artigos revisados neste trabalho, relacionados a atividade antimicrobiana do
Oleo essencial, todos foram obtidos por hidrodestilacdo, enquanto que trabalhos
feitos com extratos brutos foram realizados a partir da extracdo com etanol ou
etanol-agua.

Como é de conhecimento geral, métodos convencionais de extragdo como

hidrodestilacdo e extracdo por solventes, por exemplo, apresentam parametros
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pouco ajustaveis durante o processo extrativo de matérias-primas vegetais (LANG,
WAL, 2001).

Por este motivo, técnicas extrativas alternativas que visem economia de
tempo e solvente, que sejam pouco poluentes e seletivas tornam-se cada vez mais
atraentes em pesquisa. Logo, considerando-se que Lippia sidoides é uma das
espécies de interesse para fazer parte do programa de fitoterapia no SUS, Sistema
Unico de Satde (HEINZMANN, 2006) torna-se pertinente realizar uma investigacéo
que relacione a atividade de diferentes extratos desta planta contra espécies de
bactérias padrdo ATCC e isolados clinicos, realizada através de testes de
sensibilidade in vitro.

Nesta dissertacdo, foi realizada analise da atividade antimicrobiana de
extratos obtidos através de cinco diferentes métodos extrativos:

- maceracao,

- extracao por soxhlet,

- extragdo por ultrassom,

- extracdo por microondas,

- extragdo por fluido supercritico.

Em relacdo ao método ultrassénico, duas diferentes técnicas foram utilizadas:

- sonicacéo indireta, através de banho ultrassénico,

- sonicacao direta, através de sondas ultrassonicas de diferentes poténcias.

Portanto foram avaliados métodos classicas e modernos, em uma abordagem
gue relaciona o gasto de solvente organico, o consumo de tempo e a facilidade do
método com o seu rendimento e o seu potencial antimicrobiano. Os resultados
obtidos através dos ensaios de atividade foram comparados estatisticamente e
aguele que apresentou a melhor poténcia teve sua composi¢cao quimica analisada.

Nesta perspectiva, o presente trabalho propde:

- A obtencado de extratos a partir das partes aéreas de L. sidoides Cham.
através de 7 diferentes técnicas extrativas;

- Comparacdo da atividade antimicrobiana dos extratos obtidos com
determinacdo das concentragbes inibitorias minimas (CIM) e
concentracdes bactericidas minimas (CBM) para 0s mesmos;

- A obtencdo de informacbes Uteis que auxiliem na compreensdo dos

mecanismos de extracao;
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- Definicdo do extrato mais ativo para posterior otimizacdo da extracao,
levando-se em conta o rendimento e a atividade antibacteriana;

- A determinacdo da composi¢cdo quimica do extrato mais potente frente a
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas utilizadas nos ensaios;

- A escolha de um marcador quimico para o extrato mais ativo;

- Comparacédo das diferentes técnicas extrativas em relacdo ao consumo de

solvente e tempo.

Os resultados que fazem parte desta dissertacéo estédo apresentados sob a
forma de artigos cientificos. Parte da revisdo bibliografica pode ser encontrada no
Manuscrito 1, que € um sub-item das Referéncias Bibliograficas. A parte
experimental, resultados e discussao deste trabalho séo apresetados no Manuscrito
2. Na sequéncia é apresentada uma discussdo geral, seguidas das conclusbes do
trabalho.
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“L’ignorant affirme, le savant doute, le sage réfléchit." Aristote.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lippia sidoides

Lippa sidoides € um arbusto silvestre densamente ramificado com até 2 m de
altura, de flores muito pequenas e dispostas em inflorescéncias. As folhas desta
espécie sdo aromaticas, caducifélias e grosso-serreadas, com pequeninos pélos em
ambas as faces 0s quais nao sao visiveis a vista desarmada, mas sensiveis ao tato.
O limbo (6-20 mm de comprimento e 4-17 mm de largura) tem formato ovado e
apresenta apice agudo e base arredondada. A epiderme inferior € semelhante a
epiderme superior, diferindo por apresentar maior freqiéncia de pélos,
especialmente os tricomas simples, conicos, formados por 1-3 células e tricomas
glandulares sésseis ou de pediculos formado por 1-3 células com capitel simples ou
raramente septado. Em corte paradérmico da epiderme superior encontram-se
regides correspondentes a base do pélo, ai presentes por causa da queda deste
anexo epidérmico. Os estbmatos predominantes sdo diaciticos e anomociticos.
Como caracteristica propria, esta espécie ndo contém cristais prismaticos de oxalato
de calcio na folha. Apresenta o mesodfilo de organizacdo dorsiventral, com
parénquima palicadico unisseriado. O caule apresenta casaca sulcada e fragil.
Quando as folhas sdo moidas, apresentam ao microscépio, humerosos graos de
amido. Suas sementes sdo pequenas, de dificil coleta e baixo indice de germinacéao.
Apresenta odor aromatico de timol e sabor picante (MATOS, OLIVEIRA, 1998;
NUNES et al., 2000).
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Figura 1 - Lippia sidoides Cham. Fonte: Fontenelle, 2008.

Segundo Matos (1994) idealizador do Projeto Farmécias Vivas para
comunidades carentes do nordeste, as folhas podem ser usadas na forma de cha ou
tinturas a 20%, solucdes do 6leo essencial a 2% em etanol, sabdes liquidos e pastas
dentifricias. As preparacfes da droga vegetal sdo adequadas para uso tépico contra
infeccbes de pele e mucosas.

Uma revisdo das atividades biolégicas e dos aspectos quimicos envolvendo o

uso medicinal desta espécie é descrita no Manuscrito 1 a seguir.
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2.2 MANUSCRITO 1

ASPECTOS QUIMICOS E FARMACOLOGICOS DE Lippia sidoides CHAM.

(VERBENACEAE)

Chemical and pharmacological aspects dfippia sdoides Cham. (Verbenaceae)

Viviane O. GARCIA, Berta M. HEINZMANN*

Universidade Federal de Santa Maria, Centro declag€mla Saude, Departamento de Farmacia

Industrial, Prédio 26, Campus Universitario, CERP0%7900, Santa Maria, RS, Brasil

* e-mail: hberta@ccs.ufsm.br
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Resumo:Lippia sidoidesCham (Verbenaceae) € uma planta medicinal brasitginhecida

como “alecrim-pimenta”. Suas partes aéreas sacasa medicina tradicional como agente
antiinfeccioso e antisséptico. Esta espécie esdos@acorporada na Farmacopéia Brasileira e
é considerada para inclusdo no Programa de Fipideda Sistema Unico de Saude do Brasil.
Este trabalho faz um relato dos aspectos quimicéarmeacoldgicos relacionadas a esta
espécie com o objetivo de resumir todas as infobemgncontradas na literatura até o

momento.

Summary:Lippia sidoidesCham. (Verbenaceae) is a Brazilian medicinal plaopularly
known as “alecrim-pimenta”. Its aerial parts aredign the traditional medicine as an anti-
infective and antiseptic agent. This species isndeincorporated into the Brazilian
Pharmacopoeia and is one of the medicinal plantssidered to be included in the
phytotherapy program of the Brazil's National HeaBtystem. This paper presents a review of
chemical and pharmacological aspects related o gpecies in order to summarize all the

information found in the literature until the monen

Palavras chaves: alecrim-pimeritgpia sidoides.

Key Words: alecrim-pimenta.ippia sidoides.
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Introducao

Das 120 espécies deippia existentes no BrasillLippia sidoides Cham. [.
multicapitata Mart. ou, popularmente, “alecrim-pimenta’f destaca-se pela utilizagéo
medicinal de suas folhas como antimicrobiano, rifdinatorio, nos casos de distarbios
gastrintestinais, doencas respiratérias e cutanesdicionalmente, ha registros de patentes
protegendo a utilizacédo de sidoidescomo agente antimicrobiano em geral e larvicidareo
Aedes aegyptf

Por suas caracteristicas, € uma das espécies atessd para a implementacdo da
fitoterapia no Sistema Unico de Sadd¥através da Politica Nacional de Praticas Integaati
e Complementares do governo federal brasileiroeduls € apresentada uma revisdo sobre
esta espécie, com o0 objetivo de reunir informac8ebre os aspectos quimicos e

farmacoldgicos rel acionados a sua utilizacao nirealic

Aspectos quimicos e atividades do OE

Estudos indicam que plantas do gérdppia séo classificaveis em 3 racas quimitas.
sidoidespertence ao quimiotipo timol-carvactoliuas substancias de atividade antisséptica e
antioxidanteUm resumo dos efeitos biolégicos do OE é apresemtadabela 1.

Tabela 1

Segundo a literatura, cepas sensiveis ao OE n@sosis vitro sdo Staphylococcus
aureus S. xylosus S. epidermidis,S. hominis,S. cohnii, S. haemolyticus, Streptomccu
salivarius, S. mitis S. sanguis, S. mutans, Cormcigloium aerobie, Micrococcus luteus, M.
sedentarius, Acinetobacter sp., Moraxella sp., kdemes sp., E. coli, P. aeruginosa, Bacillus

subtilis, Mycobacterium smegmatis, Candida albica@s utilis, C. pseudotropicalis,



24

Sacharomices cereviseae, Cryptococcus neoformansppufariopsis brevicaulis,
Microsporum canis, Aspergillus flavus, Trichophytanterdigitale, T. rubrum, T.
mentagtophyte®: 21 22 23. 24, 25 % qteg resultados explicam o emprego do OE em ociment
dentéariod’, antissépticos bucais e géis dent&i§’Além da atividade antimicrobiana, a agéo
antiinflamatéria foi comprovada em tratamentos elegiyites e periodontites) vivol* 2 Em
humanos, tratamentos de apenas 7 dias apresentadagéo da placa bacteriana e dos
sangramentos gengivdis.

O OE em associacdo com antibioticos demonstrou cdarpento sinérgico com
ampicilina e cefalotina contré&. aureus além de antagonismo em associacdo com
gentamicina. Pouca interacdo foi observada cong@as deE. coli e P. aeruginosa
Entretanto, para aquela, houve sinergismo comatéfale antagonismo com tetraciclitia.

Validacdo de metodologia analitica para extratdsoaicodlicos foi feita através de
CCD e CLAE, para a deteccéo de tifiof: metodologia por CLAE-UV foi desenvolvida

para tinturas?

Foram comparados por Sousé al 2002 os extratos de folhas obtidos por,CO
pressurizado (préximo do ponto supercritico), hdésiilacdo e extracdo com etanol. Estes
apresentaram perfil semelhante, com predominaneidindol, 1,8-cineol e carvacrol. O
contetdo de timol foi maior, na ordem de extracam cetanol > C@ pressurizado >
hidrodestilacdo. O conteddo de sesquiterpendidesiénor na extracdo por etanol que nos
outros dois métodos, enquanto que 0S monoterpenda@esentaram-se em maior
quantidade?®

O OE mostrou-se termoestavel quando microencapsutan goma ardbica e

maltodextrina em temperaturas de até 185*C.
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Aspectos quimicos e atividades do extrato bruto

Os principais constituintes quimicos isolados dilpde extratos brutos de sidoides
Cham. séo apresentados na tabela 2.

Tabela 2.

Os extratos brutos mostraram atividade antimicrabiacontra S. aureus S.
epidermiodis S. saprophyticysStaphylococcus coagulase negatiWicrococcus sp., C.
albicans C. tropicalis C. krusei, além deSalmonella thyphimurium, Listeria monocytogenes,
Yersiniaenterocolitica Streptococcus mutafis®® 4°

Batistaet al, 2007, comprovaram a atividade antiinflamatoria teste de edema de
orelha em camundongd5.0 extrato metandlico inibiu a acetilcolinesterase 80%in
vitro),*? enquanto que o extrato aquoso (1:160) apresertividagle leishmanicida. No
entanto, estudos utilizando timol (i&y/ml), apresentaram resultados positiiositro**, mas

ndoin viva™. Contra larvas dSpodoptera frugiperd® extrato aquoso (10%) ndo mostrou

diferencas em relac&o aos contrdfes.

Toxicidade

Trabalhos recentes avaliaram a toxicidade d&’@Enhidrolatd® e extrato etan6liéa.
Nas doses de 100-3000 mg/kg (v.0., camundongos)¥amancontrada nenhuma alteracao
fisiolégica ou histopatoldgica, entretanto, a sPlfoi de 117,95 mg/kg pela via i’p.
Albuquerque (2006) avaliou a toxicidade aguda doa&x etandlico (i.p., camundongos) em
doses de até 2000 mg/kg. Os animais apresentae@eeiniciais de estimulacdo que logo
apos tornaram-se reacdes depressoras, mas queravenpos 48 h. Porém, acima de 980

mg/kg houve toxicidade e a Byfoi de 1329,17 mg/kg e Dbo de 2000 mg/K§>
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A literatura descreve que em até 1% o OE n&o fmigéhico em humanos e coelhos
(testes oftdlmicos e cutanetis)e implantes subcutaneos embebidos com extrato

hidroalcodlico foram bem tolerados por ratbs.

Conclusodes

O efeito bactericida e antimicotico do OE das fsllo Lippia sidoidesCham.,in
vitro, € vastamente descrito. Atualmente, vém sendozeekls experimentosn vivo
avaliando atividades anti-helminti¢ag®analgésica$, * antiinflamatéria®™ *e antissépticas
da cavidade ordl, esta Gltima, inclusive em humafdsom bons resultados. As evidéncias
indicam ser o timol o principal constituinte atido OE.

Ensaios de toxicidade sugerem a seguranca dosrapdegaa base desta espécie
quando administrados por Vb3 2 4% 46 4"Entretanto, devem ser realizados estiidasvo
adicionais para avaliacdo do potencial antimicnodjaanalgésico e antiinflamatorio de

preparados a partir desta espécie.
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Tabela 1: Atividades descritas para o 6leo essktela sidoidesCham.
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ATIVIDADE OBSERVADA

DOSES / ADMINISTRACAO

METODOLOGIA / ANIMAL / PREPARADO

Assepsia bucal

0,6 e 1%/ Top.

In vivo, indice de placa bacteriana e sangramento

gengival / humanos /OE®

Analgésica

100, 200 e 400 mg/kg / s.c.

In vivo, contorgdes induzidas por acido acético /

camundongos / Ok

Analgésica

100-200 mg/kg / s.c.

In vivo, teste da chapa quente / camundongos 7 OE

Antiulcerogénica

10 mg/kg / v.o.

In vivo, inducéo de lesdo gastrica por etanol /

camundongos / OF

Antiedematogénica

1-10mg/ s.c.

In vivo, teste de edema de orelha / camundongos’’ OE

Antiinflamatoria e antiedematogénica

In vivo/ cées / enxaguatdrio bucal

Aumento da forca de contracéo

In vitro, frénico-diafragma isolado / ratos /*H

Atividade anticolinérgica bloqueio das

contragdes produzidas por BaCl

In vitro, Gtero isolado / ratas /°H

Cronotrépica negativa

In vitro, auricula isolada / ratos #H

Inotropica negativa

In vitro, corac&o isolado / sapos 7 H
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Bloqueadora neuromuscular

In vitro , gastrocnémio-ciatico isolado / sapos’/ H

Espasmogénica

In vitro, reto abdominal isolado / sapos? H

Espasmolitica

In vitro, duodeno isolado / coelhos e ratos/ H

Auséncia de aumento no titulo de anticorpos

especificos

10 mg/kg / v.o.

In vitro / camundongos / OF

Larvicida A. aegypti)

até 1:10

In vitro / OE e H? 314

Molucicida Biomphalaria glabrata)

até diluicao 1:100

In vitro/ H?

Leishmanicidal{eishmania braziliensis) 0,5mg/ml In vitro / timol *°
Auséncia de atividade leishmanicida
7 mg/kg h vivo /macréfagos infectados / timbl
(L. braziliensis)
Leishmanicidal(. chagasi) 75ug/ml In vitro / OE™®
Larvicida (A. aegyptie Culex. quinquefasciatiis 100 ppm In vitro / OEY’

Anti-helmintica

283 mg/kg/v.o.

In vivo /ovelhas / OF®

Anti-helmintica Syphacia obvelata

Aspiculuris tetrptera

1600mg/Kg/v.o.

In vivo/ camundongos / G&

Larvicida Haemonchus contortys

CEs0 2,97 mg/ml

In vitro / OE™
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Ovicida Haemonchus contortys

CE500,40mg/ml

In vitro / OE™®




Tabela 2: Constituintes quimicos isoladod_dsidoidesCham.
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CONSTITUINTES

CLASSE

QUIMICA

a-pineno, mirceno, carvacral-terpinenop-cimeno, 1,8-cineol K)-B-ocimeno,y-terpineno, E)-miroxido, umbelulona, 4-
terpineol,a-terpineol, éter metilico do timol, timol, eugenmtcopaeno, )-cariofileno, aromadendrena;humulenoy-

muurolenoa-selinenog-cadineno-sitosterol, acido 3-O-acetil-oleandlico.

terpendides® *°°

lapachenol, lipsidoquinona, tecomaquinona, tectampa, tectol, acetato de tectol, isocatalponol®-84,4a,5-tetraidro 3-

hidroxi-2,2-dimetilnafto-1,2-pirano

naftoquinodides™

36, 37

isolariciresinol

lignanas®

quercetina, luteolina, taxifolina, glicoluteolina

flavonoides®

3,4-diidroxibenzoato de metila

ésteres do acido

benzoico®

acido palmitico, acido estearico, acido bénicaj@airaquidico, acido lignocérico

acidos organico¥
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Legenda Tabela 1.0E: 6leo essencial; H: hidrolato; Top.: uso tép&ae.: via subcutanea; v.o.: via oral;gEEoncentracdo efetiva para matar
50% das larvas ou ovos.
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2.3 Métodos extrativos utilizados para plantas medi  cinais

As técnicas de extracao tradicionais sdo geralmente baseadas na escolha do
solvente e o0 uso de aquecimento e/ou agitacdo para aumentar a solubilidade dos
compostos desejados e melhorar a transferéncia de massa. Usualmente, as técnicas
convencionais que utilizam aquecimento, requerem longo tempo de extracdo e
podem acarretar degradacdo térmica dos fitoconstituintes além de desperdicio de
tempo e energia. Assim, 0 processo extrativo ideal deve ser exaustivo em relagao
aos constituintes ativos, rapido, simples, ecologicamente correto e barato.

Segundo KAUFMANN e CHRISTEN (2002) métodos classicos de extracdo de
produtos naturais incluem: extracdo por Soxhlet, maceracdo, percolacdo, turbo-
extracdo e sonicacdo. Estes métodos apresentam desvantagens incluindo longo
tempo de extracdo, morosidade, a grande quantidade de solventes orgéanicos
empregada, a eficiencia de extracdo insuficiente e o risco de degradacdo dos
compostos.

Nos Ultimos anos surgiram técnicas extrativas com vantagens sobre os
métodos convencionais. Muitos destes métodos tém pros e contras em relacdo ao

uso de solventes, tempo de extracao e eficiéncia (STICHER, 2008).

2.4 Principios gerais da extracao

Um modelo esquematico do processo extrativo pode ser visualizado na figura
2. Considerando-se a matriz como um gréo de nucleo impermeavel e recoberto por
uma camada repleta de poros, de acordo com o modelo de Pawliszym, 1993, os
solutos estéo fixados na superficie do nacleo e sédo extraidos em etapas:
- Desligamento do soluto da superficie da matriz;
- Difusdo do soluto através dos poros para o solvente;
- Solubilizag&o no solvente.
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Figura 2 — Representacéo do processo extrativo de uma particula da matriz vegetal, onde:
AB, desligamento dos solutos do nucleo; BC, difusédo; CD, solubilizacdo. Fonte: Pawliszym,
1993.

O desligamento da matriz € o passo mais importante, visto que a solubilidade
ndo é um problema se o solvente for bem escolhido. O processo de extracdo deve

superar as interacdes entre o analito e a matriz (PAWLISZYM, 1993.)

2.5 Métodos extrativos classicos: Maceracao e Percolacédo a quente (Soxhlet)

z

O processo extrativo da maceracdo € feito em recipiente fechado, a
temperatura ambiente, por periodos longos e grande consumo de solvente. Nao
conduz a um esgotamento da matéria-prima, seja devido a baixa saturacdo do
liquido extrator ou ao estabelecimento de um equilibrio difusional entre o solvente e
o interior da célula (VOIT, 1993).

A extragcdo por percolagdo a quente com soxhlet € a mais utilizada de todas
as técnicas para a obtencdo de pequenas quantidades de extrato. Serve para a
extracdo visando o isolamento de fitocompostos e como € um modelo padronizado e
bem estabelecido, serve como técnica para comparagdo com outras metodologias
(WANG, WELLER, 20086).

Em um aparelho de soxhlet convencional, o material vegetal € colocado
dentro de cartucho permeavel. O cartucho € posto na por¢cédo mais larga do aparelho
e recoberto por solvente. Na extremidade inferior deste, encontra-se um bal&o
contendo liquido extrativo, que é submetido a aguecimento constante. O solvente

evapora e, ao entrar em contato com o condensador, retorna ao estado liquido e
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goteja sobre o cartucho. Quando o liquido atinge o nivel maximo, um sifao aspira a
solugédo e a descarrega de volta para o baldao de extragdo. O soluto permanece no
baldo, enquanto o solvente fresco retorna para o cartucho, que contém a droga
vegetal (figura 3). A operacado se repete até a extracdo total ser atingida (WANG,
WELLER, 2006).

A maior desvantagem do soxhlet, em comparacdo com alguns meétodos
modernos, é o tempo de extracdo relativamente longo, que pode levar 8, 16, 24
horas ou mais, com um consumo consideravel de solvente e de energia térmica.
Adicionalmente, a quantidade de amostra a ser processada é um fator limitante e o
uso de solvente organico requer um passo adicional de reciclagem, filtragcdo e
evaporacao (MANDAL et al.,, 2007; HUIE, 2002; CAMEL, 2001; WAGNER, 1993;
WANG, WELLER, 2006).

Saida de
agua

Condensador—

Enftrada de
agua

Sifio

Extrator __|
Soxhlet

Balio
extrator

Solvente

+
droga vegetal

Figura 3 - Extracdo por percolacdo a quente usando aparelho de Soxhlet convencional.
Fonte: WANG e WELLER, 2006.

2.6 Extracdo por Ultrassom

O som e formado por ondas de compressao e expansao que passam atraves
de liquidos, sdélidos e gases, mas nunca atravessam 0 vacuo, pois Se propagam

somente onde existe matéria. Sons audiveis estdo na faixa dos 16 Hz a 16 kHz de
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freqliéncia’, enquanto que a freqiiéncia caracteristica do ultrassom esté na faixa dos
16 kHz a 1 MHz (SUSLICK et al. 1999).

A producédo do ultrassom é um fendmeno fisico, baseado no processo de
criar, aumentar e implodir bolhas de vapor e gases em um liquido. Durante a etapa
de compressdo a pressao € positiva, enquanto que a expansdo tem pressao
negativa (vacuo). Este ciclo de compressao e expansao gera cavidades e por isso 0

fenbmeno é chamado cavitacdo (figura 4).

Transiente de cavitaciio
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Figura 4 - Ciclo de compressdo e expansdo causados por ondas ultrassdnicas. Fonte:
Suslick, 1989.

Quando ondas ultrassbnicas séo irradiadas num meio liquido, a cavitacdo
leva ao crescimento e ao colapso implosivo de milhées de bolhas microscépicas. A
energia potencial da bolha expandida € convertida em energia cinética gerando jatos
do liquido, ondas de choque e grandes pressdes e temperaturas nos locais de
implosdo (LUQUE-GARCIA, CASTRO, 2003).

A implosédo de bolhas gera colisbes de alta velocidade entre as particulas e

alteracdes nos microporos das particulas. Assim, acelera-se o turbilhdo de difuséo

1 Um Hz é uma unidade que mede um ciclo de expanséo e compressao por segundo.
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interno e externo. Além disso, a cavitagcdo proxima a uma superficie sélida causa
rapido fluxo de liquido através de cavidades na superficie da particula, através de
microjatos que acabam por causar mais erosao e exposi¢cao de novas superficies,
aumentando a transferéncia de massa (VILKHU, et al., 2008).

Comparativamente, em liquidos puros, a cavidade permanece esférica
durante o colapso, pois a circunvizinhanca € uniforme. Mas se estid proxima das
fronteiras de um sdlido, o colapso torna-se assimétrico e gera jatos de alta pressao
no liquido, que impactam com a superficie deste solido (SUSLICK, et al., 1999,
MARTINES et al., 2000).

2.6.1 Extratores de Ultrassom

Existem dois modelos de extratores: os banhos ultrasénicos e 0s extratores
conectados a um transdutor, também chamados de sonda ultrassénica (figuras 5A e
5B). Ondas de ultrassom sdo produzidas pela energia elétrica, usada para causar
estresse mecéanico em uma superficie solida. Para criar sons de alta freqiéncia, sédo
aplicados pulsos elétricos alternados e extremamente rdpidos em uma ceramica
piezoeletrica® fixada nas paredes de um container de metal, caracterizando um
banho de ultrassom. Quando uma haste de titanio imersa em um liquido é submetida
a um campo elétrico de corrente alternada, age como um material piezoelétrico,
caracterizando uma sonda de ultrassom. A sonda vibra a uma frequéncia acustica
fixa, tipicamente em 20 kHz, mas a intensidade é variavel. Por isso a energia
envolvida é alta e a solucéo deve ser arrefecida (SUSLICK, 1989).

Assim, é possivel obter extratos por sonicacdo direta (com sondas) ou
indiretas (com banhos), preferencialmente utilizando agitador mecanico e
arrefecimento, pois a absorcédo da energia ultrassénica pode causar aguecimento.

Por sonicacdo indireta, pouca quantidade de material vegetal pode ser
extraida, pois muito da energia se perde para o meio externo, enquanto que pela
sonicacgdo direta, quantidades maiores de matéria-prima podem ser extraidas, visto

que as ondas sao aplicadas diretamente na matéria-prima (VINAROTU, 2001).

2 materiais peizoeletricos sdo os que se expandem e contraem quando um campo elétrico é aplicado
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7

O méaximo da forga ultrassénica é observada na vizinhanca da superficie
irradiada pela sonda ultrassOnica. A intensidade diminui abruptamente enquanto a
distancia da fonte de ultrassom aumenta (ROMDHANE et al. 1995).

Solvente
+

Sonda

droga vegetal agua e
‘ I'\ !
f \ r Solvente
Tanque FAN \ / +
e e e as 7 . ﬁ_ droga vegetal
de aco inixidavel { . ¥
]
Transdutores fixados na base do tanque — R e
de a1refecimento

Figuras 5A e 5B - Extracdo por banho de ultrassom e extracdo por sonda ultrssdnica. Fonte:
Suslick, 1989, Vinarotu, 2001.

2.6.2 Extracdo de material vegetal por ultrassom

Quando ha colapso de bolhas geradas por cavitacdo proximas de particulas
de amostras sélidas (particula vegetal), microjatos de solvente, propagados a uma
velocidade maior que 100 m/s, causam erosfes mecanicas e ruptura da particula e
consequentemente a diminuicdo do seu tamanho (CAPELO, MADURO, VILHENA,
2005).

E preciso considerar que a célula vegetal apresenta parede celular. Assim, a
extracdo envolve dois tipos de fendbmenos fisicos: difusdo através da parede celular
e lavagem do conteddo celular quando a parede celular € destruida (figura 6)
(VINAROTU, 2001).

Algumas células apresentam caracteristicas glandulares e podem ser
externas ou internas, podendo estar repletas de 6leo essencial. Quando externas,
possuem paredes muito finas, facilmente destruidas por sonicagdo. Se as glandulas
forem internas, o grau de moagem da droga mostra-se importante. Com isso, ao

reduzir o tamanho do material vegetal, aumenta-se o numero de células expostas a
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sonicagdo e ao solvente. A quebra das células vegetais por ondas ultrass6nicas
pode ser feita em banho de ultrassom ou através de sondas.

Figura 6 - Transferéncia de massa provocada por ondas ultrassénicas. Fonte: Vinarotu, 2001.

Quando a droga vegetal é seca, além dos fendmenos fisicos da extracao
descritos acima descritos, ocorre um segundo estagio que € facilitado pela
sonicacgdo e compreende:

- a infusdo do material vegetal no solvente para facilitar a intumescéncia e o
processo de hidratacao.

- a transferéncia de massa, ou seja, dos constituintes soliveis do material
vegetal para o solvente, através de difusdo ou processo osmotico (VINAROTU,
2001).

Durante o processo de secagem, o tecido vegetal perde sua capacidade de
difusdo e osmose, como resultado da dissecacdo da parede celular e da lamela
meédia. A reidratacdo durante a intumescéncia depende do numero de hidroxilas
presentes nestes oOrgdos. Em geral a sonicacdo melhora o processo de
amolecimento da pectina via hidratacdo da lamela média, tornando-a mais maleavel.
Isto leva a quebra dos tecidos vegetais por vibracdo ultrassénica. Dados mostram
maiores efeitos em 20 kHz que com 500 kHz. Com 20 kHz, a vibracao ultrassonica

tem forte efeito mecanico em toda a estrutura celular, podendo diminuir o tamanho
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das particulas através da sonicacdo. Ja em 500k Hz, o principal efeito € o
amolecimento da lamela média. Além disso, é possivel que os solutos se difundam
através da parede celular, devido a sonicacdo (TOMA et al., 2001).

Os seguintes parametros devem ser avaliados na sonicacao: frequéncia e
intensidade do ultrassom, tipo de solvente, bolhas de gas, temperatura e pressao,
tamanho da particula, volume de &gua utilizada no banho de ultrassom, posi¢do da
amostra (vertical ou horizontal); quando for utilizada a sonicacdo por sonda, devem
ser observados, adicionalmente, o diametro da sonda, tempo de sonicacdo e
amplitude (CAPELO, MADURO, VILENA, 2005).

2.7 Extracdo por Microondas

Microondas sdo ondas eletromagnéticas ndo-ionizantes, de frequéncia entre
0,3 a 300 GHz, que estdo posicionadas entre o espectro dos raios-X e do
infravermelho (figura 7). No mundo moderno, as microondas apresentam duas
utilidades principais: na comunicacdo ou como vetores de energia. Esta Ultima
aplicacdo é causada pela acdo direta de ondas sobre materiais capazes de
converter parte das ondas eletromagnéticas absorvidas em energia térmica
(MANDAL, MOHAN, HEMALATHA, 2007).

As microondas sao geradas pela interacdo de dois campos oscilando
perpendicularmente: o campo elétrico, responsavel pelo calor, e 0 campo magnético.
Para evitar interferéncia na comunicacdo por radio, sistemas domeésticos e
comerciais operam em 2,45 GHz. Nessa frequéncia ha alteracdo no aquecimento,
por isto esta é a frequéncia utilizada nos fornos de microondas e corresponde ao
comprimento de onda de 12,2 cm e energia de 0,23 cal/mol (KAUFMANN,
CHRISTEN, 2002; LETELLIER, BUDZINSKI, 1999).

Nesta frequéncia as moléculas sofrem somente rotacdo. O componente
elétrico da onda muda 4,9 x 10° vezes por segundo e, com isto, h& geracéo de um
movimento desorganizado das moléculas irradiadas pelas microondas. Esta
desorganizacao gera aquecimento (LETELLIER, BUDZINSKI, 1999).
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Ocasionalmente, os aparelhos de microondas operam em 0,915 GHz, como
nos E.U.A. ou em 0,896 GHz, como na Europa (WANG, WELLER, 2006).
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Figura 7 - Espectro eletromagnético. Fonte: KONGSTON e JASSIE, 1988.

Diferente do aquecimento convencional

que depende de conducéao-

convecccdo, onde boa parte de energia é perdida para o meio, 0 aquecimento feito

por microondas ocorre de maneira seletiva e sem perda de energia, visto que ocorre

em sistema fechado (figuras 8A e 8B). Por este método pode-se reduzir o tempo de

extracdo, quando comparado aos métodos convencionais (KAUFMANN, CHRISTEN,

2002; WANG, WELLER, 2006).
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Figuras 8A e 8B - Aquecimento por conveccdo e aquecimento por irradiacdo com
microondas. Fonte: Neas & Collins, 1988.

Segundo Neas and Collins (1988), o principio do aquecimento é baseado no
impacto direto das microondas sobre solventes ou biomateriais polares e é
governado por dois fendbmenos, que em muitos casos, ocorrem simultaneamente:

- conducao idnica

-rotacao de dipolo

Na conducéo ibnica ocorre a migracao eletroforética de ions, sob a influéncia
de mudanca do campo elétrico. A resisténcia oferecida pela solucdo durante a
migracao de ions gera friccdo e com isso 0 aquecimento.

O termo rotacdo de dipolos significa o realinhamento, devido ao campo
elétrico, de moléculas com algum momento dipolo, induzido ou permanente, em
ambos, solvente e amostra. Durante todo o tempo, as moléculas procuram alinhar-se
com o campo elétrico, para manter-se na mesma fase com o campo elétrico. Como o
componente elétrico da onda muda em rapida velocidade, as moléculas falham ao
se realinhar e iniciam processo vibracional, que gera calor. A 2450 MHz, o
realinhamento ocorre a cada 4,9 x 10° vezes por segundo, resultando em
aquecimento rapido (CAMEL, 2001).

A extrac@o por microondas depende da constante dielétrica do solvente e da
matriz a ser extraida. Somente materiais dielétricos ou solventes com dipolos

permanentes aquecem sob microondas. Segundo Neas and Collins (1988) a



a7

habilidade da matéria absorver energia de microondas e passa-la para outras
moléculas na forma de calor depende parcialmente do fator de dissipacéo.

O fator de dissipacao € dado pela equacao: tang & =€/ €

Onde €” é o fator perda dielétrica, conceituada como a medida de eficiéncia
de conversdo de energia eletromagnética em calor, enquanto € € a constante
dielétrica, que é a medida da polarizibilidade de uma molécula em um campo
elétrico.

Etanol e metanol absorvem menos energia que a agua devido ao seu menor
valor de €', mas a eficiéncia de aquecimento para ambos 0s solventes € maior que a
da agua, devido ao aumento de valor de tang 8. Moléculas polares e soluc¢des
ibnicas, usualmente acidas, absorvem energia de microondas mais fortemente,
porque tem um permanente momento dipolo, que sera afetado pelas microondas. Na
maioria das vezes o solvente extrator é escolhido por absorver as microondas.
Solventes com altas constantes dielétricas absorvem mais energia das microondas
gue aqueles solventes com constante dielétricas menores. Alternativamente, as
microondas podem ser absorvidas apenas pela matriz, sem aquecer o solvente.
Hexano e outros solventes menos polares, como o cloroformio, permanecem
transparentes as microondas, sem sofrer aquecimento. Neste caso, somente a
umidade interna da matriz, ou seja, seu conteddo de agua, gera o aquecimento e a
ruptura das estruturas celulares e, por conseguinte, a liberacdo do conteudo
intracelular. Como o0 solvente que estd em torno ndo absorve a energia das
microondas, permanece resfriado, e ndo h4 degradacdo dos compostos termolabeis
(ESKILSSON, BJORKLUND, 2000; LATELLIER, BUDZINSKI, 1999).

A aplicacdo de energia de microondas pode ser feita de duas maneiras: em
viais fechados, sob pressdo e temperatura controladas ou em viais abertos, a
pressao atmosférica (figuras 9A e 9B) (KAUFMANN, CHRISTEN, 2002).

Enquanto no vial aberto a temperatura € limitada pelo ponto de ebulicdo do
solvente a pressdo atmosférica, nos viais fechados o solvente pode ser aquecido
acima de seu ponto de ebulicdo, através de pressao apropriadamente aplicada.
Neste caso, entretanto, ha necessidade de esperar a temperatura cair antes de abrir
o vial, levando ao aumento no tempo total gasto para a extragdo. Em sistemas
fechados sdo usadas microondas difusas e o campo-elétrico ndo € homogéneo, por

isso 0s viais sdo colocados de forma que figuem girando dentro do aparelho.
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Sistemas abertos usam microondas focadas e resultam em aquecimento
homogéneo e eficiente na amostra (LETELLIER, BUDZINSKI, 1999).
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Figuras 9A e 9B - Sistemas de aquecimento em viais fechados (9A) e abertos (9B). Fonte:
Camel, 2001.

2.7.1 Principais elementos de um microondas

Um aparelho de microondas é constituido por 4 elementos principais:

- Gerador de microondas: magnetron, € o que gera a energia de
microondas.

- Guia de onda: que € usada para propagar as microondas da fonte para
dentro do forno.

- Aplicador: local de armazenamento das amostras.

- Circulador: permite que as microondas se movam somente em uma
direcdo (KAUFMANN, CHRISTEN, 2002; LATELLIER, BUDZINSKI,
1999).
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2.7.2 Extracdo de material vegetal por microondas

Na extracdo de plantas, efeitos especificos das microondas ocorrem na matriz
da matéria-prima. A radiacdo interage seletivamente com moléculas de agua livres
gue estdo presentes nas glandulas e sistemas vasculares do vegetal. Geralmente
sdo usadas plantas secas, mas estas também apresentam quantidades infimas de
agua. A umidade aquecida por microondas dentro da célula vegetal evapora e gera
uma pressao intensa na parede celular. As altas temperaturas alcancadas pela
irradiacdo com microondas hidrolizam as ligagbes éter da celulose, principal
constituinte da parede vegetal (MANDAL, MOHAN, HEMALATHA, 2007). Como
consequéncia, ha um repentino aumento de temperatura ndo uniforme e uma rapida
expansao de volume dentro do sistema. A pressdo interna causa a ruptura das
paredes celulares e o soluto flui livremente através do solvente, relativamente
refrigerado, pelo solvente que estd em volta. O fenbmeno da difusdo ndo é
importante, neste caso, importante é a solubilidade dos constituintes no solvente
(LATELLIER, BUDZINSKI, 1999).

2.7.3 Fatores que afetam a extracao por microondas

2.7.3.1 Natureza do solvente

A escolha do solvente é fundamental para se obter uma boa extragdo por
microondas. Esta pode ser feita com os mesmos solventes utilizados nos métodos
classicos. Entretanto, o solvente nem sempre pode ser escolhido da mesma forma,
como no caso de uma extracdo convencional. O rendimento dependera das
propriedades dielétricas do solvente, de sua interacdo com a matriz e da solubilidade
do analito neste solvente. Por exemplo, o hexano, como €é transparente as
microondas, ndo aquece tanto quanto o etanol e tem seu rendimento reduzido,

guando comparado as técnicas classicas. Apesar disto, € utilizado quando se deseja
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extrair compostos termolabeis, como os componenentes dos 06leos essenciais. Como
estes constituintes estdo dentro do sistema vascular e glandular com alto contetdo
de umidade, as microondas irradiadas provocam rapido aquecimento interno destas
estruturas, levando a ruptura celular e a liberacdo dos 6leos essenciais. Assim, como
o hexano € transparente as microondas, permanece mais resfriado, evitando a
degradacgédo (KAUFMANN, CHRISTEN, 2002).

2.7.3.2 Volume do solvente

O volume de solvente é um fator critico e deve garantir que a matriz esteja
inteiramente imersa neste solvente durante a irradiacdo. A quantidade de solvente
necessario, em uma unica amostra, € de 10-30 ml. Contudo, deve ser considerado
que grandes quantidades de solvente podem ser efetivas nos métodos tradicionais
de extracdo. Porém, na extracdo por microondas, grandes quantidades de solvente
podem prejudicar o rendimento. Isto é devido ao fato de ndo haver agitacdo durante
0 processo (ESKILSSON, BJORKLUND, 2000).

2.7.3.3 Tempo de extracao

Geralmente, o tempo ndo é um parametro significativo e, na maioria das
vezes, 5 a 10 minutos sdo suficientes (LATELLIER, BUDZINSKI, 1999). Se for
utilizado tempo maior ndo, normalmente ndo ha aumento de rendimento. Entretanto,
guando o sistema de aquecimento for fechado, sdo necessarios mais de 20 minutos

para o arrefecimento dos viais (CAMEL, 2001).
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2.7.3.4 Forca das microondas

Forca de microondas e tempo de irradiacéo séo dois fatores que influenciam a
extracdo por este método. Sob forgcas muito altas as células se rompem
abruptamente, devido as elevadas temperaturas atingidas e, consequentemente, o
extrato apresenta maiores quantidades de impurezas. Sob for¢cas mais moderadas, a
ruptura celular pode ser feita gradualmente, melhorando a seletividade da extracao
(MANDAL, MOHAN, HEMALATHA, 2007).

No sistema de aquecimento que utiliza viais fechados, para a extragdo de
compostos termolabeis, altas temperaturas causam degradacdo dos constituintes
dos extratos; neste caso, a forca escolhida durante a extracdo deve ser setada
corretamente, ou seja, otimizada, para evitar excesso de temperatura. A forca
escolhida depende do numero de amostras a serem extraidas em um Unico
procedimento, pois disto depende o volume total de solvente a ser aquecido
(MANDAL, MOHAN, HEMALATHA, 2007).

2.7.3.5 Caracteristicas da matriz

O tamanho da particula vegetal e 0 estado no qual esta se apresenta podem
afetar profundamente o processo de extracdo. O tamanho das particulas esta
geralmente entre 100 ym — 2 mm. Particulas de tamanho reduzido podem melhorar
a extracdo devido ao aumento da superficie. Isto acarreta maior contato entre matriz
e solvente e aumenta a profundidade de penetracdo das microondas. Entretanto,
particulas muito finas dificultam a separacdo da matriz e do solvente apds a
irradiacdo. Geralmente, sdo necessarios processos de centrifugacao e filtracdo para
resolver o problema (ESKILSSON, BJORKLUND, 2000).

O pré-tratamento da amostra pode auxiliar na efetividade e seletividade da
extracdo. A amostra pode ser irradiada junto com um solvente transparente as
microondas e facilitar a extracdo de compostos termolabeis, ou pode ser pré-tratada

com etanol ou agua. Estes solventes sdo de alta capacidade de absorbancia e
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7

aquecem mais facilmente. A extragcdo €, entdo, realizada através de dois
mecanismos: aquecimento direto pela interacdo das microondas com o etanol (e/ou
agua) e aquecimento pela difusdo do excesso de calor resultante da interacdo das
microondas com a matriz pré-tratada. Em alguns casos, a propria umidade contida
na matriz melhora o rendimento extrativo (MANDAL, MOHAN, HEMALATHA, 2007).

2.7.3.6 Temperatura

Elevadas pressdes sdo usadas para manter os solventes em temperaturas
maiores que o ponto de ebulicdo, a pressdo atmosférica. Em sistemas fechados, a
temperatura atingida esta acima da temperatura de ebulicdo do solvente, resultando
em aumento da eficiéncia de extracao por desligamento dos analitos de sitios ativos
da matriz. Além disso, os solventes apresentam grande capacidade de solubilizar os
analitos em temperaturas maiores, pois a tensdo superficial e a viscosidade do
solvente diminuem. Em sistemas fechados, o aumento da temperatura também esta
associado ao aumento de pressdo. Em viais abertos, a temperatura pode ser
controlada através de combinacbes de solventes que aquecem diferentemente
(MANDAL, MOHAN, HEMALATHA, 2007; HUIE, 2002; ESKILSSON, BJORKLUND,
2000).

2.8 Extracao por fluido supercritico (EFS)

No estado supercritico de uma substancia, a densidade é préxima aquela do
estado liquido, enquanto a viscosidade € proxima aquela do estado gasoso e a
difusibilidade é aproximadamete duas ordens de magnitude maior que no estado
liquido tipico (BRUNNER, 2004).

Por este método extrativo € utilizada a capacidade de certos compostos de se
tornarem excelentes solventes para certos solutos, quando é alterada sua presséo e

temperatura. O solvente se torna supercritico quando estd acima de seu ponto
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critico. Fluidos supercriticos possuem propriedades Unicas, intermediarias entre
aguelas de gases e liquidos, que dependem da pressdo, da temperatura e da
constituicdo do fluido (HUIE, 2002). O dioxido de carbono (COy), o fluido mais
utilizado, devido a sua moderada temperatura (31,3°C) e pressao critica (72,9 atm),
€ gasoso em temperatura ambiente. Entretanto, o CO, supercritico, pela baixa
polaridade, € menos efetivo para a extracdo de compostos com maior polaridade em
fontes naturais.

No diagrama apresentado na Figura 10 € possivel visualizar:

- a curva de fusdo, local onde um ponto encontra-se no estado sdlido e
liquido em equilibrio, C — B;

- a curva de sublimacédo, que contém a substancia em estado de solido-
gasoso em equilibrio, A — C;

- a curva de vaporizacao, que contém a substancia em estado liquido-gasoso
em equilibrio, C — D;

- 0 ponto triplo, PT, no qual os trés estados coexistem e

- 0 ponto critico, PC, que esta no final da curva de vaporizacédo, onde o gas e
a fase liquida se fundem para formar um unico fluido homogéneo, e para além deste
ponto, situa-se a regido do fluido supercritico (RAVENTOS, DUARTE, ALARCON,
2002).

=

W

S0lido Liqu.idu g;um supercnm:a

Gazozo

Pressiao —

Te Temperatura—+

Figura 10 - Gréafico Temperatuta x Pressdo de uma substancia pura em estado supercritico.
Fonte: Brunner, 1994.
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O CO,; é o solvente que extrai compostos com estruturas quimicas
semelhantes aos extraidos com solventes organicos convencionais. A polaridade do
gas carbbnico esta proxima aquela do pentano e do hexano. Sendo assim, é
essencialmente um solvente nao-polar, mas seu poder solvente varia
consideravelmente com a densidade, permitindo extrair grande variedade de
substancias, dependendo da pressao aplicada. Além disso, sua baixa temperatura
critica previne a degradacdo térmica dos compostos extraidos (LANG, WAI, 2001;
DEL VALLE, AGUILERA, 1999).

A extracdo por CO, supercritico € um método pouco poluente e extrai
eficientemente compostos de materiais sélidos. Apresenta varias vantagens
distintas, inerentes a técnica, conforme LANG e WAI, 2001:

- Os fluidos supercriticos apresentam baixa viscosidade e alta

difusibilidade® por isso podem penetrar nos poros da matriz sélida com mais

facilidade que os solventes liquidos, rendendo maior transferéncia de massa e

aumentando a velocidade de extracao.

- Na extracéo por fluido supercritico, um fluxo de um fluido € continuamente

forcado através da amostra podendo, fornecer extracdo completa da droga

vegetal.

- A seletividade durante a extragdo pode ser manipulada por variagao das

condicbes de temperatura e pressdo, afetando a solubilidade de diferentes

compostos no fluido supercritico.

- Solutos dissolvidos em CO, supercritico sao facilmente separados por

despressurizacgédo, eliminando assim o processo de concentragcao da amostra.

- Na extracao por fluido supercritico ndo sdo utilizados solventes organicos

ou, quando usados como modificadores, isto € feito em pequenas

guantidades.

- Processos em larga escala utilizando-se CO, supercritico podem ter os

residuos minimizados, através de reutilizacéo ou reciclagem do COs,.

- Na extracdo por fluido supercritico pode ser aplicada em diferentes

escalas: analitica (menos do que um grama a poucos gramas de amostra),

preparativa (centenas de gramas de amostra), escala piloto (quilos de

3 Difusibilidade de fluidos supercriticos é ~10rd2¢s e dos solventes liquidos ~10-5 cm2/s.
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amostra) ou escala industrial (toneladas de matéria-prima, como ocorre na

extracao de cafeina de gréaos de café).

- Pode prover informacbes sobre os processos e 0s mecanismos da

extracao.

A extracdo por fluido supercritico € um processo simples, no qual os
principais parametros a serem controlados sao a temperatura, a pressao e a taxa do
fluxo do fluido supercritico. A figura 11 apresenta um esboco basico de uma
extracdo por fluido supercritico. Este sistema consiste de uma bomba de alta
pressao que fotnrce o fluxo de CO, e uma célula de extracdo contendo a amostra, a
qual é mantida sob condigbes ideais de pressdo e temperatura. Um solvente
organico pode ser adicionado ao sistema, utilizando uma bomba adicional ou células

de pré-mistura (CAMEL, 2001).

-

H C
L
E

Figura 11: Esquema basico de um extrator por fluido supercritico. A — Resevatorio de CO,
reservoir; B, C — Banhos termostatizados; D — Vial de extracéo; E — Vial coletor; F — Bomba
de alta pressao; G — Transdutor de pressao absoluta; H — Aquecedor elétrico.

A extracdo de solutos presentes em matriz sélida, com o emprego de gases
pressurizados, consiste na solubilizacdo e posterior separagdo da mistura soluto
mais o0 solvente. Durante o processo de extracdo, 0 solvente supercritico escoa

através de um leito fixo, constituido de particulas sélidas, dissolvendo os
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componentes solaveis. O esgotamento do sélido ocorre na direcdo do escoamento,
enquanto a massa de extrato na fase solvente aumenta na mesma dire¢cdo. O
solvente € alimentado no extrator e atravessa o leito fixo, carregando consigo o
soluto, que na saida do extrator, € precipitado através da simples expansao do
solvente (BRUNNER, 1994).

Efeitos similares ao estado supercritico podem, em alguns casos, ser
alcancados a temperaturas proximas da temperatura critica de uma substancia no
estado liquido, se a pressao for maior que a pressao critica e a temperatura for

menor que a pressao critica (P > Pc, T < Tc) (BRUNNER, 2004).

2.8.1 Uso de Modificadores

Modificadores ou co-solventes podem ser introduzidos como uma mistura de
fluidos pelo sistema de bombas. Um co-solvente apresenta volatilidade intermediaria
entre a do fluido supercritico e 0s compostos a serem extraidos. Ele € miscivel com
o fluido supercritico e constitui uma pequena percentagem do total da composicao
do fluido. Normalmente, todos o0s co-solventes em condicdes ambientais sao
liquidos, mas gases também pode ser utilizados. Co-solventes podem melhorar a
solubilidade e a seletividade pelo soluto, através de interacbes fisicas com o
solvente, pelo aumento da densidade, bem como pela interacdo quimica especifica
com os solutos. Quando se deseja conhecer o mecanismo de modificagdo da
polaridade por adicdo de um modificador, é preciso conhecer a relacdo modificador-
soluto, como por exemplo, se envolvem interagdes tipo dipolo-dipolo, dipolo induzido
ou pontes de hidrogénio (RAVENTOS, DUARTE, ALARCON, 2002).

Adicionando modificadores é possivel aumentar a polaridade do fluido
supercritico, Solventes de volatilidade intermediaria como hexano, etanol e
diclorometano geram forcas intermoleculares que aumentam o poder do solvente, ao
competir com 0s compostos adsorvidos nos sitios da matriz do substrato. Assim é
acentuada a dependéncia da solubilidade em relacdo a temperatura, de modo que

0s co-solventes permitam reduzir a pressao de extracao e possibilitem uma eficiente
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separacao soluto-solvente, apenas por alteracdo da temperartura (DEL VALLE,
AGUILERA, 1999).

A adicdo de grandes quantidades de modificadores muda os parametros
criticos da mistura (POURMORTAZAVI, HAJIMIRSADEGHI, 2007).

2.8.2 Efeito da matriz na extracao por fluido supercritico

Geralmente, o substrato sélido forma um leito fixo, através do qual o gas
supercritico escoa e extrai os componentes do substrato. Esta extracdo caracteriza-
se como um processo em regime transiente. Nesse processo 0s componentes S&0
transportados da fase soélida para a fase supercritica. Para extracdo supercritica de
um substrato sélido, o sistema material vegetal+CO, pode ser explicado como sendo
constituido por 3 componentes: o0 solvente; o soluto e a estrutura celulésica. A
estrutura celuldsica é inerte ao CO,, mas interage fortemente com o soluto. Para
plantas odoriferas, medicinais e condimentos, a por¢do soltvel do substrato solido é
formada de Oleo resina, 6leo essencial, pigmentos, varias substancias pertencentes
a varias classes de compostos organicos. Logo, o extrato € uma mistura complexa
de substancias quimicas como terpenos, terpendides, propandides oxigenados e
nao oxigenados como ésteres, entre outros. Em geral, os solutos estdo localizados
dentro das células vegetais, que podem ou nao sofrer ruptura, quando pré-tratadas,
como através de moagem, por exemplo (RODRIGUES et al., 2002).

Diferentes fatores como o tamanho da particula, forma, area de superficie,
porosidade, nivel de umidade, quantidade de solutos extraiveis e a natureza da
matriz afetam a extragéo.

O tamanho da amostra € um fator critico porque particulas grandes podem
resultar em aumento do tempo de extracdo, enquanto uma amostra muito
pulverizada pode acelerar a velocidade de extracdo, mas também prejudicar a
manutencdo de um fluxo apropriado ou entdo ser varrida para fora da célula
extratora (CHEMAT et al., 2004).
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Plantas frescas sdo preferidas para extracdo de compostos termolabeis .
Entretanto, a grande quantidade de umidade pode causar dificuldades mecénicas

como entupimento do sistema, devido a formacéo de gelo (LANG, WAI, 2001).

2.8.3 Seletividade

CO, pode atuar como solvente em temperaturas relativamente baixas e com
parametros de pressdo e temperatura ajustados pode realizar a extracdo de
compostaos naturais de maneira seletiva. O CO,, por ter baixa polaridade, extrai
compostos soluveis em solventes organicos apolares convencionais. A solubilidade
dos solutos no CO, depende somente da combinacdo de efeitos entre o peso
molecular e a estrutursa quimica do substrato e varia amplamente conforme as
condi¢cbes de extracdo. Cada composto que se deseja extrair depende da pressao e
da temperatura utilizada.

Compostos com grupamentos polares e alto peso molecular, apresentam

solubilidade diminuida. Compostos organicos oxigenados de médio peso molecular
como alcoois, aldeidos, cetonas, éteres e ésteres, e compostos nao polares como
alcanos, alcenos, terpenos de baixo peso molecular e compostos orgéanicos polares,
como &cidos carboxilicos, de muito baixo peso molecular sao soliveis. J& acidos
graxos livres e seus glicerideos tem reduzida solubilidade, assim como a agua.
O CO, gasoso tem poder solvente praticamente nulo, entretanto, em altas
temperatura solubiliza compostos como uma extracdo por arraste de vapor. No
estado liquido, o CO, no estado liquido a 0-20C apresenta solubilidade mediana,
devido a alta densidade do solvente e a baicha temperatura. No estado supercritico,
a medida que a pressdao aumenta o CO, € capaz de separar compostos menos
volateis, de maior peso molecular, e/ou maior polaridade, como, Oleos essenciais,
terpenos com maior massa molecular e ésteres, acidos graxos livres, azeites, ceras,
resinas e pigmentos. Proteinas, amidos, agUcares e sais minerais sdo insolaveis
(DEL VALLE, AGUILERA, 1999).

Monoterpenodides (CioHis), monoterpendides oxigenados e sesquiterpenos
(C1sH24), diferem em peso molecular e polaridade, o que afeta sua pressao de vapor
e solubilidade. Monoterpenos exibem altas pressdes de vapor, por isso tem alta
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solubilidade no CO; supercritico. Assim, pressées de 80-90 bar e temperatura de 40-
50C sao recomendadas, quando se quer seletividade (REVERCHON, 1997).
Monoterpendides oxigenados possuem ampla faixa de peso molecular e de
polaridade, conforme as substituicbes que apresentam, resultando em amplos
valores de pressao de vapor, comparaveis as dos sesquiterpenos. Isto resulta em
larga distribuicdo de valores para a solubilidade. Sesquiterpendides oxigenados tem,
geralmente, menor pressao de vapor e solubilidade em CO, supercritico. Contudo,
quando a pressao de extracdo aumenta além de 120 bar, todos os compostos
mencionados sdo sollveis e portanto, extraiveis (DEL VALLE, LA FUENTE,
CARDARELLI, 2005).

Muitos oleos de plantas sao triglicerideos de acidos graxos com 18 atomos de
carbono. Sua solubilidade em CO2 ¢é dependente do peso molecular e ndo do grau
de insatura¢d. Assim para a extracao destes compostos, temperaturas de 40°e 226-
625 bar sdo suficientes para extrai-los. A mesma correlagdo ndo pode ser feita para
0s 6leos essenciais (DEL VALLE, LA FUENTE, CARDARELLI, 2005).

Dados de solubilidade podem ser usados para avaliar a possibilidade de se
extrair compostos, somente em casos em que 0 soluto a ser extraido ndo tenha
afinidade elevada com a matriz insolivel. Se o composto esta adsorvido na matriz
solida ou contido dentro de uma estrutura, diferentes relagdes de equilibrio devem
ser aplicadas. Compostos parafinicos tém solubilidade diferente dos componentes
do Oleo essencial; quando se apresentam juntos, 0s Oleos essenciais S&0 menos
solaveis em CO; supercritico. Ceras estdo localizadas na superficie das folhas e sua
funcdo é controlar a taxa de perspiracdo. Os Oleos essenciais estdo localizados
dentro das células, nos vacuolos. Para a extracdo de ceras e 6leo essencial ha
diferentes métodos de transferéncia de massa. Ceras nao apresentam afinidade com
outras partes da superficie da folha, por isso séo extraidas com limitada resisténcia a
transferéncia de massa da fase soélida. Ja o 6leo essencial € completamente soluvel
em CO;, supercritico, mas seu processo de extracdo caracteriza-se por maior
resisténcia da fase solida. Como resultado, a extracdo pode ser controlada por
mecanismos de transferéncia de massa, onde a co-extracdo de ceras pode feita por
separacao fracionada (DEL VALLE, LA FUENTE, CARDARELLI, 2005).

Contudo, se ndo sdo os compostos volateis a serem extraidos, deve-se
aumentar a densidade do CO;, (LANG, WAI, 2001).
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2.8.4 Influencia da temperatura e pressao

A temperatura constante, um aumento de pressdo provoca um aumento da
densidade e, consequentemente, um aumento do seu poder solvente. A influéncia
da temperatura na solubilidade € mais complexa que a da pressdo. Em alta
pressdo, a solubilidade aumento como aumento da tempeatura quando o fluido &
relativamente incompressivel, solubilidade aumenta com a temperatura provocando
aumento d e tensao de vapor do solutoo vapor soluto. Contrariamente, em casos de
pressdo intermediaria, mas préximas a pressao critica, o fluido é altamente
compressivel e um pequeno aumento na temperatura causa uma diminuicdo
acentuada da densidade e, portanto, uma diminuicdo na solubilidade do composto
(DELATTRE, 2007).

Pressiio Temperatma C°

bhar

0,25 050 0,75 10 125

Densidade g/cmm3

Figura 12 - Varia¢do da densidade de CO,  em funcdo da presséo e da temperatura. Fonte:
REID, 1987.

A solubilidade do substrato no fluido supercritico é funcdo da densidade do
solvente e da pressdo de vapor de soluto. Ao se percorrer uma isoterma com o
aumento de pressao, a densidade do solvente aumenta, enquanto a pressao de

vapor diminui. Por outro lado, se a temperatura for aumentada isobaricamente,
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ocorre diminuicdo da densidade do solvente e aumento da pressao de vapor do
soluto (Figura 12) (POUMORTAZAVI et al., 2007).

2.9 Vantagens/ devantagens e otimiza¢ao dos diferentes métodos extrativos

A literatura apresenta um resumo das vantagens e desvantagens dos
diferentes métodos extrativos, resumidos no Quadro 1. O Quadro 2, apresenta
estratégias para otimizacao da extracao por fluido supercritico e microondas,
segundo CAMEL, 2001.



Quadro 1: Principais diferencas entre os meétodos extrativos. Fonte:
KAUFMANN, CHRISTEN, 2002; HUIE, 2002; WANG, WELLER, 2006.

Técnica extrativa
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LETELLIER, BUDZINSKI, 1999; CAMEL, 2001,

Descricdo breve

Extracdo por microondas

em viais fechados

Extragcéo por
microondas em viais

abertos

Extracao por fluido

supercritico

Extracdo por soxhlet

Extracéo por

sonicacdo

A amostra é imersa em
um solvente que absorve
energia das microondas

em um vial fechado, que

A amostra é imersa em
um solvente, e absorve
energia das

microondas em um vial

A amostra é colocada em um
vial e extraida a altas
pressfes com um fluido

supercritico (geralmente o

A amostra é colocada
em um aparato de vidro
e percolada

repetidamente, sob

A amostra é imersa
em um solvente dentro
de um frasco e

colocada em um banho

€ irradiado aberto, que é irradiado diéxido de carbono a aguecimento, com ultrassoénico
pressdes de 150-450 bar e vapores condensados
tempersturas de 40-150C); o de solvente
analito é coletado
Tempo de extracdo 10-30 min 10-30 min 10-60 min 3-48 h 10-60 min
Tamanho da amostra 1-20 g 1-10g 1-5¢9 1-30¢g 1-30¢g
(9
Volume de solvente 10-50 30-70 2-5 100-500 30-200
usado (ml)
investimento moderado moderado alto baixo baixo
vantagens Extracdes rapidas e Extracdes rapidas;

multiplas; pouco volume
de solvente; temperaturas

elevadas

pouco volume de
solvente; como opera a

pressao atmosférica, é

mais segura.

Extracdes rapidas; volume de
solvente minimo;
temperaturas elevadas;
potencialmente mais seletivo;

ndo requer lavagem, filtracdo

Técnica padronizada.

Extracdes multiplas




63

nem concentragdo do extrato;

automatizacao
desvantages O solvente deve ser | O solvente deve ser | Muitos parédmentros a | Extracéo demorada; | Consumo de grande
capaz de absorver | capaz de absorver | otimizar, principalmente em se | condumo de grande | volume de solvente
microondas; remocdo de | microondas; remocdo | tratando de extracdo de | volume de solvente; | gasto; podem  ser
impurezas como clorofila | de impurezas como | compostos polares, a | remogdo de impurezas. | necessarias extracdes
ou lipidios que co- | clorofila ou lipidios que | extracéo é altamenete | N&o é automatizado. repetidas; remocéo de

extraem juntos (por ex.
filtracdo ou
centrifugacao); tempo
gasto no resfriaento do

vial; ndo seletivo; risco de

operar em pressodes
elevadas; risco de
degradacéo térmica,

principalmente conforme

0 contelido de agua.

co-exreaem juntos (por
ex. filtracdo ou
centrifugacao); tempo
gasto no resfriamento
do vial, ndo seletivo.
Processa no maximo
trés  extracbes ao
mesmo tempo, risco de
degradacdo  térmica,
principalmente

conforme o contetdo

de agua.

dependente das condi¢des da
matriz, risco de congelamento
na tubulacdo se houver
grande conteldo de agua na
matriz. E automatizado, mas
permite apenas uma ou duas

extracbes em cada ciclo.

impurezas. E
automatizado, mas
permite apenas uma
ou duas extragcdes em
cada ciclo.
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Quadro 2: Estratégias de otimizacdo para técnicas de extracao por fluido supercritico e extracdo por microondas. Fonte:

CAMEL, 2001.

Técnica

Parametro

Efeito observado

Estratégia de otimizacgao

supercritico

Extragédo por fluido

Natureza dos solutos

Apolar

Problemas de solubilizagéo

CO,

Moderadamente polar ou polar

Problemas de solubilizag&o

CO, + solvente orgénico,

outros fluidos

I6nico

Problemas de solubilizagcéo

CO, + reagente: pareamento
de ions, complexacéo,

derivatizacéo.

Parametros de

extracao

Presséo

Solubilizacao

Aumento de pressao

Temperatura

Desorcéo, difusdo

Aumento de temperatura

Tempo

Duracéo da extragéo

Aumento do tempo de

extracdo

Natureza da matriz

Particulas grandes

Diminuicdo da taxa de
extracdo, diminuicdo do

rendimento

Melhora da moagem da

matriz

Sitios ativos

Soluto adsorvido na matriz

Adicao de um modificador

Conteudo de agua

Agua entranhada na matriz,

diminuicao do rendimento

Secagem ou adicao de um
agente secante

Solvente ou mistura de

Extracao por microondas

Natureza dos solutos

Apolar ou polar

Problemas de solubilizagcéo

solventes que, usualmente,

absorvem as microondas

Parametros de

extracao

Temperatura

Problemas de solubilizacéo,

desorcao, difusédo

Aumento de temperatura
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Tempo

Duracao da extragéo

Aumento do tempo de

extracao

Natureza da matriz

Particulas grandes

Diminuicdo da taxa de
extracao, diminuicdo do

rendimento

Melhora da moagem da

matriz

Conteudo de agua

Superagquecimento,

diminuicao do rendimento

Secagem ou adicao de um

agente secante
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2.10 Métodos extrativos de plantas medicinais: um enfoque sobre os métodos

empregados na pesquisa com Lippia sidoides.

2.10.1 Extracéo por microondas de L. sidoides.

Um forno de microondas domeéstico foi adaptado por CRAVEIRO, MATOS,
ALENCAR, 1989, como objetivo de extrair 6leo essencial da planta fresca sem
adicdo de 4gua nem solvente através de extracdo por microondas. Trabalhando com
quantidades de 30-40 g de planta fresca a extracdo foi bem sucedida apos 5 min de

irradiacdo em poténcia maxima.

(1) Bomba de ar
(1) Tubulagiio de teflon

(3) Baliio de de fimdo redondo coberto com tampa 24/40
{4) Forno de microondas

(5) Baliio de fundo redondo de 50 ml

(6) Condensador

(7) Cilindro de 1 1. graduado

(8) Mistura sal + gelo

{9} Selo de teflon

(10) Agua destilada + éleo essencial

Figura 13 - Forno adaptado por Craveiro, Matos, Alencar, 1989, para extracdo por
microondas.

A mistura 6leo/agua foi obtida com diclorometano em funil de separacéo, o
Oleo extraido pelo equipamento, apos analise por CG-EM, néo foi diferente
qualitativamente do 6leo extraido por arraste de vapor, embora estes apresentassem
diferencas significativas em relagcdo as percentagens de cada componente. A
quantidade total de material extraido e o tempo de extragdo foram drasticamente
reduzidos (CRAVEIRO, MATOS, ALENCAR, 1989).
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2.10.2 Extracéo por fluido supercritico de L. sidoides

Trés métodos extrativos usados na obtencdo de extratos de folhas de L.
sidoides foram comparados por SOUSA et al., 2002: a extracdo com CO,
pressurizado, ou seja, proximo do ponto supercritico, arraste de vapor e extracao
com etanol pelo método de Povh. Neste trabalho, foi avaliada a solubilidade do 6leo
essencial de L. sidoides pelo método dindmico. Foram utilizados como parametros
pressoes de 66,7 e 77,5 bar, nas temperaturas de 10, 15,20, 22 e 25T.

Nos experimentos de Sousa e colaboradores, foi pesquisado o Q*, que é o
fluxo de solvente no qual este esta saturado pelo soluto. A maior transferéncia de
massa ocorreu nha pressao de 66,7 bar e na temperatura de 15C com um fluxo (Q%*)
de 1,5 x 10™kg/s. Com fluxo abaixo deste valor, o rendimento foi menor porque
houve efeito de dispersao axial, e quando o fluxo encontrava-se acima deste valor, 0
rendimento também caiu, pois o tempo de contato com o solvente foi menor. Assim,
em fluxo de 1,5 x 10 kg/s o extrato apresentou maior solubilidade nos parametros
utilizados durante esta extracdo. As variacbes das propriedades termofisicas foram
relativamente pequenas devido ao estreito intervalo entre temperatura e pressao
utilizadas. A pressédo de vapor do soluto aumentou com a temperatura, causando
aumento de solubilidade. Alta solubilidade foi observada em 66,7 bar numa faixa de
15-20C. Com essa variacdo de 5 graus de temperatura (de 15 a 20C) a
solubilidade aumentou 14%. Entretanto, 0 mesmo aumento de temperatura, mas de
20 a 25T, resultou em uma reducao na solubilidade de 42%. Degundo os autores,
no primeiro caso, se sobressaiu o efeito da pressao de vapor do soluto e no segundo
caso predominou o efeito de densidade do solvente.

Quando o extrato obtido por CO, pressurizado foi comparado com o extrato
obtido por hidrodestilagdo e por extracdo com etanol, através de CG-EM, foi
constatado que o0s extratos apresentavam perfis semelhantes. A analise por
cromatografia gasosa do extrato obtido por fluido supercritico apresentou: timol
(48,32%), 1,8-cineol (8,62%) e carvacrol (6,90%).

O rendimento total dos processos extrativos foram maior, na ordem: extragéo
com CO; > hidrodestilacdo > extracdo por etanol. O conteudo de timol foi maior no

caso da extracdo com etanol, seguindo-se a extracdo por CO, pressurizado e, na
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sequéncia, a por arraste de vapor. O conteldo de sesquiterpendides manteve a
proporcao para a extragdo com CO, pressurizado e hidrodestilagdo, mas foi menor
na extracdo por etanol. Entretanto, os monoterpendides apresentaram-se em maior
guantidade no macerado que nos outros dois extratos (SOUSA, et al., 2002).
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Abstract

In this work, we compared seven different extraditained from the aerial parts of
Lippia sidoidesCham. against Gram-positive and Gram-negativenstiiai order to define the
best extraction method to optimize the medicina atthis plant as an antibacterial agent.
Extracts obtained by maceration (MC), soxhlet etioa (SX), ultrasound-assisted extraction
(UB; UH), microwave-assisted extraction (MAE) angpsercritical fluid extraction (SFE)
were compared according to their antimicrobial\atgtj yield, and solvent/time consumption.
Significant differences among the extraction meghadkre observed in the analysis. SFE

furnished the most active extract and it was tlweeehnalyzed by CG-MS.

Key words

Lippia sidoide<Cham., antibacterial activity, extraction methods.
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1 Introduction

According to the World Health Organization (WHOYoat three-quarters of the
world population relies upon traditional remediesainly herbs) for their health care [1].
Additionally, the WHO recognizes the importancaradicinal plants to the health systems of
many developing countries [2].

Lippia sidoidesCham. (Verbenaceae), commonly known as alecrimepia is one of
the medicinal plants that is presently being cagrgd for inclusion in the phytotherapy
program of Brazil's National Health System. Thisesies, which grows prevalently in
caatinga region, in northeast of Brazil, has plagadimportant role as antiseptic agent in
traditional medicine in this region and is usediastures, liquid soap, tisane, toothpaste and
mouthrinse [3]. Other studies have described itsracrobial activity wich presents a wide-
spectrum and has been related to a high contethtyofol and carvacrol in the essential oil.
Nevertheless, the antimicrobial activity presentgdsome ethanolic crude extracts laf
sidoidesindicates that this species also contains pol@weacompounds [4, 5]. The extraction
of active constituents is generally performed bycenation and soxhlet apparatus, while the
essential oil is generally obtained by hydrodistiin. These methods are often time-
consuming and require large volumes of organicesdk, Moreover, many natural products
could originate artifacts during the extractiontygrodistillation and sohxlet apparatus since
they are thermally unstable or undergo to hydrsly@mong other chemical degradation
reactions [6].

In this study, modern procedures of extraction vwemapared with conventional solid
liquid extraction methods from the aerial partd_gdpia sidoidesn terms of extraction time,

yields, solvent consumption and antimicrobial attivThe chemical analysis of the most

berta.heinzmann@gmail.com
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active extract was performed by gas chromatograytlymass spectrometric detection (GC-

MS) in order to determine its chemical composition.

2 Experimental

2.1 General

Plant material was pulverized at 6@@n or crushed manually and extracted with
ethanol 98%, except for SFE. For the ultrasonidsts$ extractions, the glass flasks
containing the plant material with the solvent smbmitted to manual agitation each 20 min.

All extraction procedures were performed in tripte. After the extraction procedures,
extracts were filtered, concentrated under redymedsure and weighted to determine the
extraction yields. Extraction time, temperatured asvolvent volume/sample weight ratio

(ml/g) of the different methods are described ibl&dl.

2.2. Plant material

Aerial parts ofLippia sidoidesCham. were collected in Terra de Ismael, Jardili®po
Séo Paulo (21° 04’ 108 latitude S, 47° 44’ 0,74Agitude W” at 547 m), in May 2008. The
species was identified by Fatima G. Salimena (Usite of Ribeirdo Preto, Sdo Paulo,
Brazil). A voucher specimen is deposited in thet@&bnology Department of the University

of Ribeirdo Preto under the number 1328.



73

2.3 Extraction methods

2.3.1 Conventional extraction procedures

As conventional extraction methods, maceration smdhlet apparatus were used. In
maceration, plant material was coarsely cut anchetdd in a 1000 ml ambar flask for 3 times
7 days, under occasional agitation. For the extnaaising soxhlet, pulverized aerial parts

were placed into apparatus, which was connectedavwibund-bottom flask.

2.3.2UB

Ultrasound-assisted extraction was performed iblaasonic Cleaner 1440D

working at frequency of 40 KHz.

2.3.3 UB and UH

For extractions using ultrasonic bath (UB), we uael kHz and 100 W of nominal

power ultrasonic processor, Ultrasonic Cleaner DAdel.

For the extractions with ultrasonic horn (UH 13@ &M 750), two equipments
operating at 20 kHz with nominal power of 130 abd@® W (Model VCX 130 PB and VC
750, respectively) were used. The ultrasonic anngditwas set at 40 and 70% for Model VCX
130 PB and VC 750, respectively. The experimente\werformed in a 250 ml three-neck
conic glass reactor, using an ice bath for coolihgrns were directly immersed into the

mixture.
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2.3.4 MAE

A microwave sample preparation system (Multiwvave@todel) equipped with
high-pressure quartz vessels (internal volume ah§dmaximum temperature and pressure
of 280°C and 80 bar, respectively, was used. Vegsritaining the plant material with the
solvent (Table 1) were closed and heating progratheomicrowave oven was applied: 300
W for 5 min (ramp of 5 min) and 0 W for 20 min fawoling. The maximum temperature and

pressure were set at 100 °C and 50 bar, respsctivel

2.3.5 SFE

The experiments were performed in a laboratoryesgait. The equipment consists
basically of a C@reservoir, two thermostatic baths, a syringe p@8g0 260D), a 0.1dM
jacketed extraction vessel, an absolute pressamsducer (Smar, LD301) equipped with a
portable programmer (Smar, HT 201) with a precisibt 0.12 bar, a collector vessel with a
glass tube and a cold trap. The powder aerial pgete charged into the extraction vessel.
CO; (99.9% purity) was pumped into the bed, which s@sported by two 300 mesh wire
disks at both ends, and was kept in contact wethégrbaceous matrix for at least one hour to
allow the system stabilization. Afterwards, micrdaarang valve was open for extract
collection and the COmass flow was accounted for the pump recordings.experiments
were accomplished isothermally, at constant pres@able 1) and at COlow rate of 2ml

min ™.
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2.4 Antibacterial assay

The antibacterial activity of the extracts was gedaby the broth microdilution
method as established by M7-A6 NCCLS [7, 8] fortbdaa. Assays were performed in
triplicate. The tested microorganisms included logtd strains (Table 2) and clinical isolates
(Table 3). Clinical isolates were obtained from tHaiversity Hospital of Santa Maria.

Ampicilin was used as positive control (concentiasi of 5000-0.0%l/ml).

2.5 Statistical analysis

Yield data were transformed in arc sem/100. Statistical analyses of the yield and
antibacterial activities of the extracts (concetndres 5000-9.7ul/ml) were performed using
post hoc Mann-Whitney’s test following by Kruskalalis test. A significance level of 5 %

was considered (P< 0.05) in all cases.

2.6 Thin layer chromatographic detection of thymol

Toluene : ethyl acetate (95:5) were used for th€ Tdevelopment. For the detection of
thymol, different extracts were applied on siliea §0 Fs4plates (10 x 20 cm, 0,2 mm). The
standard and the samples were diluted in ethancbmeentrations of 10 mg/ml and 50 mg/
ml, respectively. Next, 1Ql of each solution was transferred on the stad.lifhe detection

with UV-light at 254 nm was performed before antkagpraying with anisaldehyde sulfuric.

Thymol was identified as red sp&tf(0,42).
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2.7 SFE Analysis

Extracts were analyzed with a gas-chromatograpérfacted with a mass selective
detector — GC/MSD (Shimadzu, Model QP 5050A). cbods of analysis: capillary column
DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.26m); He at the flow rate of 1 ml min—1; split modplit ratio
1:20); temperature gradient program?®&Q04min); 60C up to 100°C (5 min); 100°C up to
16C¢°C (2,5 min); 160°C up to 30Q (7 min) and 30TC (5 min); interface temperature:
310°C. MS: electronic impact, 70 eV. The componewtse identified on the basis of their
retention indices relative to those of an homolagearies oh-alkanes (@Cs;) and their
mass spectral fragmentation pattern, which were pewed with those reported in the

literature and stored in the used MS Library [9, 10

3. Results and discussion

Time and solvent consumption data as well as teatyper and yield of the seven
extraction procedures are shown in Table 1. Figuoempares the yield percentages of the

different procedures.

<Table 1>

<Figure 1>

Results showed that the extraction by soxhlet ptesethe highest yield (26.3%)
whereas SFE gave the lowest one (1.37%). MAE etra@lso showed a good yield, with
15.9% of residue mass followed by maceration (13V)E works at elevate temperatures
and pressures, which drastically improve the spafethe extraction process. The direct

interaction of the microwaves with the water moleswccurring in the glands and vascular
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systems results in the subsequent rupture of taet issue and the release of the active
compounds into the organic solvent [11].

Considering time consumption, MAE demanded shantee period for the extraction
itself, although the time needed for the filtratiprocess was greater due to the amount of
impurities, as described by Wilga et al., 2007 [12pwever, additional time was spent to
remove the extractor vials thus it was necessaryad at least 20 min for cooling.
Maceration did need the highest consumption of taime solvent; therefore a greater time for
the filtration was spent. Ultrasound methods baathlband horn needed the same time for
extraction. The amount of raw material and solwaried according to the capacity of the
equipment; however, the proportion drug/solvent:aD was maintained. SFE spent less time
and acceptable amount of solvent, since CO2 isomantdispensing the filtration and
evaporation stages and saving energy as well [4B, However, this extraction method
showed the lowest yield.

Considering the antimicrobial activity, both Taband 3 show that SFE extract was
in general the most effective in inhibiting bacirgrowth of Gram-negative and Gram-
positive bacteria. The slowest yield, presentectttogy with the results of the antimicrobial
evaluation, indicated that a selective extractiébrihe active substances in this case likely
occurred. Conversely, extracts obtained by Soxalet MAE were in general less active
against the most stains assayedcherichia coliand Staphylococcus aureusere used as
models for Gram-negative and Gram-positive bactegapectively, and both showed the
same value of minimal inhibitory concentration (MJGvhen incubated with SFE (0.62
mg/ml). Nevertheless, when compared with the atassnethods SFE did not present a better
activity againstS. aureuswhereas MRSA presented the same MIC values for &idE
extraction with ultrasonic horn (0.62 mg/ml). Fdirather bacterial strains SFE presented the
best MIC values (Tables 2 and B).cereusandA. baumannishowed the best results of MIC
and MBC values when incubated with SFE. Surpriginghe typified strain oB. cereus
furnished the same values of MIC and MBC for alirasts, except for MAE. Although the
clinical isolate oB. cereusas shown MIC value of 0.16 mg/ml in the assayb BFEE, it did
not present bactericidal activity, suggesting béalteesistance (Tables 2 and 3).

Considering MBC values, we observed thAt aeruginosa a Gram-negative
bacterium, was not killed by any extract, excepSBE, which showed bactericidal activity at
the concentration of 2.50 mg/ml.

<Table 2>
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<Table 3>

The chemical composition of an extractLofsidoidesobtained by pressurized carbon
dioxide (66.7 / 78.5 bar and 10-25°C) is descritvedthe literature [15]; however, its
antimicrobial activity has never been reported. TRYC analysis, thymol could be detected in
all extracts obtained. Results indicated that tktteaetion of thymol was possible through all
methods used, including methods that undergo hegtpéerature such as soxhlet and MAE
extractions. Since CO2 is an apolar solvent and #fE the most effective inhibiting
bacterial growth, we have analyzed them by CGMS.shswed in Table 4, SFE was
characterized by large amounts of oxygenated tepe69%) and sesquiterpene
hydrocarbons (17%). The extract also contains saratunts of oxygenated sesquiterpenes
(6.3%) and traces of large chain hydrocarbons.

In FSE, the main constituents were thymol (36%)rvaerol (31%) and Z-
caryophyllene (9.37%) while the remaining composewere present as minor or trace
constituents. Thymol is an antifungal and antiba@alteagent used in topical antiseptic and
analgesic preparations in concentrations rangiomg 0.1-1% in personal care products [16].

<Table 4>

A similar composition, as showed in Table 4, wascdeed by Botelho et al. [17] for
the essential oil obtained by hydrodistillation.general, the composition of the essential oll
obtained by steam distillation cannot be comparét the volatile fraction of SFE extract
because certain components of the volatile oil tendydrolyze, whereas other constituents
are decomposed by high temperature [6]. In SFEpitkeshe use of high temperature, the
process is 3-4 folds quicker than steam distiltafibr].

Although Sousa et al. [15] have reported the etitacof the aerial parts ok.
sidoidesby pressurized carbon dioxide, the percentage ceitipo was different from the
results obtained at this work, since the authonsndio 48.32% of thymol, followed by
Ecaryophyllene (13.77%) and carvacrol (6.9%). Moexpvthe authors performed the
comparison among pressurized carbon dioxide extrgcsteam distillation process, and
ethanol extraction. Thymol was detected as majanpmund in all extracts, whereas
caravacrol was present in small quantities (bell®&o). This can be related to the geographic
region of growth, soil conditions, and growth teicjue used.

Di Pasqua et al. [18] studied the effects of thenmh@o compounds detected in SFE in
isolated form, and observed that sublethal conagairs of thymol and carvacrol promote

changes in the membrane fatty acid compositioreggonse to adaptative stress suffered by
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the microorganisms, which leads to the modulatioth® membrane fluidity. Previous studies
were performed to detectpotassium release frons @allthe first indication of membrane
damage as well as to determine MIC values, usigmdtth againste. coli, S. aureugandP.
aeruginosa MIC values ranged from 500 to10Q@/ml except toP. aeruginosa which
showed no susceptibility for the tested substahoever, the authors described potassium
loss [19]. Cox and Markham [20] evaluated sev@&aheruginosastrains which presented
intrinsic resistance to biocides by microdilutiossay using carvacrol. Although the results
show that thd®. aeruginosastrains used were less susceptible tBaooli, carvacrol was able
to damage the cell wall. An additional work desesitihe antimicrobial efficacy of thymol
and carvacrol again§. aureuATCC 6538P (0.31 mg/ml and 1.25 mg/ml, respectivalyd

E. coli ATCC 15221 (5.0 mg/ml and 2.5 mg/ml, redpety). The authors postulate that the
antimicrobial activity of these compounds may regtdm the perturbation of the lipidic
fraction of microorganism plasmatic membrane, tasylin alterations of its properties.
Moreover, the compounds also penetrate into theriort of the cell and interact with
intracellular sites critical for antibacterial adty [21].

Among the extraction methods used, SFE shows thébest one. Although it shows
the lowest yield at the employed conditions, thettmd presents advantages as the possibility
to control different parameters such as the tentperaand pressure of the process and also
time/solvent consumption allowing the optimizatwirthe yield. Moreover, there is reduction
of waste, reduction of energy consumption and subisii antimicrobial activity, since SFE
was the most active of the 7 extracts testgdinst B. cereus, P. aeruginosa, E. faecalis, E.
coli, A. baumannii, S. marcescens, K. pneumoara®S. epidermidisResults indicate that
the polar constituents &f sidoidesplay a minor rule regarding its antimicrobial atinand
show that the use of this clean production techq@hlpproach for the extraction of this
species allows the obtainment of an improved prbdlite comparison of the antimicrobial
activity detected for this extract with literatudata indicates that SFE presents an
antimicrobial activity closely together with theolated main compounds, and could therefore
be considered the best method of extractionLosidoidesin order to optimize the

antimicrobial activity of derived phytotherapeupimducts.
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Table 1

Experimental conditions and extract yield of diffiet extracts okippia sidoidesCham.
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Method Time Extraction Solvent Plant material /
consumption | temperature(C®) (ml) solvent Plant material in g (SD) Yield in mg* (& SD)
(min) / pressure (bar)

MC 30244 AR/AR EtOH (2300) 1/22 104.3 (0.70) 14.1 (0.30)
SX 1804 78/AR EtOH (250) 1/4

66.8 (11.59) 17.6 (3.27)
uB 60" 36-41/AR EtOH (250) 1/10 25.1 (0.03) 2.5(0.09)
UH130 66 10-20/AR EtOH (125) 1/10 12.5 (0.02) 0.9 (0.10)
UH750 66 13-44/AR EtOH (100) 1/10 10.1 (0.02) 1.1 (0.04)
MAE 5%+20° 80/10.5 EtOH (50) 1/10 5.0 (0.01) 0.8 (0.08)
SFE 9@ 50/150 CQ (180) 1/10 22.2 (0.27) 0.3 (0.07)

MC: maceration, SX: extraction by soxhlet, UB: extion by ultrasound bath, UH: extraction by ul@sd with horn (130 and 750 W), MAE:

microwave-assisted extraction, SFE: supercritizati fextraction, a: mean values, b: cooling tim&:Aat room, CQ solvent consumption in
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supercritical fluid extraction, ETOH: consumptiohathanol, * The data are represented as meansnédins are statiscally different, Mann-

Whitney test, g0,05.
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Figure 1: Yield of the different extraction methods
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Table 2

Antibacterial activity of different extracts bfppia sidoidesCham. against typified strains (MIC/MBC in mg/mL).

) Pseudomonas
Bacilus cereus aeruginosa Staphylococcus Enterococcus

ATCC A'IQCC ' aureusATCC faecalisATCC

14579 27853 25923 29212
MC 1.28/1.2% NA 0.62'/1.25 2.50 /2,50
SX 1.2%8/1.2% NA 0.62'/1.25 2.5¢/5.0¢
UB 2.502/2.50 NA 2.502/2.50 250 /2.50
UH130 2.502/2.50 NA 0.63/1.26 2.5¢/5.06
UH750 2.502/2.580 NA 1.28°/5.06¢ 5.00'/ 5.00
MAE 1.28° /5.0 NA 2.502/2.8 5.00'/ 5.00
SFE 0.31/0.37 2 502/ 2.50 0.62'/0,62 0.67/2.50
AM 0.008 /0.03 1.00/>1.00 0.0004 / >0.05 0.004.081

Means followed by same letter in the columns, ditdiffer from each other (Mann-Whitney tes£0p05). ATCC, it strains purchased from the
American Type Culture Collection; NA, no activitp wo 5.00 mg/ml; AM, ampicilin. Results are recatdees means of three readings. MC:
maceration, SX: extraction by soxhlet, UB: extractby ultrasound bath, UH: extraction by ultrasouth horn (130 and 750 W), MAE:

microwave-assisted extraction, SFE: supercriticad fextraction.



Table 3

Antibacterial activity of different extracts bfppia sidoidesCham. against clinical isolates (MIC/MBC in mg/mL).

) Escherichia Acinetobacter Serratia Klebsiella Staphylococ
Bacilus cereus MRSA . . " . cus
coli. baimannii marcescens pneumoniae . -
epidermidis.
MC 1.25/ NA 1.28/1.25 1.28 /5.0 1.25/2.50 2.50/2.50 2.502/ 2.50 1.28 /250
SX 5.06/ NA 2.502/250 2.502/500 5.00/5.00 5.00'/ 5.0¢ 2.502/5.00 1.28/2.50
UB 250/ NA 2.502/250 1.289/2.50 1.25/1.2% 2.50/5.00 2.502/5.00 1.28/2.50
UH130 1.25/NA 0.63/1.26 1.26/ 2.52 2.50/2.50 250/ 5.00 2.502/ 2.5 1.2%/2.50
UH750  2.50/NA 0.63'/2.5¢ 1.2%/50¢ 2.50/2.50 5.00'/ 5.00 2.502/5.00 1.2%/2.50
MAE 1.25 / NA 12%/250 2512/500 2.50/2.50¢ 5.00'/ 5.00 2.502/5.00 2.502/2.50
SFE 0.18/NA 0.62'/1.25 0.6%2/250c  0.16/0.16 1.25/1.2% 128258 0.6% /250
AM 0.004 / >1.00 0.03/1.00 NA / NA NA / NA 0.0321.90 0.004 / >1.00 0.06 / 0,250
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Means followed by same letter in the columns, did differ from each other (Mann-Whitney tes&0p05). M.R.S.A.: Methicilin-resistant
Staphylococcus aureullA, no activity up to 5.00 mg/ml; AM, ampicilin. Relts are recorded as means of three readingsmMCeration, SX:
extraction by soxhlet, UB: extraction by ultrasolrath, UH: extraction by ultrasound with horn (1&8@d 750 W), MAE: microwave-assisted

extraction, SFE: supercritical fluid extraction
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Chemical composition of the supercritical fluid rxt ofLippia. sidoidesCham.

Compound % Composition | Kl experimental Kl Literature
Oxygenated | Thymol 36.01 1280 1290
monoterpenes| Carvacrol 30.88 1292 1299
Thymol acetate 1.66 1346 1352
Sesquiterpene| Z Cariophyllene 9.37 1394 1409
hydrocarbons | E Cariophyllene 1.59 1420 1419
Alpha- Humulene 0.91 1438 1455
Khusimene 0.57 1447 1455
E-9-Epi-Cariophyllene 0.88 1468 1466
Gama Himachalenene 0.37 1484 1483
Germacrene D 1.09 1490 1485
Alpha Muurolene 0.31 1499 1500
Silphiperfolan—6-Alpha-ol 0.31 1504 1508
Gama Cadinene 0.62 1512 1512
Delta Cadinene 0.89 1520 1523
Oxygenated | Caryophyllene Oxide 6.26 1577 1583
Sesquiterpenes g(15)Dien-5-Alpha-Ol-Caryophylla t 1642 1641
Hydrocarbons | N-nonadecane t 1928 1900
N-Docosane t 2175 2200
N-Tetracosane t 2363 2400
N-Heptacosane Total identified 0.19 2698 2700
2,6,10,14,18,22,tetracosahexaene 0.22 2835 2847
N-Nonacosane 0.37 2898.5 2900
N-hentriacontane 0.45 3095 3100
Total 92.95
identified

Kl: Kovats Index on DB-5 capillary column experintanand by Adams (1995), t:

trace.
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4 DISCUSSAO

As ervas medicinais tiveram sua utilizagdo medicinal propagada através dos
tempos devido ao coquetel de fitocompostos contidos nas mesmas e que
frequentemente atuam de maneira sinérgica no tratamento de doencas, desde que
as preparacbes fitofarmacéuticas tenham sua qualidade assegurada. A
padronizacdo de fitomedicamentos tornou-se necessidade diante do potencial de
beneficios oriundos do uso de plantas medicinais.

O problema envolvendo a padronizacdo de fitoterapicos encontra raizes na
falta de eficacia, falta de metodologias confiaveis para a extracdo e falta de técnicas
analiticas para estabelecer um padrao terapéutico. O procedimento extrativo é o
passo basico na pesquisa em extratos brutos, € o ponto inicial no isolamento e
purificacdo dos constituintes quimicos presentes nas plantas (HUIE, 2002).

Na década de 80, a antiga CEME (Central de Medicamentos) promoveu o
“Encontro sobre plantas medicinais”. Nesta reunido, que contou com a participagéo
de dirigentes da Empresa de Pesquisas Agropecuarias (EMBRAPA), do entéo,
Instituto Brasileiro de desenvolvimento Florestal (IBDF, posteriormente incorporado
ao IBAMA), Banco Nacional de Desenvolvimento Econémico (BNDES), Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) entre outras, foram constatados
problemas na producgéo de fitoterapicos, que neste periodo da histéria estavam em
vias de serem oferecidos a populacdo pelos orgaos publicos. A fim de sanar os
problemas e melhorar o quadro de distribuicdo de medicamentos, principalmente a
populacdo de baixa renda, foram tomadas medidas reguladoras, entre elas, foram
elencadas 21 plantas, baseadas em informagfes populares e com critérios médicos,
antropoldgico-sociais, botanico-agronébmicos e econdmicos. Neste elenco
encontrava-se a espécie L. sidoides. A CEME nao logrou colocar no mercado
nacional um fitoterapico totalmente brasileiro, principalmente pela descontinuidade
do apoio governamental a partir de 1990 e por sua extingdo em 1997 (SANT'ANA,
ASSAD, 2004)

A partir de 2006, com a elaboracdo da Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares, a Sub-Comissdo de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos da Farmacopéia Brasileira considerou L. sidoides uma das espécies de
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interesse para a implementacéo da fitoterapia no SUS (Sistema Unico de Saude).
Assim, devido ao novo interesse do poder publico, hd no pais hoje o incentivo a
pesquisa e desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos envolvendo plantas ha

muito usadas popularmente.

Uma vez que a maioria dos artigos cientificos aborda o uso do 6leo essencial
de L. sidoides como matéria-prima para preparacdes farmacéuticas com atividade
antimicrobiana e também, por sua tintura ser uma forma farmacéutica muito utilizada
na preparacao de fitoterapicos (MATOS, 1994), foi objeto deste trabalho a obtencao
de extratos obtidos por diferentes técnicas extrativas a partir das partes aéreas desta
espécie. A larga utilizacdo de tinturas foi um dos motivos para a escolha do o etanol
como solvente extrator, pois além de ser usado na preparacdo das mesmas,
apresenta alta constante dielétrica (LETELLIER, BUDZINSKI, 1999) e possibilita
uma boa extragdo por microondas, além de possuir baixa toxicidade.

Em relagédo ao consumo de etanol na preparagao dos extartos, a maceragao
foi indubitavelmente o extrato que mais consumiu solvente e, por este motivo, houve
também um maior consumo de tempo na etapa necessaria a filtracdo e a
concentracdo do extrato. Na sequéncia, a extracdo por Sohxlet também exigiu
grande volume de solvente, seguida pelos métodos de ultrassom e microondas. O
extrato obtido por extragdo com fluido supercritico consumiu 180 ml de CO, em 90
minutos. Contudo, apresentou maior economia de tempo, pois foram desnecessarias
as etapas de filtracdo e evaporacdo, uma vez que, ao ser despressurizado na saida
do coletor, o CO, volta ao estado gasoso e o0 extrato € recolhido sem solvente
algum. No caso da extracdo por microondas, além das etapas de filtragdo, soma-se
o tempo gasto com o resfriamento dos viais (20-30 minutos), apdés a extracéo
propriamente dita. Portanto, no ultimo caso, o consumo de tempo foi maior.

O extrato com maior rendimento foi o obtido por Soxhlet (26,3%), seguido do
extrato obtido por microondas (15,9%). Comparando-se os rendimentos obtidos
atraveés dos diferentes métodos, pode ser observado que a extracdo por microondas
foi um dos métodos mais rentaveis e mais rapidos, mas esta entre 0s mais morosos.
Além disso, a extracdo por microondas e soxhlet foram, no geral, as que
apresentaram as piores concentracdes inibitérias minimas (CIMs), que variaram
entre 1,25-5,00 mg/ml, principalmente frente aos isolados clinicos que, teoricamente,
sdo mais resistentes. WILGA, KOT-WASIK, NAMIESNIK 2007, também estudaram
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as vantagens e desvantagens de diferentes métodos extrativos na extracdo de
robenidina em alimento para aves. Os resultados mostraram que a extracao por
microondas gera mais residuos que os meéetodos de extracdo por ultrassom e 0s
métodos convencionais de extracdo, havendo a necessidade de filtracdo ou
centrifugagdo. O mesmo foi constatado em nosso experimento, havendo a
necessidade de filtragdo apds a extracao e resfriamento do vial.

No geral, os extratos etanolicos secos obtidos pelos diferentes métodos foram
similares quanto aos seus caracteres organolépticos, apresentando coloracéo
esverdeada e odor aromatico, com excec¢ao dos obtidos por microondas. Os ultimos
apresentaram coloracao mais escura, o que pode ter sido ocasionado pela lixiviagao
de impurezas, como ja foi previamente reportado por MANDAL, MOHAN,
HEMALATHA, 2007. Segundo estes autores, o fato ocorre devido a rapida ruptura
da parede celular submetida a temperaturas elevadas. A ocorréncia de impurezas
em maior quantidade pode ser constatada durante o processo de filtracdo, que
apresentou relativa dificuldade, pois o extrato apresentava-se com finas particulas
de pequeno diametro que depositavam no fundo do recipiente, diferentemente dos
extratos obtidos por ultrassom, maceragao e soxhlet.

Uma vez que o extrato obtido por microondas apresentou valores maiores de
CIM, a extracdo de grandes quantidades de impurezas pode ter ocasionado a
diluicho das substancias ativas. Outro fato a ser considerado, sdo as altas
temperaturas atingidas durante o processo de extracdo, que podem levar a
degradacdo de constituintes termoldbeis ou a evaporacdo de componentes volateis.

Nossos resultados ndo mostraram superioridade na atividade antimicrobiana
dos extratos obtidos por ultrassom. S. aureus, uma bactéria Gram-positiva, produtora
de toxinas, foi a Unica excecdo em relacdo ao valor de CIM apresentado para o
extrato obtido por este método. Frente ao microrganismo acima citado, a CIM
apresentada pelo extrato obtido pela sonda de 130 W foi semelhante ao do
apresentado pelo extrato obtido por CO; supercritico (0,63 mg/ml). Entretanto, para
todas as outras bactérias, as CIMs foram menores quando incubadas com o extrato
obtido por CO, supercritico. Através da comparacdo dos valores de CIM
correspondentes aos diferentes extratos obtidos por ultrassom (sondas de 130 e
750W, bem como banho ultrassbnico), pode ser constatado que n&do houve

superioridade em relacdo aos demais métodos.
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Quanto ao rendimento, a sonda de 750 W apresentou o melhor resultado
(11,2%), seguida do banho de ultrassom (10,1%) e, finalmente, da sonda de 130 W
(7,1%). Na extracdo de saponinas do ginseng, para a qual foi utilizada extracéo por
banho e por sonda, sem renovacdo de solvente, a extracdo por sonda nao
demonstrou apresentar vantagens evidentes em relacdo a extragdo por banho.
Adicionalmente, segundo o0s autores, a extracdo por sonda apresenta uma
desvantagem, ja que viabiliza apenas uma extracdo por vez (WU, LIN., CHAU,
2001). Essa também foi observada em nossos experimentos, pois a extracdo por
banho permitiu a extragdo concomitante de trés diferentes amostras de material
vegetal. Contudo, os rendimentos pouco expressivos poderiam ter sido maiores,
caso o solvente tivesse sido renovado durante o processo, causando, neste caso,
uma maior difusdo dos constituintes para o solvente, mesmo aumentando o gasto de
solvente e tempo, necessario ao processo de filtragdo. Na extracdo por sonda,
esperavam-se melhores rendimentos pois este método é tido como superior ao
banho devido a intensidade da cavitacao ser maior e ser aplicada diretamente sobre
a amostra, o que, teoricamente, aumentaria o rendimento (CAPELO, MADURO,
VILENA, 2005).

O extrato obtido por fluido supercritico apresentou aspecto préprio e diferente
dos demais, de consisténcia pastosa, odor aromatico e coloracdo amarelada com
rendimento de 1,37%, menor consumo de tempo e um dos menores consumos de
solvente, quando comparado aos outros métodos. Além disso, demonstrou atividade
antimicrobiana superior e valores iguais de concentragdo inibitéria minima e
concentracdo bactericida minima para cepas padrédo de B. cereus (0,31 mg/ ml), P.
aeruginosa (2,5 mg/ ml) e S. aureus (0,62 mg/ ml). A atividade bactericida foi maior
do que as concentracdes testadas apenas contra o isolado clinico de B. cereus, que,
no entanto, apresentou concetracao inibitéria de 0,16 mg / ml. Concluimos que este
isolado clinico em especial, apresenta diminuicdo de crescimento frente ao extrato
obtido por fluido supercritico, mas devido a sua resisténcia, néo foi eliminado pelos
agentes antimicrobianos do extrato, sendo menos sucetivel que P. aeruginosa
ATCC, cuja CBM foi 2,5 mg/ml.

Outros autores pesquisaram a atividade de 6leos essenciais € compostos
isolados frente a cepas de P. aeruginosa e B. cereus. Nos estudos com B. cereus

confirmaram a interagdo do carvacrol com a membrana celular, dissolvendo a
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bicamada de fosfolipidios e se alinhando entre as cadeias de acidos graxos (ULTEE,
KETS, SMID, 1999). Esta distorcdo na estrutura fisica causa expansdo e
desestabilizacdo da membrana, aumentando sua fluidez e tornando-a mais
permeavel (ULTEE, BENNIK, MOEZELAAR, 2002). A passagem de metabdlitos
através da membrana celular foi investigada e demonstrou-se que a taxa de
diminuicdo de ATP intracelular ndo foi proporcional ao aumento extracelular,
sugerindo que a sintese de ATP foi reduzida ou que a taxa de hidrélise do ATP foi
aumentada, devido a presenca de carvacrol. Medidas do potencial de membrana
durante a fase de crescimento exponencial da bactéria revelaram um
enfraquecimento da forca motriz de protons. O gradiente de pH através da
membrana celular enfragueceu em presenca de carvacrol e foi completamente
dissipado nas concentracdes iguais ou maiores que 1 mM. Desta forma, o carvacrol
forma canais através da membrana por desagrupar pedacos da cadeia de acidos
graxos dos fosfolipidios, permitindo que os ions saiam do citoplasma (ULTEE, KETS,
SMID, 1999). Além da inibicdo de crescimento de células bacterianas vegetativas de
B. cereus, a inibicdo da producgdo de toxinas causadoreas de diarréia também foi
observada para o carvacrol (ULTEE, SMID, 2001). A avaliagdo dos mecanismos
bacterianos de resisténcia ao carvacrol também foi avaliada. Os lipidios das
membranas sdo moléculas adaptaveis as perturbacfes do meio, por sutis mudancgas
na composicao da cadeia acila ou grupos funcionais e podem alterar estruturalmente
a bicamada de lipidios. O carater lipofilico dos compostos obtidos dos oOleos
essenciais favorece as interagcbes com a membrana. De fato, a hidrofobicidade
facilita a particdo dos constituintes dos 6leos nos lipideos da membrana bacteriana,
causando disturbios e aumentando a permeabilidade. Como o carvacrol afeta a
célula bacteriana através de varias formas néo foi evidenciado um mecanismo de
resisténcia em particular. Entretanto, B. cereus mostrou-se resistente quando
avaliado frente a doses sub-letais em um pré-tratamento com carvacrol, diminuindo
a fluidez da membrana por modificacdes na composicao e fluidez dos acidos graxos
(DIPASQUA et al., 2006, BAKKALI et al., 2008)

Em ensaios utilizando E. coli O157:H7, Pseudomonas fluorescens, e cepas
de Salmonella typhimurium, que cresceram em presenca de timol e carvacrol, ambos
em altas concentracdes, foi demostrada uma maior resisténcia a estes compostos.

Entretanto, ao avaliar as mudancas na composicdo da membrana lipidica, as
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concentragbes dos &cidos graxos insaturados foi sempre maior que a de acidos
graxos saturados. Estudos indicam que as membranas compostas de acidos graxos
saturados tendem a ser relativamente mais rigidas que aquelas compostas por
acidos graxos insaturados. Um aumento no comprimento da cadeia de acidos
graxos € outro fator importante para a célula sobreviver, principalmente em
ambientes acidos. Este mesmo mecanismo de adaptacdo ocorre quando a célula
cresce na presenca de timol e carvacrol. Os resultados mostraram que E. coli
0157:H7 continha, sob condi¢cbes controle, acidos graxos de cadeia média ou curta
(C4-C14) e de cadeia longa (C20-C22); no entanto, quando as células cresceram em
meios suplementados com timol e carvacrol houve aumento de cadeias C20-C22.
Segundo DIPASQUA et al.,, 2006, o efeito final de fluidez da membrana € um
somatorio dos efeitos de cada lipidio individualmente. Contudo, as alteracdes
ambientais afetam a membrana no que diz respeito & composi¢cdo de seus acidos
graxos.

Varios efeitos do timol foram examinados em bactérias da cavidade oral. Sua
atividade contra Porphyromonas gingivalis, Selenomonas artemidis e Streptococcus
sobrinus, demosntrou que o0 efluxo extremamente rapido dos constituintes
intracelulares provocados pelo timol € consequéncia de seus efeitos
membranotrépicos. Existe correlagdo entre perda de conteudo intracelular induzido
por timol com a concentracdo inibitdria minima e concentracdo bactericida minima,
sugerindo que o modo de acado seja a perfuracdo da membrana. O declinio de ATP
intracelular provocado pelo timol em S. sobrinus pode ser atribuido ao vazamento de
conteudo intracelular, enquanto em P. gingivalis parece ter havido inibicdo na rota
formadora de ATP (HUMMELBRUNNER, ISMAN, 1995).

Na analise cromatografica, do extrato obtido por fluido supercritico de L.
sidoides, foi detectada uma grande proporcdo de constituintes monoterpénicos
oxigenados e sesquiterpendides. Os monoterpendides majoritarios foram tinol e
carvacrol. Estudos de STASHENKO, JARAMILLO, MARTINEZ, 2004 avaliaram o
extrato de Lippia alba, espécie relacionada ao género Lippia, obtido por fluido
supercritico em comparacdo com outras técnicas utilizadas na extracdo do Oleo
essencial. A técnica de extracdo por fluido supercritico permitiu analisar mais
eficientemente os compostos menos volateis, como 0s sesquiterpendides. Os

autores observaram que este extrato continha quantidades maiores de
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sesquiterpendides e de hidrocarbonetos de alto peso molecular, com cadeias de
mais de 25 atomos de carbono em relagdo a hidrodestilagdo e a hidrodestilacdo
acoplada ao microondas. (STASHENKO, JARAMILLO, MARTINEZ, 2004). Estas
classes de substancias também puderam ser detectadas no extrato obtido por fluido
supercritico de L. sidoides obtido nas condicbes descritas neste trabalho (50°C e
150 bar).

Com relagdo aos constituintes majoritarios de L. sidoides, timol e carvacrol
(figura 14), detectados na analise cromatografica, ambos monoterpendides com
estrutura fendlica, constituidos de duas unidades de isopreno, cada uma com cinco
atomos de carbono (C5). Sua biossintese inicia com o precurssor chamado difosfato
de isopentenila (IPP). Repetidas adicbes de unidades de IPP formam os
precurssores prenildifosfatados, sendo que, no caso dos monoterpendides, origina-
se o difosfato de geranila. Através da modificacdo do difosfato de geranila, pela acédo
das enzimas sintetases, forma-se o esqueleto terpénico e finalmente originam-se as
reacoes enzimaticas subsequentes e/ou através de reacdo redox no esqueleto
terpénico, originam-se 0s monoterpendides. Estes, portanto, sdo formados pelo
acoplamento de 2 unidades isopreno, logo, apresentam 10 atomos de carbono
(BAKKALL, et al. 2008).

OH

OH

timol carvacrol

Figura 14 - Formulas estruturais dos constituintes majortarios do 6leo essencial de L. sidoides
Cham.

Os monoterpendides timol e carvacrol tém um grupamento hidroxila em

localizag&o diferente no anel benzénico e séo, portanto, isdmeros de posigao.
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Timol apresenta a férmula C10H140 e massa molecular 150.2, cujo sindnimo &
5-metil-2-(metiletil)fenol. Em estado puro € constituido por cristais pouco soluveis em
agua, muito solliveis em &lcool, o6leos essenciais e Oleos em geral. E
moderadamente solUvel em glicerol, dissolve-se em solugfes basicas diluidas. Timol
€ usado corriqueiramente na indastria farmacéutica e alimenticia como conservante
e antisséptico (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2005). Seu isdbmero carvacrol é o 5-
isopropil-2-metifenol, de férmula e massa moleculares idénticas ao timol. E um
constituinte do 6leo essencial de varias plantas aromaticas como a Satureja
hortensis L., S. montana, Origanum dictamnus, O. majorana, Thymus vulgaris, T.
capitatus, T. serpyllum, T. zygis, entre outras. E usado como flavorizante, em
alimentos, podendo ser adicionado na ordem de 2 ppm em bebidas e 25 ppm em
doces (VICENCENZI, et al., 2004).

Quanto aos aspectos toxicolégicos, o timol é 4 vezes menos téxico que o
organofosforado monocrotofos, 21 vezes menos téxico que o organofosforado
endosulfan, 55 vezes menos toxico que o carbamato metomil e 875 vezes menos
téxico que o piretrdide cipermetrina (ARMES, et al., 1997.).

Em pesquisa para avaliacdo de atividade contra Aedes aegypti, o O6leo
essencial de L. sidoides e seu hidrolato apresentaram atividade larvicida, sendo o
timol o constituinte responsavel pela atividade. Os autores verificaram que o
hidrolato foi mais potente que o organofosforado temefos (CARVALHO et al. 2003;
CAVALCANTI et al. 2004; COSTA et al. 2005).

Timol e carvacrol apresentaram LDsgy menor que 100 pg para a larva de
Spodoptera litura, uma praga do cultivo do tabaco (HUMMELBRUNNER, ISMAN,
2001).

Segundo STAMMATI et al., 1999, timol e carvacrol tiveram fraca atividade
mutagénica no teste de Ames, sendo que atraves deste teste é avalia da ocorréncia
de mutacdo da histidina na bactéria Salmonella typhimurium (STAMMATI et al.,
1999).

AYDIN, BASARAN, BASARAN, 2005, ndo observaram atividade citotoxica em
baixas concentracdes de timol e carvacrol, sendo que as duas substancias
preveniram a quebra da cadeia de DNA induzida artificialmente em linfécitos;

entretanto, provocaram quebra da fita de DNA em altas concentracdes.
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O carvacrol ndo apresentou toxicidade em ensaios para avaliacdo de
toxicidade sub-aguda, toxicidade crbnica, carcinogenicidade e teratogenicidade. Em
dose unica de 1,5 mM/Kg a administracdo de uma mistura de carvacrol e timol 93:7,
por gavagem, ocasionou um ligeiro aumento hepatico de bifenil-4-hidrolase (DE
VINCENZI et al., 2004). O carvacrol €& excretado na forma de conjugados
glicuronideos e sulfatos ou inalterado, quando administrado na dose del mM/kg v.o.,
sofre oxidacdo nos grupamentos metila, podendo resultar em derivados do alcool
benzilico e do 2-fenilpropanol e seus respectivos acidos carboxilicos. A hidroxilagao
do anel resulta em metabdlicos minoritarios.

O carvacrol permanece levemente adsorvido no intestino de coelhos. Apés 22
horas da administracédo de 1,5 g, quase 30% da dose ainda € detectada no trato
gastrintestinal, sendo que 25% é excretada pela urina (DE VINCENZI et al., 2004).

Estudos tém avaliado a atividade antimicrobiana de timol e carvacrol, que
demonstraram um amplo espectro de atividade antimicrobiana, tanto contra
bactérias Gram-positivas quanto para as Gram-negativas, além de atividade
fungicida (MANUSCRITO 1; BURT, 2004; CHAMI et al, 2005; TAMPIERI et al, 2005;
ULTEE et al, 2001).

Carvacrol, timol e trans-cinamaldeido inibiram o crescimento de E. coli e S.
typhimurium por desintegrarem a parte externa da membrana celular e liberarem
material intracelular. Timol e carvacrol diminuiram o ATP extracelular, comprovando
assim a injuria da membrana citoplasmatica (HELANDER,1998).

Isolados clinicos de MRSA foram testados frente a carvacrol e timol, sendo
suscetiveis a ambos. Os melhores valores de CIM apresentados foram para o
carvacrol, em torno de 0.015-0.03%, v/v, enquanto que para o timol as CIMs foram
de cerca de 0.03-0.06%, v/v (NOSTRO et al., 2004).

A principal caracteristica do carvacrol e do timol é o seu grupamento hidroxila
e a deslocalizagdo de elétrons no anel benzeno. O grupamento hidroxila €&
fundamental para a atividade antimicrobiana tanto que um grupo metoxila afeta a
hidrofobicidade da molécula e altera seu tamanho, interferindo na interacao
especifica com a célula bacteriana. Além disso, a posi¢do relativa da hidroxila
influencia a atividade contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, quando se
compara as atividades do timol e do carvacrol (DORMAN, DEANS, 2000;
VELDHUIZEN et al., 2006).
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Derivados do carvacrol tiveram sua atividade antibacteriana avaliada contra
cepas de Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538). Por
remocao dos substituintes do anel observou-se que a atividade antimicrobiana se
reduz. O mesmo ocorre com a remocao de um dos grupos laterais do carvacrol, que
resultou em maiores valores de CIM. Além disso, a remocao do substituinte hidroxila,
originando o p-cimeno, resultou em uma completa perda de atividade. Esta perda de
atividade foi revertida pela substituicdo das hidroxilas por um grupamento amino,
originando o 2-amino-p-cimeno. No caso de substituicdo de um grupo metila dando
origem ao 3,4-dimetilcumeno, ndo foi observada completa inibicdo de crescimento
bacteriano nas concentracbes testadas. A remocdo dos grupos alifaticos das
cadeias laterais do carvacrol, gerando o 3-isopropilfenol e o-cresol, resultou em
baixa atividade, provavelmente devido a diminuicdo nas caracteristicas anfipaticas
nessas moléculas (VELDHUIZEN, et al., 2006). Assim, concluiram que a
anfipaticidade do carvacrol pode ser uma condi¢cdo necessaria para conferir a melhor
orientacdo na membrana celular: a parte hidrofilica da molécula interage com a parte
polar da membrana, enquanto que o anel benzeno, hidrofobico, e as cadeias laterais
alifaticas, se encaixam nas partes internas da membrana bacteriana.

Em trabalho que investigou a relacdo estrutura-atividade do carvacrol, em
comparacao com eugenol, mentol, éter metilico do carvacrol e acetato de carvacrila
contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e cepas de fungos, observou-se
gue o eugenol e mentol exibiram fraca atividade antimicrobiana quando comparados
ao carvacrol, sendo este o mais hidrofébico de todos. O éter metilico do carvacrol e
0 acetato de carvacrila ndo foram eficientes, deixando clara a importancia da
hidroxila livre para a atividade antimicrobiana.

Compostos lipofilicos possuem uma alta afinidade por membranas celulares e
suas insercbes podem induzir alteragcbes nas propriedades fisico-quimicas das
mesmas. Essas alteracdes afetam tanto a ordenacdo dos lipideos quanto a
estabilidade da bicamanda de lipideos, resultando no aumento de permeabilidade
com fluxo passivo de protons e desestabilizacdo da membrana. Tanto o grupo
hidroxila quanto um sistema de deslocalizacdo de elétrons s&o importantes para a
atividade antimicrobiana de compostos fendlicos como carvacrol e o timol. Tal
estrutura particular permite a estes compostos agirem como trocadores de prétons, o

que reduz o gradiente através da membrana citoplasmatica. O resultado do colapso
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da forca motriz dos protons e a deplecdo do ATP levam a morte celular. A
importancia da deslocalizacdo de elétrons no sistema, permitindo a hidroxila liberar
seu proton, foi observada no efeito do carvacrol em relacdo ao mentol. Contudo, no
sistema de deslocalizacédo de elétrons do acetato de carvacrila e do éter metilico do
carvacrol é possivel que estes se transformem em aceptores de elétrons, uma vez
gue nao sdo capazes de liberar um proton através do grupo éster ou éter. A
habilidade da ligacdo com o hidrogénio e sua liberacdo induz a alteracbes
conformacionais na da membrana bacteriana, resultando em morte celular (ARFA et
al., 2006, CRISTANI et al., 2007).

Em hamburgueres contaminados com E. coli O157:H7, o carvacrol facilitou a
inativacdo térmica da bactéria e reduziu a formacdo de aminas heterociclicas
carcinogénicas, formadas devido a altas temperaturas no cozimento (FRIEDMAN et
al., 2009).

Em trabalhos avaliando o timol e sua acéao contra S. typhimurium e S. aureus,
foi observado que este composto liga-se a proteinas de membrana por pontes de
hidrogénio, causando alteracbes de permeabilidade da mesma. O timol foi mais
eficiente em pH 5.5 e 6.5. e, em pHs menores, a molécula de timol deve estar
dissociada e por isso é mais hidrofdbica, ligando-se melhor as areas de proteinas
mais lipofilicas (BURT 2004).

A propriedade de compostos fendlicos causarem distirbios na membrana é
explorada para extracdo de lipopolissacarideos de bactérias. HELANDER et al.,
1985, comprovaram que o timol e o carvacrol ganharam acesso ao periplasma e
partes mais profundas da célula. LAMBERT et al., 2001 estudaram células
bacterianas de P. aeruginosa e S. aureus e demonstraram, através de sondas de
brometo de etidio, que os compostos timol e carvacrol podem penetrar além da
membrana citoplasmatica. Ndo houve penetracdo significativa de brometo de etidio
no controle, mas quando adicionado o carvacrol ou o timol (0-1%), a fluorescéncia
aumentou em 90%=z7. Isto indica que o timol e carvacrol lesam a membrana celular e
expdbem os acidos nucléicos ao brometo de etidio. Neste estudo P. aeruginosa
mostrou ser menos sensivel que S. aureus frente ao timol e ao carvacrol (385 a 450
mg/l), demonstrando que ndo ha& antagonismo entre os compostos. Através de
calculos os autores concluiram que, para P. aeruginosa, 96% do efeito
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antimicrobiano é devido a acéo aditiva de timol e carvacrol e 4% foram atribuidos a
outros componentes do 6leo de orégano.

Pela analise por CG do extrato com maior atividade antimicrobiana, ou seja,
aguele obtido por CO, supercritico, foram identificados 92% dos componentes do
extrato, sendo que 36,01% foi cons tituido de timol e 30,88% de carvacrol. SOUZA
et al, 2002, obteve 6,9% de carvacrol trabalhando a pressdo e temperaturas
menores do que as descritas neste trabalho.

A presenca de carvacrol em alta concentragcédo no extrato de L. sidoides pode
explicar a acdo contra P. aeruginosa, uma bactéria que nem sempre € inibida pelo
Oleo essencial de L. sidoides, mas que € sucetivel ao carvacrol quando na forma
isolada. Esta suscetibilidade aparece também nos casos de cepas resistentes,
sendo que seu mecanismo de acdo envolve a lesdo na membrana celular (COX,
MARKHAM, 2007).

Bactérias podem ser intrinsecamente resistentes aos antimicrobianos ou
podem adquirir a resisténcia por uma nova mutacdo ou por aquisicdo de genes de
outros microorganismos. Uma vez adquirido, 0os gens para resisténcia ndo séo
facilmente perdidos, ao contrario, tornam-se uma parte relativamente estavel do
genoma. Determinantes adicionais de resisténcia podem ser somados aos ja
vigentes, ampliando o fenotipo de multirresisténcia. Genes de resisténcia adquirida
podem permitir que uma bactéria inative o produto antibacteriano, modificaque o
alvo de acéo, produza uma via metabdlica alternativa que ultrapassa uma etapa da
via metabdlica comumente utilizada, ou permita que abactéria expresse mecanismos
de efluxo que impedem o antibidtico de atingir o seu alvo intracelular (WOODFORD,
ELLINGTON, 2007). Mecanismos de efluxo, sejam especificos ou multifarmaco, séao
determinantes importantes de resisténcia intrinseca ou adquirida aos
antimicrobianos de uso convencional. O conceito de resisténcia a multifarmacos
descreve a situacdo onde a resisténcia a um antibiético significa a resisténcia a
outro, sem serem quimicamente relacionados. Este fato esta associado a
impermeabilidade das camadas exteriores da célula bacteriana, limitando a
absorcdo dos antimicrobianos (RUSSEL, 2001), Isto € o que acontece com bactérias
Gram negativas, que sdo menos suscetiveis que as Gram-positivas, uma vez que
suas paredes celulares apresentam uma barreira maior. A camada externa das

Gram negativas age como uma barreira permeavel, com estreitos canais de porinas
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limitando a penetragdo de moléculas hidrofilicas e diminuindo a fluidez do folheto de
lipopolissacarideos, e assim, diminuindo a penetracdo de moléculas lipofilicas
(CLOETE, 2003). O modo de acao de fitoquimicos depende de sua estrutura e das
propriedades fisico-quimicas. Oleos essenciais e seus constituintes, como 0s
terpendides carvacrol e timol, estdo envolvidos na ruptura da membrana devido a
suas caracteristicas. Promovem a expansdo da membrana, o aumento da sua
fluidez e permeabilidade, distirbios nas proteinas da membrana, inibicdo da
respiracdo e alteracdo dos processos de transportes de ions, tanto em Gram-
positivas quanto em Gram-negativas (COX et al, 2000; SIMOES, BENNETT, ROSA,
2009).

Em nossos experimentos, constatamos a presenca de oxido de cariofileno
(6,26%), de Z-cariofileno (937%) e de E-cariofileno (1,59%) no extrato de L. sidoides
obtido por fluido supercritico. O Oxido de cariofileno € um sesquiterpendide
oxigenado derivado do E-cariofileno por processos de oxidacdo, seja por
autooxidacdo ou fotooxidacdo. O E-cariofileno apresenta importante papel na
quimica dos sesquiterpendides. Este composto esta relacionado biogenéticamente
ao humuleno, com o qual co-ocorre. Na analise cromatografica de L. sidoides,
também foi encontrado o humuleno na concentracdo de 0,91%.

A estrutura incomum do cariofileno, que envolve um anel ciclobuteno fundido
em trans num anel de 5 membros contendo um 1,5-dieno, prové a base para uma
variedade de transformacdes que resultam nos sesquiterpendides triciclicos
(COLLADO, HANSON, MACIAS-SANCHEZ, 1998).

Em estudo avaliando a degradacdo do E-cariofileno, (SKOLD et al., 2006) os
autores comprovaram que terpenos com dupla ligacdo sdo suscetiveis a oxidacéo
em presenca de ar. Foram investigadas as diferentes concentracfes de cariofileno
no decorrer do tempo, sendo que a concentracdo de E-cariofileno apresentava
reducdo de 50% apds 5 semanas e, apds 48 semanas, permanecia apenas 1%.
SOUSA et al, 2002, ao extrair as folhas de L. sidoides em condi¢des subcriticas
encontrou Oxido de cariofileno 0 que permite supor que este processo extrativo

facilite a oxidacao.



102

"L'homme peut acquérir des connaissances et de devenir un animal,
comme il le veut. Dieu fait des animaux, I'homme fait lui-méme. "

Georg Lichetnbery
9 CONCLUSOES

Dos 5 métodos extrativos avaliados, a extracdo por percolacdo a quente foi a

gue apresentou os melhores rendimentos.

O extrato obtido por fluido supercritico apresentou 0 menor rendimento.

O extrato obtido por fluido supercritico apresentou a melhor atividade
antibacteriana, tanto contra Gram-positivas como quanto contra Gram-

negativas.

Tanto as cepas tipificadas quanto os isolados clinicos mostraram maior
suscetibilidade frente ao extrato obtido por fluido supercritico.

O uso de sondas ultrassOnicas ndo apresentou vantagem em relacdo ao
rendimento do extrato seco obtido por esta técnica, em comparagdo com o
extrato obtido por banho ultrassénico.

Em relacdo ao consumo de tempo, a extracdo realizada por maceracao foi a
mais demorada, seguida da extracdo por soxhlet, banho ultrassonico e
sondas. A extragdo por microondas foi mais rapida, entretanto, consumiu
tempo para o arrefecimento dos viais, separacao das impurezas por filtracao e

concetracdo dos extratos.

A extracdo por fluido supercritico dispensou a etapa de filtracdo e

concentracao e, portanto, foi a mais rapida e pratica.
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Quanto ao consumo de solvente, este foi maior na extracdo por maceragao,
seguida da extracdo por soxhlet, banho ultrassdnico, sondas ultrassonicas,

extracao por fluido supercritico e microondas.

O extrato obtido por fluido supercritico apresentou timol e carvacrol como
constituintes majoritarios. Outros componentes importantes deste extrato
foram acetato de timol, Z-cariofileno, E-cariofileno, germacreno D e éxido de

cariofileno.

Como marcadores quimicos e bioldgicos para o extrato obtido por fluido

supecritico, foram determinados o timol e o carvacrol.

Como marcador quimico para tinturas foi confirmado o timol.
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