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EXTRA(;AO DE COMPOSTOS BIOATIVOS FENOLICOS E CARACTERIZA(;AO
DO OLEO ESSENCIAL DE PLANTAS DE Mimosa verrucosa BENTH.

Autora: Gilvanda Leao dos Anjos
Orientador: Fabio de Souza Dias
Coorientadora: Franceli da Silva

Resumo: A Mimosa verrucosa € uma arborea da familia Fabaceae, que pode ser
encontrada no bioma Caatinga, destaca-se promissora em bioativos (compostos
fendlicos) e 6leo essencial (O.E.). A presenca desses metabdlitos especiais
(secundérios), confere diversas aplicacbes bioloégicas, como propriedades
antioxidantes e antibacterianas. Diante do exposto, objetivou-se a otimizacdo da
extracao assistida por ultrassom de compostos fendlicos em M. verrucosa e analisar
o O.E. e os hidrolatos desta espécie. No primeiro capitulo, foram otimizadas as
melhores condi¢des de extracdo em banho ultrassénico por meio de um planejamento
Doehlert em conjunto com a fungéo de desejabilidade. A temperatura e o tempo de
sonicagao influenciaram positivamente na extragédo, sendo 25 minutos de sonicagao
e 60 °C a temperatura do solvente, as melhores condi¢cdes experimentais. Foi possivel
identificar 10 compostos fendlicos (rutina, acido vanilico, gélico, trans-cinamico, d-
hidroxibenzoico, p-cumarico, cafeico, clorogénico, ferulico e sinaptico) no extrato
otimizado. No segundo capitulo foram analisados o teor e a composi¢cao quimica do
O.E. da folha, caule e fruto da M. verrucosa. Os teores do O.E. das folhas e frutos
da M. verrucosa foram 1,17% e 0,25%, respectivamente. O O.E do caule ficou abaixo
do limite de quantificacdo, s6 foi possivel obter o hidrolato. A composicdo e
concentracdo dos compostos apresentam diferencas entre o O.E. do fruto e da folha.
No terceiro capitulo foi avaliado o potencial antifingico do O.E. e dos hidrolatos da
planta no controle do Aspergillus welwitschiae. O O.E. das folhas e todos os hidrolatos
de M. verrucosa demonstraram acéo fungistatica contra o A. welwitschiae, e reduziram
significativamente a producéo de esporos do fungo. Esses resultados indicam que a
M. verrucosa pode ser promissora como recurso bioativo, dado aos ativos
fitoquimicos, e compostos com potencial a serem utilizados no controle do A.

welwitschiae.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, Bioativos, Jurema, Ultrassom.



EXTRACTION OF BIOACTIVE PHENOLIC COMPOUNDS AND
CHARACTERIZATION OF ESSENTIAL OIL FROM Mimosa verrucosa BENTH.
PLANTS

Author: Gilvanda Leéo dos Anjos
Advisor: Fabio de Souza Dias
Co-advisor: Franceli da Silva

Abstract: Mimosa verrucosa is a tree from the Fabaceae family, which can be found
in the Caatinga biome, and is promising in terms of bioactives (phenolic compounds)
and essential oil (E.O.). The presence of these special (secondary) metabolites
provides several biological applications, such as antioxidant and antibacterial
properties. In light of the above, the objective was to optimize the ultrasound-assisted
extraction of phenolic compounds in M. verrucosa and to analyze the E.O. and
hydrolates of this species. In the first chapter, the best extraction conditions in an
ultrasonic bath were optimized using Doehlert planning in conjunction with the
desirability function. Temperature and sonication time positively influenced the
extraction, with 25 minutes of sonication and 60°C solvent temperature being the best
experimental conditions. It was possible to identify 10 phenolic compounds (rutin,
vanillic acid, gallic acid, trans-cinnamic acid, d-hydroxybenzoic acid, p-coumaric acid,
caffeic acid, chlorogenic acid, ferulic acid, and sinapic acid) in the optimized extract.
In the second chapter, the content and chemical composition of the E.O. from the leaf,
stem, and fruit of M. verrucosa were analyzed. The O.E. contents of the leaves and
fruits of M. verrucosa were 1.17% and 0.25%, respectively. The E.O. of the stem was
below the quantification limit, it was only possible to obtain the hydrolate. The
composition and concentration of compounds present differences between the E.O.
of the fruit and leaf. In the third chapter, the antifungal potential of the E.O. and
hydrolates of the plant in controlling Aspergillus welwitschiae was evaluated. The E.O.
from the leaves and all hydrolates of M. verrucosa demonstrated fungistatic action
against A. welwitschiae, and significantly reduced the fungus's spore production.
These results indicate that M. verrucosa may be promising as a bioactive resource,
given its phytochemical compounds and potential to be used to control A.

welwitschiae.

Keywords: Antimicrobial activity, Bioactive, Jurema, Ultrasound.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Diversidade vegetal do bioma Caatinga

A variedade de plantas encontradas no Brasil corresponde a cerca de 20% da
biodiversidade mundial, inclui mais de 40 mil espécies que sao ricas em compostos
quimicos naturais. Essa diversidade de plantas estd presente em diferentes biomas
(Macédo et al.,, 2018), Amazobnia, Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga, Pampa e
Pantanal. Tal abundancia destaca um potencial consideravel para producdo de
conhecimento e a elaboracdo de novos produtos com valor agregado (Carvalho;
Conte-Junior, 2021), despertando a atencdo das industrias farmacéutica, cosmética,
alimenticia e agricola, que pesquisam o potencial uso de moléculas e substancias
naturais provenientes de plantas, com a garantia de seguranca e eficacia no
desenvolvimento dos produtos (Silva et al., 2022).

No semiarido do Nordeste, o bioma predominante é a Caatinga, que cobre
cerca de 10% do territério nacional e aproximadamente 60% do Nordeste brasileiro
(Barros et al., 2023). Este bioma estende-se pelos estados do Ceara, Bahia, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Alagoas e Sergipe, além de uma pequena
parte de Minas Gerais e Maranh&o (Medeiros et al., 2018). A maior dificuldade nessa
regido arida brasileira é a escassez de agua, a estacdo chuvosa ocorre apenas
durante trés ou quatro meses consecutivos (Pagano; Zandavalli; Araujo, 2013),
enguanto a estacao seca pode durar até 70% do ano. Em quase todos os dias durante
0 ano essa regido é intensamente exposta ao sol, com temperaturas médias variando
entre 23 °C e 27 °C. As condi¢cdes ambientais da Caatinga sédo bastante diferentes
das encontradas em outros biomas brasileiros, as chuvas sé&o irregulares de um ano
para outro, resultando em secas severas (Horta et al., 2018).

A Caatinga se destaca por ser o Unico bioma exclusivamente brasileiro, sua
flora é constituida principalmente de plantas herbaceas e arbustivas lenhosas anuais,
sendo ao mesmo tempo diversificada e endémica. Foram identificadas 932 espécies
de plantas, das quais 380 s&o encontradas apenas nesse bioma (Barros et al., 2023).
A vegetacdo representada por formacgfes xerofiticas distribuidas em diferentes

camadas (herbaceas, arbustivas e arbéreas), e durante os periodos mais secos,



abriga varias espécies que tém caracteristicas caducifdlias (Cunha; Almeida; Ferreira,
2021).

E um ecossistema onde os estudos cientificos ainda ndo atendem
completamente as necessidades, pois abriga uma grande quantidade de plantas com
potencial aromatico e medicinal em seu ambiente, devido a sua vegetacao resistente
a seca prolongada e irregular, altas temperaturas e intensa radiacdo ultravioleta
(Souza et al.,, 2022). Essas plantas exibem uma ampla variedade de metabdlitos
especiais (secundarios), o que as torna altamente valorizadas pelas industrias (Barros
et al., 2023).

As espécies desse bioma, destacam-se pela ampla diversidade de atividades
biologicas, tais como, a atividade antimicrobiana do O6leo essencial e extrato
metandlico de folhas de Croton argyrophyllus e Croton heliotropiifolius contra Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans, Candida parapsilosis e Candida glabrata (Brito et al., 2018). Os extratos de
9 espécies de plantas (Eugenia uniflora, Libidibia ferrea, Mimosa tenuiflora, Psidium
guajava, Schinus terebinthifolius, Anadenanthera colubrina, Palicourea
rigida, Mimosa ophthalmocentra e Persea americana) da Caatinga apresentaram
atividade antifungica contra complexo de Trichophyton rubrum e Trichophyton
mentagrophytes (Biasi-Garbin et al., 2016). Barros et al. (2019) observaram que o
extrato etandlico de Lippia origanoides teve maior eficacia, inibindo 100% dos fungos
avaliados, Pythium sp., Phytophthora palmivora, Colletotrichum gloeosporioides,
Colletotrichum musae, Colletotrichum coccodes, Colletotrichum
truncatum, Cercosporidium sp., Curvularia sp., Sclerotium rolfsii e Moniliophthora
perniciosa. O extrato aquoso de folhas de Homalolepis ferruginea foi o Unico, dentre
os extratos de doze plantas, que apresentou atividade antibiofilme e antibacteriana
contra quatro cepas Xanthomonas citri pv. viticola (Silva et al., 2020).

A Caatinga conta com diversas plantas que, quando exploradas de maneira
adequada e sustentavel, possibilitam estudos voltados para o planejamento e
desenvolvimento de processos e produtos. Dentre as variedades de plantas existentes

na Caatinga, destaca-se a Mimosa verrucosa Benth. pertencente a familia Fabaceae.

1.1 Aspectos gerais da Mimosa verrucosa Benth.



A familia Fabaceae engloba uma grande variedade de espécies que sdo
extremamente importantes para os seres humanos pelo seu valor nutricional e
medicinal (Jacob et al., 2022), além de servir como fonte de diversos produtos, como
fibras, 6leos, madeiras e taninos (Moncao; Araujo; Citd, 2019). Essa familia inclui tanto
subarbustos quanto arvores de grande porte, com aproximadamente 795 géneros e
qguase 20.000 espécies, sendo que metade dessas espécies sdo endémicas do Brasil
e estdo distribuidas por diferentes biomas (Flora do Brasil, 2023).

Dentre os géneros da familia Fabaceae, a Mimosa € particularmente notavel,
com cerca de 540 espécies amplamente distribuidas na regido Neotropical. Seus
principais centros de diversidade estéo localizados no Brasil, sul da Amazénia e areas
adjacentes no Paraguai, Argentina, Uruguai e centro-sul do México. E o segundo
género com maior numero de espécies na flora brasileira, contando aproximadamente
com 379 delas, das quais 279 sao exclusivas do territério nacional. Na regido Nordeste
foram registradas 91 espécies desse género (Flora do Brasil, 2023). Destaca-se como
0 género da familia Fabaceae mais representativo na Caatinga (Sousa; Queiroz;
Pereira, 2021).

As plantas pertencentes ao género Mimosa, conhecidas popularmente como
Jurema, tém sido utilizadas ha muito tempo pelos povos indigenas e ainda sdo muito
empregadas na medicina popular. A presenca de diversos metabdlitos especiais
(secundarios), como compostos bioativos fendlicos, incluindo flavonoides e taninos,
confere aos extratos dessas plantas diversas aplicagcdes biolégicas, como
propriedades antioxidantes e antibacterianas, justificando seu uso em medicamentos
(Silva et al., 2020). Estudos quimicos indicam que as espécies desse género sao ricas
em flavonoides, além de terem isolado alcaloides, esteroides, terpenoides, terpenos,
saponinas, aminoacidos, glicosideos, lignoides, polissacarideos, ligninas, sais e
ésteres graxos (Moncéo; Araujo; Citd, 2019; Rizwan et al., 2022). Apenas 25 espécies
desse género foram estudadas quanto a composicéao fitoquimica (Rizwan et al., 2022),
as mais estudadas incluem M. pudica e M. tenuiflora (Monc¢do; Araujo; Citd, 2019).
Algumas outras espécies apresentam poucos ou nenhum relato cientifico sobre sua
composicao fitoquimica e potencial biolégico, apesar de serem muito usadas pela
populacao nordestina, como é o caso da Mimosa verrucosa Benth (Silva et al., 2020).

A Mimosa verrucosa Benth. (Figura 1) € uma arbdrea endémica do Brasil,

encontrada nos biomas Caatinga e Cerrado, conhecida popularmente como jurema,
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jureminha, jurema lisa, jurema vermelha e jurema da flor rosa. Destaca-se pela
aparéncia verrucosa de suas estruturas vegetativas e reprodutivas, resultante da
presenca de tricomas verruciformes (Lopes et al., 2021; Flora do Brasil, 2023). Sao
arbustos com altura entre 1,5 a 4 m, as folhas séo bipinadas, as flores séo rosadas
em forma de espigas e os frutos sdo em forma de lanca reunidos em pencas (Lopes
et al., 2021). Essa planta € muito utilizada pela populagéo local como anti-inflamatorio,
cercas para animais, na alimentagcao de pequenos ruminantes durante a estacéo seca
e como fonte de néctar e pélen para as abelhas (Silva et al., 2020; Romanoski; Santos,
2017).

Autor: Fabricio M. Miranda, 2022.

Em geral, as plantas contém uma ampla gama de compostos bioquimicos
valiosos, que |lhe conferem atividade biolégica, na M. verrucosa, 0 extrato aquoso e
metandlico do caule apresentou atividade antioxidante (Desmarchelier et al., 1999).
Romanoski e Santos (2017) encontraram no extrato etanolico da M. verrucosa (folha,
caule e raiz) esteroides e saponinas no caule e raizes, bem como flavonoides nas
folhas, observaram também que a maior atividade antioxidante dos extratos da M.
verrucosa esta na folha (IC50 = 372,7 £ 0,3 ug mL!) em relacéo ao caule e raiz. Os
autores ainda fizeram o perfil cromatografico no HPLC-DAD, e os resultados indicaram
que a espécie é rica em compostos fendlicos, apresentando muitos picos em

comprimentos de onda tipicos de compostos fendlicos (330nm), especialmente
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flavonoides. No estudo realizado por Silva et al. (2020), com o extrato etandlico do
caule da M. verrucosa, foram encontrados taninos (flobabénicos e pirogalicos), além
de flavonas, flavonois e xantonas, e o extrato apresentou atividade antibacteriana
contra Staphylococcus aureus (CIM: 250 ug mL?) e atividade antifingica contra
Candida albicans (CIM: 1250 ug mL?) e Trichophyton interdigitale (CIM: 78,13 ug mL"
1,

Na literatura hd poucas pesquisas sobre fitoquimicos em extratos de M.
verrucosa, e nenhuma, até o momento, sobre a composi¢cdo quimica e potencial

bioldgico do 6leo essencial, havendo a necessidade de estudos dessa natureza.

2. Metabolismo especial (secundério) das plantas

Ao longo do processo evolutivo, as plantas estabeleceram relacdes complexas
com o ambiente ao seu redor. Por serem limitadas em termos de mobilidade, as
plantas frequentemente enfrentam diversos fatores de estresse, tanto abidticos quanto
bi6ticos. Esses fatores incluem toxidade oxidativa, presenca de metais téxicos,
variacbes de temperatura, inundacdes, salinidade, seca e a presenca de
microrganismos e herbivoros. Para lidar com esses estresses, as plantas utilizam
varias estratégias e uma delas envolve a producao de metabdlitos especiais, que sao
uma variedade de compostos quimicos de baixa massa molecular (Cao et al., 2020;
Ogbe; Finnie; Van Staden, 2020).

As plantas produzem uma grande variedade de compostos quimicos, que
incluem tanto metabdlitos primarios quanto especiais. Os metabdlitos primarios sao
essenciais para o0 crescimento e desenvolvimento das plantas, enquanto o0s
metabdlitos especiais, embora ndo sejam essenciais, tém um papel importante na
protecdo das plantas e em sua capacidade de se adaptar a ambientes em constante
mudanca (Roaa, 2020). Os metabdlitos especiais sdo sintetizados a partir dos
metabalitos primarios e representam uma ampla gama de compostos ativos. Sua
distribuicdo no reino vegetal € restrita e varia em termos da quantidade entre
diferentes espécies e também depende do ambiente onde as plantas crescem.
Geralmente séo encontrados em quantidades menores e sao sintetizados por células
especificas em estagios especificos do desenvolvimento das plantas. Muitos desses

metabalitos presentes nas plantas, sdo constitutivos. No entanto, alguns funcionam
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como precursores inativos que sdo ativados quando ocorre danos nos tecidos ou
ataques por patogenos (Jain; Khatana; Vijayvergia, 2019).

Para a producdo de metabdlitos especiais, as plantas utilizam diversas vias
metabdlicas que se originam das rotas metabdlicas primarias. Os precursores desses
metabalitos sdo sintetizados principalmente no ciclo de Krebs e na via do chiquimato.
A via do chiquimato, ativada durante o estresse, gera triptofano, tirosina e fenilalanina,
que sdo componentes cruciais para a producdo metabdlitos especiais. Os principais
metabdlitos secundéarios (fendlicos, terpenos e compostos nitrogenados) sao
derivados das vias metabdlicas do acetato-malonato, acido chiquimico, acetato-
mevalonato (MVA) e metileritritolfosfato (MEP) (Figura 2) (Costa, 2021). Enzimas
especificas, como terpeno sintase (terpenos), fenilalanina aménia liase e chalcona
sintase (compostos fendlicos), triptofano descarboxilase, WRKY®6 e hiosciamina 683-
hidroxilase (alcaloides), regulam a producao desses metabdlitos especiais em varias

condicBes de estresse (Khare et al., 2020).

Figura 2. Rotas metabdlicas dos compostos bioativos fendlicos, terpenos e

compostos nitrogenados.
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2.1 Compostos fendlicos bioativos



Os radicais livres tém a capacidade de oxidar proteinas, lipidios e acidos
nucléicos, além de causar danos as membranas biologicas. Para combater essa
ameaca, as plantas desenvolveram sistemas antioxidantes distintos, que incluem
enzimas responsaveis pela catalise das Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) e
componentes ndo enzimaticos, como compostos fendlicos, carotenoides e as
vitaminas C e E (Kubalt, 2016).

Os compostos fendlicos (Figura 3) constituem uma categoria ampla e variada,
sendo caracterizados pela presenca de pelo menos um anel aromatico ligado a uma
ou mais hidroxilas (Ambriz-Pérez et al., 2016). Podem ser encontrados no citosol, na
parede celular ou associados a ceras presentes na superficie da planta, na forma
conjugada com amidas e ésteres, e menos frequentemente com glicosideos, ou ainda

na forma livre, sendo esta Ultima mais rara (Karakaya, 2004).

Figura 3. Estrutura do acido galico.
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Fonte: Kabera et al., 2014.

Com base no numero de anéis fendlicos e nos elementos estruturais que
conectam esses anéis, esses compostos sao agrupados e categorizados como fendis
simples, acidos fenolicos, flavonoides, xantonas, estilbenos e lignanas (Vuolo; Lima;
Marostica, 2019). Os flavonoides, um dos grupos fendlicos mais comuns,
desempenham um papel significativo na coloracéo de tecidos vegetais. Outra classe
reconhecida de compostos fendlicos sédo os acidos fendlicos, como os acidos ferdlico,
cafeico e sinaptico, que geralmente ocorrem em formas conjugadas, como ésteres,

glicosideos ou amidas, raramente na forma livre (Khoddami; Wilkes; Roberts, 2013).
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Adicionar compostos fendlicos aos alimentos ndo sé traz beneficios para a
saude, mas também ajuda a prolongar sua vida util devido as suas propriedades
antioxidantes e antimicrobianas. Em sistemas alimentares, esses compostos ajudam
a prevenir a formagéo de substancias cancerigenas, como a acrilamida, atuando como
agentes anticarcinogénicos. Os extratos vegetais podem ser usados para introduzir
esses compostos, além de servirem como corantes (Xu; Wang; Li, 2019) e
influenciarem as caracteristicas sensoriais dos alimentos. As vérias propriedades
biolégicas dos compostos fendlicos sdo fundamentais para seu uso nas industrias
farmacéutica e alimenticia (Esfanjani; Assadpour; Jafari, 2018).

Além de suas propriedades antioxidantes, esses compostos podem exercer
uma fungdo antimicrobiana, como evidenciado pelos resultados obtidos por
Grzegorczyk-Karolak et al. (2019), onde o extrato da Salvia viridis demonstrou
atividade bacteriostatica e propriedades bactericidas, provavelmente devido a
presenca de compostos fendlicos como acido cafeico e acido rosmarinico. O extrato
também exibiu atividade antifungica contra Candida albicans, Candida glabrata e
Aspergillus brasiliensis, cuja atividade foi extremamente alta.

Os flavonoides, pertencentes a um extenso grupo de metabdlitos especiais das
plantas derivado dos fendis simples, sdo predominantemente antimicrobianos e
desempenham um papel na protecdo da planta contra a radiacdo ultravioleta.
Geralmente representam a maioria das fitoalexinas, que séo substancias produzidas
como resposta a infec¢do por microrganismos ou estresse biético. Além disso, tém a
capacidade de inibir a esporulacéo, germinacéo de esporos e crescimento micelial de
fungos patogénicos. Outros compostos fendlicos, como cumarinas e taninos, séo
toxicos para herbivoros e os taninos em particular, sdo eficazes como repelentes
devido ao seu sabor amargo e desagradavel. Eles também podem se ligar a proteinas
e altera-las estruturalmente (Kubalt, 2016).

Os flavonoides presentes em frutas, vegetais e bebidas derivadas de plantas,
sao utilizados como fitoterapicos, sendo a inclusdo desses compostos nas dietas
associada a reducéo do risco de doencas como asma, cancer, diabetes e doencas
cardiacas (Khan et al., 2019). Portanto, frutas e vegetais desempenham um papel
essencial na alimentacdo humana e na promoc¢do da saude publica, sendo

frequentemente recomendados por nutricionistas (Roaa, 2020).



2.1.1 Extracdo de compostos fendlicos em plantas

A extracdo de compostos fendlicos é influenciada por suas propriedades
quimicas, tais como polaridade, concentracdo, estrutura molecular, nimero de grupos
hidroxila e presenca de anel aromatico. Alguns desses compostos podem formar
complexos com proteinas, carboidratos ou outras moléculas, o que pode dificultar o
processo de extracao (Khoddami; Wilkes; Roberts, 2013).

As propriedades de solubilidade dos polifenéis sdo influenciadas pelas suas
diferencas estruturais (Alara; Abdurahman; Ukaegbu, 2021). Tanto a agua quanto os
compostos fendlicos contém grupos hidroxila, o que facilita sua solubilidade matua.
Geralmente, quanto mais grupos hidroxila um composto possui, maior € sua
solubilidade em &gua. Isso significa que os glicosideos fendlicos sdo mais sollveis em
agua do gue as agliconas correspondentes. Além da 4gua, esses compostos também
podem se dissolver em alcoois de baixo massa molecular, como metanol e etanol, e
outros solventes organicos como acetona e acetato de etila, que tém a capacidade de
formar ligactes de hidrogénio (Bodoira; Maestri, 2020).

Técnicas convencionais, como maceracao, decoccédo, percolacdo, infusdo e
extracdo por soxhlet, sdo amplamente utilizadas para recuperar compostos bioativos
de biomassa vegetal (Arumugham et al., 2021). A macera¢ado envolve a imerséo de
amostras pulverizadas em um solvente em um sistema fechado, seguido por agitacao
constante. A percolacdo, semelhante a maceragdo, deixa 0 solvente -cair
gradualmente de cima para baixo, dispensando a necessidade de filtracdo. A
decoccao consiste em ferver amostras de plantas por um curto periodo. A infusdo é
empregada para extrair compostos volateis, macerando-as em agua fervente ou fria
por um curto periodo e deixando-as em infusdo no solvente. No método de extracao
Soxhlet, a amostra é inserida em um cartucho, enquanto o solvente é colocado em
um baldo de fundo redondo, conectado ao cartucho. A circulagdo constante do
solvente aquecido extrai 0s compostos desejados, obtendo-se um extrato concentrado
apos a evaporacao do solvente (Alara; Abdurahman; Ukaegbu, 2021).

Os métodos convencionais de extracdo usados para obter extratos bioativos
tém algumas desvantagens, como altas temperaturas, alto consumo de energia e
tempo prolongado de processo, além de baixa seletividade, e também ao provavel

uso de grandes quantidades de solventes toxicos (Lasta et al., 2019). O uso de
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solventes organicos como hexano, tolueno, cloroférmio, metanol e acetona nessas
técnicas podem alterar a natureza do extrato, tornando-os potencialmente toxicos para
0 consumo humano (Arumugham et al., 2021).

E importante ressaltar que apenas o etanol é considerado seguro para o
consumo humano entre 0s solventes organicos adequados para a extracdo de
compostos fendlicos. Devido a preocupacdes ambientais e de seguranca crescentes,
h& uma preferéncia por 4gua ou misturas de agua e etanol na extracdo desses
fendlicos (Bodoira; Maestri, 2020). Os pesquisadores estao buscando desenvolver
novas técnicas eficientes, econémicas e ecologicamente corretas que preservem a
qualidade e as propriedades dos compostos bioativos (Arumugham et al., 2021).
Dentre os processos de extracao alternativos, a extracdo assistida por micro-ondas
(EAM), a extracdo com liquido pressurizado (ELP), a extracdo com fluido supercritico
(EFS) e a extracdo assistida por ultrassom (EAU) sdo os mais estudados. Esses
processos sao considerados ambientalmente sustentaveis, caracterizados por tempos
de extracdo reduzidos e baixos indices de utilizacdo de solventes (Uwineza;
Waskiewicz, 2020).

A EAM se fundamenta no principio do aquecimento dielétrico, sendo capaz de
aguecer uma matriz tanto interna quanto externamente, sem criar gradientes térmicos.
Por meio do superaquecimento interno das moléculas de 4gua na amostra, as micro-
ondas induzem o rompimento da matriz celular, liberando compostos intracelulares
(Osorio-Tobon, 2020; Panzella et al., 2020). A ELP utiliza solventes liquidos em alta
pressdo e temperatura, abaixo de seus pontos criticos, para manté-los em estado
liquido, favorecendo a solubilidade e as propriedades de transferéncia de massa,
permitindo sua rapida penetracdo na matriz da amostra (Lasta et al., 2019; Uwineza;
Waskiewicz, 2020). A EFS, por sua vez, aproveita altas pressfes para extrair
compostos bioativos usando fluidos supercriticos, sendo o diéxido de carbono o
solvente mais comumente empregado devido a sua ndo toxicidade, néo
inflamabilidade e disponibilidade a custos razoaveis. Esta técnica tem ganhado
destaque em comparacao aos métodos tradicionais devido a beneficios como maior
seletividade, difusividade e sustentabilidade ambiental (Uwineza; Waskiewicz, 2020).

O ultrassom refere-se a ondas sonoras mecanicas em frequéncias acima de 20
kHz, ultrapassando o limite de audicdo humana. Sao gerados pelo ultrassom, ondas

de compressdo e expansdo que leva ao processo de cavitacdo, resultando na
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formacdo de bolhas que liberam alta energia, gerando pressdo e temperaturas
extremamente elevadas localizadas (Gouda et al., 2021). A implosdo das bolhas de
cavitacdo induz colisbes entre particulas, rompendo as paredes celulares da matriz.
Esse processo permite que o solvente de extracao penetre profundamente, resultando
em rendimentos de extracdo mais elevados e tempos de extracdo mais curtos (Figura
4) (Panzella et al., 2020). No processo de EAU, o material é inicialmente colocado em
um recipiente junto com um solvente em uma temperatura especifica, dando inicio ao
processo ultrassonico. Apos o tempo de extracdo, o extrato é recuperado através de
filtracdo (Osorio-Tobdn, 2020).

Figura 4. Efeito das ondas ultrassbnicas na parede celular vegetal.

Ondas
ultrassonicas

Quebra da parede

Ondas
ultrassonicas <~

Fonte: Adaptado de Yusoff et al. (2022).

Assim como a EAM, a EAU reduz consideravelmente tanto o tempo quanto a
guantidade de solvente necessarios para extrair compostos fendlicos presentes em
residuos agroalimentares. Essa abordagem é considerada simples e requer
instrumentacdo laboratorial simples, como um banho ultrassénico (Panzella et al.,
2020).

Muitas pesquisas vém demonstrando o aumento do rendimento de fendlicos
extraidos com banho ultrassénico, como Ling et al. (2019), que obtiveram maiores
teores de fendlicos totais, flavonoides totais e kaempferol de Cassia alata com a EAU
(26,91 +0,43mg EAG g, 86,69+1,67mgEQg™, 14,19+ 0,43 mg KA g*) em relacdo
a extracdo por maceracédo (EM) (20,68 + 1,63 mg EAG g7, 70,13 + 4,43 mg EQ g7,

12,01 £ 0,25 mg KA g1). O extrato de folhas da Moringa oleifera L. extraido por EAU
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(poténcia ultrassonica: 188 W, relacéo solvente-massa: 40:1 e porcentagem de etanol:
52%) exibiu maiores rendimentos de flavonoides (43,96+1,90 mg ER g?) do que
aqueles extraidos por extracdo assistida por agitacdo (33,25+1,81 mg ER g7),
extracdo assistida por soxhlet (23,22 + 1,12 mg ER g) ou EAM (36,13+0,94 mg ER
g?) (Lin etal., 2021). Yilmaz et al. (2021) conseguiram reduzir o tempo de extragdo de
teores de glicosideos de esteviol, fendlicos e flavonoides utilizando a EAU (43 min) e
EAM (16 min) em relacdo EM (112 min), bem como maiores rendimentos foram
obtidos com a EAU, seguidos por EAM e EM.

A utilizacdo de protocolos de extracdo com tecnologias ecologicamente
sustentaveis, combinados com técnicas de separacdo, como cromatografia liquida
(LC) acoplada a espectrometria de massa (MS), possibilita a identificacdo de
compostos fendlicos associados as respostas metabdlicas complexas induzidas por

mudancas ou alteracdes em diversas espécies de plantas (Herrera-Pool et al., 2021).

2.1.2 Otimizagao de métodos de extracéo

A otimizacdo dos fatores que afetam o processo de extracdo de compostos
fendlicos € importante para minimizar o tempo e a quantidade de solvente utilizada,
ao mesmo tempo em que maximiza as recuperacdes dos analitos. Tradicionalmente,
esse procedimento é conduzido ao ajustar os niveis dos fatores, também conhecidos
como variaveis independentes, e observar as variagbes na resposta, também
denominada variavel dependente (Bezerra et al., 2016; Novaes et al., 2016).

Normalmente, a otimizac&o univariada € usada, analisando cada variavel de
forma independente, no entanto, essa abordagem tem suas desvantagens, como a
necessidade de realizar um grande niumero de experimentos, consumo consideravel
de tempo e reagentes, além da incapacidade de avaliar as interacbes entre as
variaveis, podendo levar a conclusdes especificas que podem ndo representar as
condicOes ideais para todos os fatores (Novaes et al., 2016). Por outro lado, técnicas
multivariadas tém sido adotadas para otimizar métodos analiticos. Nesses projetos,
0s niveis de todos os fatores sdo ajustados simultaneamente. Essas técnicas
oferecem vantagens como analise rapida, praticidade, eficiéncia econbmica e a

necessidade de realizar menos experimentos (Friedrich et al., 2016).
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O primeiro passo da otimizacdo multivariada envolve a selecdo das variaveis
mais relevantes no procedimento de extracdo, ou seja, aquelas que tém uma
influéncia significativa na magnitude da resposta (planejamento fatorial completo ou
fatorial fracionario). Essa etapa de selecdo é crucial para eliminar variaveis que néo
contribuem de maneira significativa para a resposta, permitindo avancar para a
otimizacado apenas com as variaveis relevantes. O segundo passo se concentra na
modelagem dos dados obtidos por meio de uma matriz experimental especifica,
derivada da metodologia de superficie de resposta. Isso é realizado por meio de
designs experimentais mais complexos, como matriz Doehlert, planejamento
compostos centrais e Box-Behnken. Nesse método, func¢des polinomiais sao
ajustadas aos dados para descrever o comportamento da resposta em relacdo as
variacdes nos niveis dos fatores. Apds a identificacdo dos fatores significativos, as
condicBes operacionais 6timas sdo determinadas (Ferreira et al., 2007; Novaes et al.,
2016)

2.1.2.1 Planejamento fatorial

O planejamento experimental fatorial € uma ferramenta estatistica muito
importante para otimizacdo de mudltiplas variaveis, sendo amplamente utilizado no
desenvolvimento de métodos analiticos. Sua utilidade esta na capacidade de
identificar as variaveis significativas e determinar as melhores condicdes
experimentais (Friedrich et al., 2016). O planejamento fatorial completo em dois niveis
€ 0 mais simples, onde o numero de experimentos é determinado pela matriz e
expressa como (2X), sendo (k) o nimero de fatores em estudo (Ferreira et al.,
2019). Nesses projetos, cada variavel tem dois niveis, codificados como -1 e +1,
podendo ser quantitativas ou qualitativas (Leardi, 2009).

O planejamento fatorial completo é adequado quando ha um pequeno nimero
de fatores. No entanto, em situagcdes com um grande numero de fatores, torna-se
impraticavel utilizd-lo. Nessas circunstancias, é possivel reduzir o numero de
experimentos por meio do uso dos planejamentos fatoriais fracionarios, onde os
experimentos sdo reduzidos por um nimero x, conforme a féormula 2 X -*. Embora

esses planejamentos possam diminuir a quantidade de experimentos necessarios,
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eles tém a desvantagem associada a confusao dos efeitos dos principais fatores com

as interacdes entre outros fatores (Ferreira et al., 2019; Novaes et al., 2016).

2.1.2.2 Metodologia de superficie de resposta (Box-Behnken, Doehlert e

Composto central)

A metodologia de superficie de resposta é uma abordagem que consiste de
técnicas matematicas e estatisticas para encontrar um polindmio adequado que
descreva o comportamento da resposta em relacéo aos niveis dos fatores estudado.
Essa metodologia possibilita realizar previsdes dentro da regido experimental definida
pelo projeto (Novaes et al., 2016). Para atingir esse objetivo, sdo empregadas funcdes
polinomiais lineares ou quadraticas para modelar o sistema em estudo e otimizar as
condicBes experimentais (Bezerra et al., 2008). Matrizes experimentais especificas
sdo utilizadas para estabelecer as combinacBes entre o0s niveis das variaveis
modeladas na metodologia de superficie de resposta (Novaes et al., 2016).

A matriz Box-Behnken elege pontos de um arranjo fatorial de trés niveis para
estimar eficientemente os coeficientes de primeira e segunda ordem em um modelo
matematico. O numero de experimentos (N) necessarios para o desenvolvimento do
Box-Behnken é determinado pela formulaN=2k (k — 1) + Cp, onde k &€ o niUmero
de fatores e C , € o nUmero de pontos centrais. Os diferentes niveis dos fatores devem
ser ajustados exclusivamente em trés niveis (-1, 0, +1), mantendo intervalos
igualmente espacados entre esses valores (Bezerra et al., 2008).

O desenho composto central integra um planejamento fatorial completo ou
fracionario de dois niveis com pontos adicionais (pontos estrela), incluindo pelo menos
um ponto no centro da area experimental. Requerem um numero de experimentos
determinado por N =k 2+ 2k + ¢ p, onde k é o nimero de fatores e ¢, € o nimero
replicado do ponto central, todos os fatores sdo examinados em cinco niveis (- a, -1,
0, +1, + a) (Ferreira et al., 2004).

A matriz de Doehlert € uma opcéo pratica e econdbmica em comparacao com
outras matrizes experimentais de segunda ordem. Ao contrario dos projetos composto
central e Box-Behnken, esses projetos ndo sao rotativos devido ao numero variavel
de estimativas para diferentes fatores. No entanto, os projetos Doehlert apresentam

nameros distintos de niveis para cada variavel (Riswanto et al., 2019), uma
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caracteristica especialmente Gtil quando algumas variaveis estao sujeitas a restricdes
como custos e restricdes de insumos, ou quando é desejavel estudar uma variavel em
um numero maior ou menor de niveis. A matriz requer um namero de experimentos
determinado por N=k?2+k +cp, onde k é o niumero do fator e (cp) € 0 niUmero

replicado do ponto central (Bezerra et al., 2008).

2.1.2.3 Otimizac&o de multiplas respostas

A maioria das pesquisas divulgadas em Quimica Analitica concentra-se na
otimizacao multivariada de uma Unica resposta de cada vez. No entanto, é frequente
a demanda por otimizacdo simultdnea de varias respostas. Existem diversas
abordagens para realizar a otimizacdo de mudltiplas respostas. As superficies de
resposta podem ser determinadas individualmente para cada resposta, e essas
superficies podem ser analisadas simultaneamente. Quando as diferentes respostas
apresentam comportamento semelhante ao alterar os niveis dos fatores, o processo
é facilitado. Contudo, a medida que as diferencas entre as respostas se ampliam,
encontrar uma area em que elas convergem de forma satisfatoria torna-se mais dificil.
Isso significa que alterar um fator pode ser benéfico para uma resposta especifica,
mas prejudicial para as demais respostas ao mesmo tempo (Bezerra et al., 2019). Um
modelo para uma Unica funcdo composta, que leva em consideracdo todas as
respostas, pode ser estabelecido para gerar uma Unica superficie de resposta
(Ferreira et al., 2007).

E possivel combinar varias respostas em uma Unica usando uma funcéo
matematica. Um método proposto por Derringer e Suich nos anos 80, conhecido como
funcdo de desejabilidade, envolve transformar cada conjunto de respostas obtidas
através de um planejamento experimental em valores adimensionais chamados
desejabilidades individuais (di). Essas desejabilidades individuais sao entao
combinadas para formar uma unica resposta chamada de desejabilidade global (D)
(Bezerra et al., 2019). A escala da funcao de desejabilidade varia de d = 0 (indicando
uma resposta inaceitavel) a d = 1 (representando uma resposta totalmente desejavel).
O célculo de D é realizado combinando os valores individuais de desejabilidade

através da meédia geométrica (Ferreira et al., 2007; Novaes et al., 2016).
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2.2 Oleo essencial

Os Oleos essenciais (O.E.) sdo misturas complexas com baixa massa
molecular, constituidos por varios componentes em diferentes concentracgdes.
Normalmente, dois ou trés componentes sdo majoritarios, representando de 20% a
70% do Oleo, enquanto outros estdo presentes em quantidades menores. Os
terpenos, especialmente os monoterpenos, que sao formados pela combinacao de
duas unidades de isopreno (C10), geralmente predominam e constituem cerca de 90%
do 6leo essencial. Além disso, também existem sesquiterpenos (C15), hemiterpenos
(Ch), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40). Também contém
terpenoides e compostos fendlicos que conferem propriedades antioxidantes. Além
desses elementos, ha hidrocarbonetos e compostos oxigenados como aldeidos,
cetonas, ésteres, Oxidos e alcoois (Bakkali et al., 2008; Maurya et al.,, 2021). A
composicdo quimica e o teor dos O.E séo influenciados por diversos fatores
intrinsecos, associados a planta, incluindo sua interacdo com o ambiente, como tipo
de solo, clima e maturidade durante a colheita, e extrinsecos, fatores como o método
de extracdo e o ambiente circundante (Dhifi et al., 2016; Jugreet et al., 2020).

Esses 6leos tém uma ampla gama de cores, que vao desde incolor até tons
gue variam de amarelo claro a marrom. Normalmente, eles sao liquidos quando estéo
em temperatura ambiente. No entanto, suas densidades podem variar
consideravelmente e alguns Oleos podem se tornar resinosos ou até mesmo
solidificar. Embora nado se dissolvam facilmente na agua, eles sao altamente soluveis
em solventes organicos e sdo classificados como sollveis em gordura (Raveau;
Fontaine; Lounées-Hadj Sahraoui, 2020). Esses componentes podem ser localizados
em todos os 6rgaos da planta e sdo armazenados no citoplasma de células secretoras,
cavidades, células epidérmicas ou tricomas glandulares (Bakkali et al., 2008). Sua
extracdo é realizada por meio de diversas técnicas, tais como destilagcdo a vapor,
hidrodestilacao, extracao por fluido supercritico e extracdo sob presséao (Edris, 2007).

A destilacdo a vapor € amplamente usada, especialmente na industria, e
representa uma grande parte, cerca de 93%, da extracéo total. Nesse método, o calor
gerado pelo vapor de um gerador especifico € utilizado para aquecer o material
vegetal. O vapor passa pela planta enquanto a agua fervente fica separada do material

vegetal. A eficacia em quebrar a estrutura do material e liberar o O.E. depende do
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calor fornecido pelo vapor. Além disso, esse processo ajuda a reduzir a quantidade
de residuos (hidrolato) gerados durante a extracdo. A hidrodestilacdo € amplamente
utilizada em laboratérios de pesquisa e envolve um processo no qual materiais
vegetais sdo mergulhados em 4gua dentro do recipiente e a mistura € posteriormente
fervida (Sharma et al., 2021).

Os O.E despertam um grande interesse do ponto de vista econémico devido as
suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Essas caracteristicas os tornam
muito Gteis para realgar o sabor e conservar alimentos, justificando a sua adicdo em
produtos alimenticios (Hmaied et al., 2019). Além disso, eles sdo amplamente
utilizados na industria de perfumaria, cosméticos e agricultura, sendo especialmente
importantes na fabricagcdo de medicamentos. Também s&o utilizados na aromaterapia,
seja por meio de massagem, aplicacdo tdpica ou inalacdo. Vale ressaltar que séo
substancias quimicas e seu uso inadequado pode representar riscos para a saude
(Pandey et al., 2020). A atividade biologica geralmente é atribuida aos componentes
majoritarios, mas ndo devemos ignorar a importancia dos componentes presentes em
concentracfes minimas. I1sso ocorre porque o efeito antimicrobiano pode ser resultado
das interacdes entre essas substancias. As interacfes entre 0s constituintes podem
ser tanto antagénicas quanto sinérgicas (Cabarkapa et al., 2020).

O O.E. desempenha um papel significativo na regulacdo do ambiente em que
a planta esta inserida, atuando como sinalizadores quimicos que tém diversas funcdes
ecolégicas. Essas funcdes incluem atrair polinizadores e dispersores de sementes,
agir na defesa contra herbivoros, inibir a germinacdo de sementes, conferir as plantas
a capacidade de tolerar temperaturas extremas. Além disso, tem a capacidade de
facilitar a comunicacgéo entre plantas. Destaca-se ainda que esses 0leos apresentam
propriedades antimicrobianas notaveis, estando presentes em varias partes das
plantas aromaticas, servindo como antivirais, antimicrobianos e inseticidas (Taheri;
Soweizy; Tarighi, 2023; Ageel et al., 2023).

2.2.1 Atividade antifungica dos Oleos essenciais

Os O.E. tém a capacidade de eliminar patégenos fungicos relevantes. Além de
apresentarem efeitos fungicidas e fungistaticos, o mecanismo de acao varia em

diferentes situacdes, conforme explicado na maioria das pesquisas cientificas. A
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citotoxicidade dos O.E. em seus ambientes € causada pela sua capacidade em afetar
a parede celular, a formacao celular, a estabilidade citoplasmatica e causar danos
celulares, juntamente com a liberacdo de macromoléculas (Sil et al., 2020). A
hidrofobicidade € uma propriedade crucial dos O.E., o que facilita a interacédo deles
com os lipidios presentes na membrana celular dos microrganismos. Esse fendbmeno
torna as ceélulas microbianas mais permeaveis, pois perturba a estrutura celular.
Consequentemente, ocorre a perda de ions e produtos quimicos essenciais das
células bacterianas e fungicas, o que eventualmente leva a morte desses
microrganismos (Taheri; Soweizy; Tarighi, 2023).

A atividade antimicrobiana dos O.E. pode ser explicada por diferentes
mecanismos devido & presenca de diversos compostos (Cabarkapa et al., 2020)
(Figura 5). Apesar de inumeros estudos ao longo dos anos terem investigado o efeito
antibacteriano dos 6leos essenciais, 0 numero de pesquisas relacionadas aos efeitos
antifangicos ainda nao alcancou niveis adequados (Mutlu-Ingok et al., 2020).

No que diz respeito ao mecanismo de acéo, os O.E. podem afetar a membrana
celular de culturas flungicas, impedindo a formacao da parede celular. Isso acontece
porque as células dos fungos sédo danificadas e perdem sua integridade devido a
inibicdo da producdo de quitina e glucano. Como resultado, o equilibrio interno é
perturbado, o que eventualmente leva a morte das células (Taheri; Soweizy; Tarighi,
2023). O O.E. também induz a ruptura da membrana celular ao inibir a sintese de
ergosterol na membrana plasmatica dos fungos. O ergosterol € exclusivo da
membrana plasmética fungica, desempenhando um papel fundamental na
preservacdo da fluidez, viabilidade e integridade dessa membrana. Além disso, é
essencial para a biogénese de diversas enzimas associadas a membrana. A
desestruturacdo da membrana plasmatica, em ultima analise, na liberacdo de ions
celulares importantes, como K*, Ca?* e Mg?*. Esse desequilibrio de ions vitais no
citoplasma por meio da membrana plasmatica resulta em mudancas metabdlicas e
consequentemente, na morte das células (Maurya et al., 2021).

Alguns O.E. tém um efeito negativo sobre as desidrogenases mitocondriais e a
cadeia de transporte de elétrons, o que por sua vez afeta a atividade mitocondrial nas
células dos fungos. Além disso, podem impedir a divisdo celular, bem como a sintese
de RNA e DNA, resultando em uma reducdo na producédo de proteinas (Taheri;

Soweizy; Tarighi, 2023). Também possuem a capacidade de interromper 0S processos
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de transporte de ions e interagir com proteinas presentes na membrana, bem como
com outros compostos dentro das células. Resumindo, é bem relatado que os efeitos
antifingicos estdo vinculados a interacdo entre o O.E. e o sistema celular,
especialmente em relagdo & membrana plasmatica e ao comprometimento das

funcdes mitocondriais (Mutlu-Ingok et al., 2020).

Figura 5. Possiveis mecanismos de acdo do 6leo essencial em células fungicas.

a sintese de ergosterol
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Fonte: Adaptado de Maurya et al. (2021).

O uso de O.E. € muito estudado para controle de fungos fitopatogénicos.
Dantas et al. (2018) estudando o controle alternativo de fungos poés colheita de maméo
Tainung, relataram a eficiéncia do 0leo essencial de cravo na inibigdo do crescimento
micelial da Alternaria sp., Colletotricum gloeosporioides e Rhizopus sp. in vitro e em
frutos de mamao. Sarkhosh et al. (2018) conseguiram reduzir em 58,40% o diametro
da leséo de Colletrototrichum gloeosporioides em frutos de mamao com O.E. de
tomilho.

A aplicacao de O.E. de Salvia officinalis reduziu significativamente (31,71%) a
taxa de crescimento de Aspergillus carbonarius, sendo que a dose 0,5% de O.E.
promoveu a inibicdo completa de esporos do A. carbonarius. Os autores associam
gue as atividades antifungicas poderiam ser relacionadas em parte a presenca da

canfora (Dammak et al., 2019). O O.E. de Salvia officinalis também foi eficaz para
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controlar Botrytis cinérea e Fusarium sambucinum em testes in vitro, cuja inibicao foi
proporcional a dose de 6leo utilizada, a concentracéo de 10 microlitros foi considerada
ideal para controlar B. cinérea e F. sambucinum (Rguez et al., 2019). Carvalho et al.
(2023) relataram que o O.E. extraido de diferentes acessos de Lippia alba L. com
diferentes idade (30, 60 e 90 dias apds o transplantio), inibe o crescimento micelial,
reduz a velocidade de crescimento e o numero de esporos de Aspergillus
welwitschiae em testes in vitro.

Dessa maneira, o presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e
otimizacdo de procedimento de extracdo assistida por ultrassom de compostos
fendlicos em Mimosa verrucosa e determinar o teor, composi¢ao quimica, e atividade

antifangica do 6leo essencial desta espécie.
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ARTIGO 1

OTIMIZACAO MULTIVARIADA DA EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM
DE COMPOSTOS FENOLICOS EM PLANTAS DE Mimosa verrucosat

1 Artigo a ser submetido ao Comité Editorial do periddico cientifico Microchemical Journal
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OTIMIZA(;AO MULTIVARIADA DA EXTRAC,AO ASSISTIDA POR ULTRASSOM DE
COMPOSTOS FENOLICOS EM PLANTAS DE Mimosa verrucosa

Resumo: Os compostos fendlicos sdo conhecidos por suas propriedades
antioxidantes e antimicrobianas, sendo relevantes para as industrias alimenticias,
farmacéuticas e agricolas. Devido a complexidade das amostras, a escolha do método
de extracdo de compostos fendlicos é crucial para obter resultados precisos. Na
industria de extracdo, os "processos verdes", como as extracdes assistidas por
ultrassom, ganham destaque devido a reducdo do tempo e consumo de agua e
solventes organicos. No entanto, a eficiéncia da extracao por ultrassom € influenciada
por diversos fatores, exigindo otimizacdo para maximizar seus beneficios. Assim,
objetivou-se otimizar um procedimento de extracdo assistido por ultrassom para
identificar e quantificar compostos fenolicos em plantas de Mimosa verrucosa. O
material vegetal foi coletado em Jequié — BA e seco em estufa com circulacao forcada
de ar a 45°C. O método de extracao foi otimizado usando planejamento fatorial de
dois niveis e superficie de resposta (planejamento Doehlert), para identificar as
variaveis (volume do solvente, porcentagem de etanol, tempo e temperatura de
extracdo) que influenciaram de maneira significativa nas respostas analiticas
(fendlicos e flavonoides totais) e otimiza-las. A temperatura e o tempo de sonicacao
influenciaram positivamente na extracdo, sendo 25 minutos de sonicagéo e 60 °C a
temperatura do solvente, as melhores condi¢des experimentais. Além disso, a analise
fitoquimica qualitativa detectou flavonoides, xantonas, galotaninos e triterpenoides
nos extratos otimizados. Também foram identificados por HPLC-DAD 10 compostos
fendlicos, rutina, acido vanilico, galico, trans-cinamico, d-hidroxibenzoico, p-cumarico,
cafeico, clorogénico, ferulico e sinaptico. A extracdo assistida por ultrassom
demonstra eficiacia na obtencdo de compostos fendlicos nos extratos de folha de M.

verrucosa.

Palavras-chave: Fitoquimicos, Banho ultrassénico, Planejamento Doehlert.

29



MULTIVARIATE OPTIMIZATION OF ULTRASOUND-ASSISTED EXTRACTION OF
PHENOLIC COMPOUNDS IN Mimosa verrucosa PLANTS

Abstract: Phenolic compounds are known for their antioxidant and antimicrobial
properties, being relevant for the food, pharmaceutical, and agricultural industries. Due
to the complexity of samples, the choice of the method for extracting phenolic
compounds is crucial to obtain accurate results. In the extraction industry, "green
processes"” such as ultrasound-assisted extractions are gaining prominence due to the
reduction in time and consumption of water and organic solvents. However, the
efficiency of ultrasound extraction is influenced by several factors, requiring
optimization to maximize its benefits. Thus, the objective was to optimize an
ultrasound-assisted extraction procedure to identify and quantify phenolic compounds
in Mimosa verrucosa plants. Plant material was collected in Jequié — BA dried in an
oven with forced air circulation at 45°C. The extraction method was optimized using
two-level factorial design and response surface methodology (Doehlert design) to
identify the variables (solvent volume, percentage of ethanol, extraction time and
temperature) that significantly influenced analytical responses (total phenolics and
flavonoids) and optimizes them. Sonication time and temperature positively influenced
the extraction, with 25 minutes of sonication and 60°C solvent temperature being the
best experimental conditions. Additionally, qualitative phytochemical analysis detected
flavonoids, xanthones, gallotannins and triterpenoids in the optimized extracts. Ten
phenolic compounds, including rutin, vanillic acid, gallic acid, trans-cinnamic acid, d-
hydroxybenzoic acid, p-coumaric acid, caffeic acid, chlorogenic acid, ferulic acid, and
sinapic acid, were also identified by HPLC-DAD. Ultrasound-assisted extraction
demonstrated efficacy in obtaining phenolic compounds in M. verrucosa leaf extracts.

Keywords: Phytochemicals, Ultrasonic bath, Doehlert design.
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1. Introducéo

Os compostos fenolicos sdo metabolitos especiais que estdo presentes em
uma variedade de plantas. Essas substancias tém propriedades antialérgicas,
antimicrobianas e anti-inflamatérias, o que as torna muito interessantes para as
industrias alimenticias, farmacéuticas e agricolas. Devido a essa ampla presenca nas
plantas, pesquisas estdo focadas na busca por novas variedades vegetais que
possam ser fontes desses compostos (Osorio-Tobdn, 2020). A Mimosa verrucosa
Benth., uma arbdrea da familia Fabaceae, destaca-se como um possivel recurso de
compostos fendlicos, especialmente flavonoides, conforme indicado por estudos
recentes (Romanoski; Santos, 2017; Silva et al., 2020).

Devido a complexidade das amostras, o método de extracao tem um impacto
significativo nos resultados obtidos (Alara; Abdurahman; Ukaegbu, 2021). Métodos
tradicionais, como aquecimento, fervura ou refluxo, tém desvantagens como 0 uso
excessivo de solventes, tempos longos e rendimentos mais baixos. O crescente
interesse em produtos provenientes de constituintes quimicos presentes em plantas
estd impulsionando a busca por métodos eficientes, rapidos e econémicos de
extracdo. Além da produtividade e economia, a sustentabilidade também se torna
crucial na engenharia de processos, dadas as mudancas climaticas e a necessidade
de reduzir os impactos ambientais. Na industria da extragdo, os “processos verdes",
como as extracoes assistidas por ultrassom (EAU), se destacam por reduzir o tempo
necessario, 0 consumo energético, a quantidade de agua utilizada e o uso de
solventes organicos (Touami; Marir; Merouane, 2023).

O método em questdo utiliza a cavitagdo acustica, que envolve a formacéao,
crescimento e colapso de pequenas bolhas geradas pela compressédo e expansao
préximas a superficie do liquido e a interface entre liquido e sélido, resultando na
quebra da parede celular, facilitando a entrada do solvente e a liberagdo dos
compostos fendlicos. Aléem da cavitacdo, os efeitos sonocapilar e de sonoporacgao
também podem ter um papel importante. O primeiro acelera a penetracdo do solvente
nos poros celulares apés o colapso das bolhas, enquanto o segundo esta relacionado
a permeabilidade celular em relagdo ao solvente para liberar o extrato (Patra,;
Abdullah; Pradhan, 2021). Estudos mostram que a eficiéncia da EAU de compostos

fendlicos de materiais vegetais pode ser afetada pelo tempo de extracdo, volume de
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solvente, relacdo massa-solvente e tipo do solvente (Moreira; Dias, 2018; Sousa et
al., 2020; Anjos et al., 2021), havendo a necessidade de fazer uma otimizacao das
condi¢Oes de extracao.

Em razéo da geracdo abundante de dados analiticos e da complexidade dos
resultados experimentais, a abordagem quimiométrica, especialmente o planejamento
experimental, destaca-se como a escolha ideal para otimizar dados. O planejamento
experimental, frequentemente utilizado para identificagéo, planejamento e avaliagao
estatistica de fatores experimentais, é aprimorado pela metodologia de superficie de
resposta (RSM). O RSM, uma forma especial de projeto experimental, emprega
técnicas matematicas e estatisticas para projetar, desenvolver, melhorar e otimizar
processos, considerando as interagfes entre variaveis (Riswanto et al., 2019).

A aplicagéo da técnica de EAU com misturas de agua e etanol como solvente
oferece a oportunidade de diminuir ou eliminar o uso de solventes toxicos, além de
melhorar o rendimento da amostra ou reduzir o tempo necessario para a extracao.
Assim, o objetivo do presente trabalho foi otimizar um procedimento de extragéo
assistido por ultrassom para identificar e quantificar compostos fendlicos em plantas

de Mimosa verrucosa.

2. Materiais e Métodos

Material vegetal

As folhas das plantas de Mimosa verrucosa (voucher HUESB12727) foram
coletadas no bioma Caatinga, na cidade de Jequié (Latitude: 13° 51" 4" Sul, Longitude:
40° 4' 52" Oeste), Bahia, durante os meses de junho a agosto de 2022. O material
vegetal foi submetido a secagem em uma estufa (Tecnal ®, Sao Paulo, Brasil) com
circulacdo forcada de ar a 45°C até atingir massa constante. Posteriormente, as
amostras foram acondicionadas em recipientes de vidro e armazenadas no

congelador até serem utilizadas.

Instrumentacao e reagentes

Todos os reagentes utilizados na pesquisa foram de grau analitico. O reagente

de Folin-Ciocalteu e os padrdes de quercetina, rutina, acido vanilico, galico, trans-
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cindamico, d-hidroxibenzoico, p-cumarico, cafeico, clorogénico, ferulico e sinaptico
foram provenientes da Sigma Aldrich Co (St. Louis, MO, EUA). O etanol, acidos
sulfdrico e cloridrico, hidréxido de sédio, anidrido acético e o cloroférmio utilizados nos
experimentos foram adquiridos pela J. T. Baker (Xalostoc, Edo. De Méx., México, a
agua ultrapura (18, 2 MQ cm) foi obtida de um sistema de purificacdo de agua Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA). Os tubos de ensaio contendo o material vegetal e solvente
foram submetidos a sonicagdo em um banho ultrassénico (Elma Ultrasonic S10H®,
F.: 50/60 Hz, P.: 90 W, Alemanha) e, posteriormente, centrifugados em uma centrifuga
por 3 minutos a 1125 G. A andlise das amostras por cromatografia foi conduzida
utilizando um sistema HPLC modelo 1260 Infinity (Agilent, Califérnia, EUA). Este
sistema inclui um injetor automatico G4226A, sistema de bomba Quaternaria
GA4202A 1290 Quart Pump e um detector de arranjo de diodos (modelo G4212B). Na
execucao dessa analise, foi utilizada uma coluna Zorbax ODS C18, com dimensdes

25cm x 4.6 mm X 5 pm.

Otimizacdo das variaveis experimentais da extracdo assistida por ultrassom

Foi empregado um planejamento fatorial de dois niveis (24) para a avaliacédo
preliminar de quatro fatores, abrangendo as variaveis: concentracdo de etanol (Ce),
volume do solvente (Vol), tempo de sonicagéo (Tm) e temperatura do solvente (Ts),
cujos valores foram determinados com base em literatura. Apdés avaliacdo da
significAncia das variaveis e suas interacdes, as variaveis que impactaram de maneira
significativa na resposta analitica foram otimizadas utilizando o planejamento Doehlert
como metodologia de superficie de resposta. A quantidade de folha utilizada em cada
amostra foi de 0,1 g. Para otimizar simultaneamente as respostas (fendlicos e
flavonoides totais), foi adotada a funcdo de desejabilidade em todos os experimentos

conduzidos.

Determinagdo dos compostos fendlicos totais

O teor de fendlicos totais nos extratos de folhas de M. verrucosa foi determinado
utilizando a metodologia de Slinkard e Singleton (1977) com adaptacées. Em um baldo

volumétrico de 10 mL, foram combinados 300 uL do extrato da amostra, 1 mL de uma
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solugao saturada de carbonato de sodio e 300 uL do reagente de Folin-Ciocalteau,
sendo o volume completado com agua destilada. Apés uma reacao de 60 minutos a
temperatura ambiente e em ambiente escuro, as leituras foram realizadas em um
espectrofotometro Biochrom a 750 nm (Biochrom, Cambridge, Reino Unido). Os testes
foram conduzidos em triplicata, e o teor total de compostos fendlicos foi calculado
utilizando a curva de calibracdo do acido galico (0 — 25 mg L?), expresso em

equivalente de acido galico.

Determinacao dos flavonoides totais

Foi utilizada a metodologia proposta por Marques et al. (2012) com
modificacdes para determinacédo dos flavonoides nos extratos de M. verrucosa. Foram
adicionados em um bal&o volumétrico de 10 mL, 1 mL do extrato da folha e 2,0 mL de
uma solucédo etandlica de AIClz (5%, m v 1), em seguida o volume foi completado com
uma solucédo hidroalcodlica (40%, v v '1). Apds as etapas, aguardou-se um periodo de
30 minutos antes de efetuar as medic¢des utilizando um espectrofotdmetro Biochrom
a 408 nm (Biochrom, Cambridge, Reino Unido). Os testes foram conduzidos em
triplicata. O teor total de flavonoides foi determinado utilizando a curva de calibracéo
com padrdo de quercetina (0 — 35 mg L), e os resultados foram expressos em

equivalente de quercetina.

Analise qualitativa do perfil fitoquimico

Os extratos foram analisados quanto a presenca de flavonoides, taninos,
esteroides/triterpenoides, saponinas e alcaloides. Foram aplicadas as metodologias
ajustadas de Matos (2009), Joshi, Bhobe e Sattarkar (2013), Azevedo et al. (2014) e
Igbal, Salim e Lim (2015).

Flavonoides (Shinoda)

Num tubo de ensaio foram adicionados 0,5 mL do extrato, 10 gotas de acido
cloridrico e por ultimo um pedaco de fita de magnésio (0,5 cm). A observacao de uma

coloracao rosa, avermelhada ou marrom indicou a presenca de flavonoides.
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Antocianinas, antocianidinas e flavonoides

Foram preparados trés tubos de ensaio, nos quais cada um recebeu 1 mL do
extrato hidroalcoodlico. Um deles foi acidulado para atingir um pH de 3 (1), o segundo
foi alcalinizado para um pH de 8 (2), e o terceiro para um pH de 11 (3), utilizando HCI
0,5 mol L't e NaOH 0,5 mol L1. A observacéo das mudancas na coloracdo do material
vermelho, lilds e azul parpura nos tubos 1, 2 e 3, respectivamente, indica a presenca
de antocianidinas. A coloracdo amarela no tubo 3, a presenca de flavonas, flavondis
e xantonas. A coloracédo vermelha nos tubos 1 e 3 indica a presenca de chalconas e

auronas. A coloragdo vermelho-laranja no tubo 3 indica a presencga de flavanonois.

Leucoantocianidinas, catequinas e flavononas

Foram preparados dois tubos de ensaio, nos quais cada um recebeu 1 mL do
extrato hidroalcodélico. Um deles foi acidulado pela adi¢cdo de HCI 0,5 mol L™ até atingir
pH 3, enquanto o outro foi alcalinizado com NaOH 0,5 mol L até atingir pH 11. Ambos
foram aquecidos cuidadosamente com o auxilio de uma lamparina. Qualquer
alteracdo na cor foi observada em comparacdo com 0s tubos correspondentes
utilizados no teste anterior. O surgimento ou intensificacdo da cor indicou a presenca
de constituintes especificos, como a coloracdo vermelha no tubo 1, indicando a
presenca de leucoantocianidinas, amarela no tubo 1, indicando a presenca de

catequinas, e vermelho-laranja no tubo 2, indicando a presenca de flavanonas.
Taninos

Adicionaram-se 3 gotas de solucéo alcodlica de FeCls (5% p v') a 1 mL do
extrato, uma coloracdo verde indicou a presenca de galotaninos, enquanto uma
coloracdo marrom indica a presenca de pseudotaninos, e a coloracdo azul indica a

presenca de taninos hidrolisaveis.

Saponina
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Em um tubo de ensaio foram adicionados 2 mL do extrato e acrescentados
2 mL de cloroféormio e 5 mL de agua destilada. Posteriormente, a solucao foi agitada
vigorosamente, e observou-se a formacao de espuma. A persisténcia da espuma ao

ser aguecida em banho-maria por 5 minutos evidenciou a presenga de saponinas.

Esteroide/triterpenoides

e Teste de Lieberman-Burchard:

Em 2 mL do extrato foram adicionados 2 mL de cloroférmio, seguido pela adicdo
de 1 mL de anidrido acético. Apés agitar suavemente, foram adicionadas trés gotas
de acido sulfurico concentrado pelas paredes do tubo. Um anel de cor marrom se
formou na juncéo das duas camadas, se a camada superior adquirir coloracao verde,
indica a presenca de esteroides. Por outro lado, a formagédo de uma cor vermelha
profunda indica a presenca de triterpenoides.

e Teste de Salkowshi:

Foi adicionado em um tubo de ensaio 1 mL do extrato e 3 gotas de &cido
sulfrico concentrado, a formacdo da coloracdo vermelha indica a presenca de

esteroides, enquanto a coloragcdo amarela indicou a presenca de triterpenoides.

Alcaloide

Adicionaram-se 2 mL do extrato em um tubo de ensaio, em seguida foi
alcalinizado com 15 gotas de hidréxido de sédio a 1% e acrescidos de 2 mL de agua
e 2 mL de cloroformio. A porcdo aquosa foi descartada, e a fracdo cloroférmica foi
tratada com quinze gotas de &cido cloridrico a 1%. Posteriormente, ocorreu a extragdo
com 2 mL de agua. A fase cloroférmica foi descartada, e os testes foram realizados
com a fracdo aquosa acida, a qual foram adicionadas trés gotas do reagente de
Drangendorff para verificar a presenca de alcaloides. A formagao de um precipitado
laranja ou laranja avermelhado indica a presenca de alcaloide.
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Analise cromatografica das amostras

Os compostos fendlicos (rutina, acido vanilico, gélico, trans-cinamico, d-
hidroxibenzoico, p-cumarico, cafeico, clorogénico, ferdlico e sinaptico) foram
identificados por meio da comparacdo com espectros padrdo em cada tempo de
retencdo. Os extratos filtrados (membrana de 0,45 mm) foram injetados no CLAE
(Agilent, California, USA). A fase estacionaria foi uma coluna Zorbax ODS-C18 (25cm
x 4.6 mm x 5 um). A fase mével foi constituida por solvente A, metanol + acido acético
+ agua (5% + 2% + 93%) enquanto o solvente B uma mistura de metanol + acido
acético + agua (88% + 2% + 10%). O gradiente utilizado foi 0-10 min, 100% A; 10-15
min, 85% A; 15-30 min, 70% A e 30-60 min, 50% A, a um fluxo de 1 mL min. Os
compostos foram testados em diferentes comprimentos de onda (nm): 260 &cido
vanilico e rutina; 272 acido galico e trans-cinamico; 310 acido p-cumarico e d-

hidroxibenzoico; 330 acido clorogénico, cafeico, ferulico e sinaptico.

Analise estatistica
Todas as analises estatisticas foram feitas no programa Statistica 7.0 para
Windows (Statsoft, Inc., Tulsa, OK, EUA).

3.Resultados e Discussao

Planejamento fatorial completo de dois niveis

Foi utilizado um planejamento fatorial de dois niveis para identificar as variaveis
gue influenciaram de maneira significativa nas respostas analiticas. Os resultados dos
teores de fendlicos e flavonoides totais nos extratos de folhas de M. verrucosa, obtidos
por meio desse planejamento, sdo apresentados na Tabela 1. As concentracdes de
fendlicos totais nos extratos variaram de 4,730 a 27,483 mg EAG g, enquanto os
teores de flavonoides totais variaram de 1,566 a 11,914 mg EQ g*.

Tabela 1 — Planejamento fatorial completo de dois niveis 24 na extracdo de compostos
fendlicos em M. verrucosa.

Ce Vol Tm Ts Fenodlicos Flavonoides

Experimentos  r o) (mL) (min)  (°C) _ Totais® Totais?
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1 40()°  6() 5-) 40(-) 4,899 1,566
2 70 (+) 6(-) 5(-) 40() 4,730 1,881
3 40() 16(+) 5(-) 40() 8,710 1,959
4 70(#) 16(+) 5(-) 40() 7,481 1,696
5 40 () 6() 25+ 40() 11,820 4,474
6 70 (+) 6() 25(+) 40(-) 8,569 4,204
7 40() 16(+) 25(+) 40() 15,021 5,053
8 70 (+) 16(+) 25(+) 40() 10,482 3,425
9 40 () 6(-) 5(-) 60 (+) 12,466 6,601
10 70 (+) 6 (-) 5-) 60(+) 10,213 7,524
11 40() 16(+) 5() 60(+) 16,735 6,477
12 70(+) 16(+) 5() 60(+) 12,464 5,199
13 40 () 6() 25(+) 60(+) 15,684 11,211
14 70 (+) 6() 25(+) 60(+) 12,463 11,914
15 40() 16(+) 25(+) 60(+) 27,483 11,755
16 70 (+) 16(+) 25(+) 60(+) 17,887 9,278
17 55() 11(0) 15(0) 50(0) 12,539 4,802
18 55(0) 11(0) 15(0) 50(0) 13,428 5,892
19 55() 11(0) 15(0) 50(0) 15,309 7,120

1 Concentragdo expressa em mg de equivalente a acido galico g1; 2 Concentragdo expressa em mg de
equivalente de quercetina g; 3 Limite inferior (-), limite superior (+) e ponto central (0).

A partir do planejamento fatorial completo (conforme apresentado na Tabela 1),
foi gerado o grafico de Pareto (Figura 1). Observou-se que os diferentes valores de
volume do solvente e concentracao de etanol ndo tiveram uma influéncia significativa
na resposta analitica. Em contraste, tanto o tempo de sonicacdo quanto a temperatura
do solvente apresentaram influéncia significativa, e tiveram efeito positivo. Em outras
palavras, um aumento tanto no tempo de extracao quanto na temperatura do solvente

resultou em um aumento na resposta de desejabilidade.

Figura 1 — Grafico de Pareto para o planejamento fatorial completo de dois niveis.
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A temperatura demonstrou ser o fator de maior influéncia no rendimento dos
compostos fendlicos extraidos, sendo este um fator crucial para controlar a extracdo
visando a recuperacao eficiente de fendlicos. A extracdo em temperaturas mais
elevadas favorece o rendimento ao promover uma melhor difusdo dos compostos,
pois proporciona o aumento do coeficiente de difuséo do soluto, bem como da
solubilidade, ao mesmo tempo em que reduz a tensdo superficial e viscosidade do
solvente (Zardo et al., 2019). A segunda variavel que teve um impacto positivo no
rendimento da extracao foi o tempo. Para alcancar uma maior difusdo dos compostos

fendlicos durante a extracdo assistida por ultrassom, pode ser necessario
longos tempos de extracdo. A transferéncia de massa do material vegetal para o
solvente se intensifica ao longo do tempo. Entretanto, é importante salientar que
periodos de extracdo mais longos podem favorecer a degradacdo dos compostos
fendlicos, comprometendo a qualidade dos extratos vegetais (Cavuldak et al., 2019).

Planejamento Doehlert

As variaveis que tiveram uma influéncia significativa nas respostas analiticas
foram otimizadas utilizando o planejamento Doehlert, enquanto aquelas que nao
influenciaram foram fixadas em valores especificos (6 mL) e concentracdo de etanol
(55%)). A superficie de resposta e o perfil de desejabilidade (Figuras 2 e 3) destacam

o efeito da temperatura (TS) e do tempo de sonicacao (T) na extracdo de compostos
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fendlicos das folhas de M. verrucosa. O planejamento Doehlert foi conduzido seguindo
0s experimentos descritos na Tabela 2, que inclui os valores codificados, os valores

reais e as respostas referentes aos rendimentos totais de fendlicos e flavonoides.

Tabela 2- Planejamento Doehlert para as variaveis temperatura (TS) e do tempo de

sonicacao (T) na extracdo de compostos fendlicos de folhas de M. verrucosa.

Experimentos Ts Tm Fenéli_cos Flavonqides
(°C) (min) Totais? Totais?
1.1 03 (50)* 0 (15) 7,195 2,585
1.2 0 (50) 0 (15) 9,094 3,806
1.3 0 (50) 0 (15) 10,161 3,993
2 1 (60) 0 (15) 19,991 9,133
3 0,5 (55) 0,866 (25) 17,905 7,037
4 -1 (40) 0 (15) 6,231 2,899
5 -0,5 (45) -0,866 (5) 3,616 1,413
6 0,5 (55) -0,866 (5) 4,517 2,031
7 -0,5 (45) 0,866 (25) 12,226 4,701

1Concentracao expressa em mg de Ac. Galico g1; 2 Concentracdo expressa em mg de Quercetina g-1;
3 valores codificados; 4 () Valores reais.

A extracao realizada a 45°C por 5 minutos (Tabela 2) resultou em uma reducao
na recuperacdo de fendlicos e flavonoides totais das folhas de M. verrucosa. A
obtencdo dos maiores teores de compostos fendlicos ocorreu quando foi combinado
um tempo de extracdo mais longo com uma temperatura mais elevada. O perfil de
desejabilidade revelou que as melhores condi¢cdes foram um tempo de sonicagéo de
25 minutos e uma temperatura de extracdo de 60°C. Essa combinacao proporcionou
a diminuicédo da tensao superficial do solvente, enquanto simultaneamente aumentava
a pressao de vapor, resultando na formacéo de bolhas de cavitacdo e aumento do

rendimento da extracdo (Cavuldak et al., 2019).

Figura 2 — Superficie de Resposta e Superficie de Contorno para otimizacdo das

variaveis.
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Figura 3 — Perfil dos valores preditos das desejabilidades individuais e global usando

planejamento Doehlert na otimizacgao.
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As temperaturas mais elevadas proporcionaram um aumento no rendimento

dos compostos fendlicos extraidos das folhas de M. verrucosa. Em um estudo anterior
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mencionado na literatura, Anjos e colaboradores notaram que o rendimento de
compostos fendlicos e flavonoides totais aumentava quando o solvente extrator era
aguecido a uma temperatura de 55 °C (Anjos et al., 2021). De maneira semelhante,
Sousa et al. (2020) observaram que a temperatura de 54,8 °C era ideal para aumentar
a extracdo de flavonoides totais das folhas de C. heliotropiifolus utilizando um solvente

hidroetandlico.

Validacdo do método

Adicao e recuperacao

Foi realizado o teste de adicdo e recuperagcao para verificar a precisédo do
meétodo analitico. As recuperacdes foram realizadas com adicdo de acido galico e
guercetina no extrato das folhas de M. verrucosa.

As porcentagens de recuperacao foram calculadas usando a seguinte equagao:
R(%) = (Cs-Co)/(Cadd) x 100, onde Cs representa a concentragdo do analito na
amostra apos adicdo, Co é a concentracgdo inicial do analito na amostra e Cadd € a
guantidade de analito adicionada a amostra. Os resultados obtidos variaram de 83%
a 116% (Tabela 3), indicando que a matriz da amostra ndo influencia nos resultados

obtidos por meio deste método analitico.

Tabela 3 — Teste de recuperacao no extrato das folhas M. verrucosa.

Analito Add (mg L) Encontrado Recuperacéao
(mg g (%)
0,0 18,5
Acido galico 5,0 20,5 116
10,0 215 83
0,0 2,6
Quercetina 5,0 3,4 114
10,0 4,3 113
Aplicacao
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Os metabdlitos especiais identificados nos extratos vegetais exercem uma
variedade de funcdes dentro da planta e podem proporcionar beneficios a saude
humana. Realizou-se uma avaliacao fitoquimica qualitativa para identificar as classes
quimicas presentes no extrato otimizado das folhas de M. verrucosa. A Tabela 4 exibe
a deteccao de flavonoides (flavonas, flavonois, catequinas), xantonas, galotaninos e
triterpenoides no extrato. Resultados similares foram reportados no estudo de
Romanoski e Santos (2017), onde foi identificado flavonoides no extrato etandlico das
folhas de M. verrucosa. De maneira semelhante a este trabalho, Romanoski e Santos
nao observaram a presenca de alcaloides no extrato de M. verrucosa, embora
algumas espécies do género Mimosa sejam conhecidas por possuirem alcaloides

alucinégenos, como a N,N-dimetiltriptamina (DMT).

Tabela 4 - Caracterizacao fitoquimica qualitativa dos extratos de Mimosa verrucosa

obtidos apds a otimizacao.

Metabolitos secundarios Extrato da folha
Fendis totais +
Flavonoides (Shinoda) +
Flavonas, Flavonois, Xantonas +
Chalconas, Auronas -
Flavanonois -
Flavanonas -
Catequinas +

Antocianidinas -
leucoantocianidinas -
Galotaninos +
Pseudotaninos -
Taninos hidrolisaveis -
Saponinas -
Esteroide -
Triterpenoides +
Alcaloide -
(+) Presente; (-) Nao detectado.

A deteccao de taninos e flavonoides pode estar associada ao fato de serem
correspondentes a extratos hidroetandlicos (55%), indicando que a escolha do
solvente para a extracéo foi adequada. Geralmente, acredita-se que solventes com
maior polaridade apresentem melhor desempenho na extracdo de polifendis, devido
a alta solubilidade desses compostos nesses solventes (Alara; Abdurahman;

Ukaegbu, 2021). Compostos como taninos e flavonoides, devido & sua maior
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solubilidade em solventes polares, sdo extraidos de maneira mais eficiente em
comparacdo com outros compostos que ndo apresentam a mesma afinidade por
etanol e 4gua (Silva et al., 2020).

Os flavonoides, presentes em folhas, flores, raizes e frutos, representam um
dos grupos de grande importancia e diversificado de metabdlitos secundarios.
Pertencendo a classe dos compostos fenodlicos, desempenham papel crucial na
pigmentacdo e atracdo de polinizadores nas plantas. Além de suas propriedades
antioxidantes ao inibir espécies reativas de oxigénio, como anion superoxido e radicais
peroxil, os flavonoides também exibem atividade antimicrobiana, antiparasitaria e
antitumoral. Por outro lado, os taninos vegetais, polifendlicos com diversos pesos
moleculares, demonstram propriedades antidiabéticas, antioxidantes, anti-
inflamatorias e cicatrizantes (Silva et al., 2020).

Compostos fendlicos nos extratos otimizados de folhas das M. verrucosa foram
identificados e quantificados por HPLC-DAD. Os cromatogramas dos extratos obtidos
em 220, 260, 272, 280, 310 nm, é ilustrado na Figura 4. Foram identificados 10
compostos fendlicos, rutina, acido vanilico, galico, trans-cindmico, d-hidroxibenzoico,
p-cumarico, cafeico, clorogénico, ferulico e sinaptico, no extrato otimizado das folhas

de M. verrucosa.

Figura 4 - Cromatograma dos compostos fendélicos encontrados no extrato otimizado
das folhas de M. verrucosa. 1: &cido gélico; 2: acido vanilico; 3: acido cafeico; 4: acido
d-hidroxibenzoico; 5: acido p-cumarico; 6: acido clorogénico; 7: acido ferulico; 8: acido

sinaptico; 9: rutina; 10: acido trans-cinamico.
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A quantidade de compostos fendlicos, calculada a partir das curvas de

calibracédo, € mostrada na Tabela 5.

Tabela 5 — Concentracao dos compostos fendlicos identificados no extrato otimizado

de M. verrucosa.

Compostos fendlicos Concentracgédo (ug g?)
Rutina 3628,5+350,9
Acido vanilico 282,8+20,2
Acido galico 267,5+31,2
Acido trans-cinamico <LQ
Acido d-hidroxibenzoico 2,5+1,0
Acido p-cumarico <LQ
Acido cafeico 70,5+24.8
Acido clorogénico <LQ
Acido ferulico <LQ
Acido sinaptico 2,7+0,3

<LQ: abaixo do limite de quantificagao.

Esse é o primeiro trabalho relatando o perfil fendlico dos extratos de folhas de
M. verrucosa. Na literatura encontram-se trabalhos sobre o perfil fendlico de outras

espécies do género Mimosa, como o de Oliveira et al. (2024), que identificaram
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flavonoides e outros compostos fendlicos por ESI-MS/MS e HPLC-DAD no extrato
seco e na fracdo acetato de etila de Mimosa caesalpiniifolia, e encontraram acido
galico, galato de metila, galato de etila, catequina, quercetina, apigenina, rutina,
cassiaocidentalina A, 5-hidroxi- 4',7-dimetoxi-flavona, entre outros. Gandhi et al.
(2023) encontraram acido clorogénico, catequina e epicatequina nos extratos
metandlicos de folhas de Mimosa pudica avaliados pelo HPLC-DAD.

No extrato otimizado, a rutina foi o composto fendlico majoritario encontrado,
seguido de &cido vanilico e gélico. A rutina é um flavonol glicosideo que tem sido
amplamente estudado devido as suas propriedades antimicrobianas, anti-
inflamatorias, anticancerigenas e antidiabéticas. Além disso, nas plantas, a rutina
desempenha o papel de proteger os 6rgdos contra a radiagao solar ultravioleta (Luthar
et al., 2020).

A extracdo assistida por ultrassom revela-se eficaz na identificacdo e
quantificacdo de compostos fendlicos, principalmente a rutina, no extrato de M.
verrucosa. Chew et al. (2023) também concluiram que a extracdo assistida por
ultrassom (tempo de extrag&o: 20 min; solugéo extratora: 20% de etanol; tamanho de
particula: 710 um e razédo sélido-liquido: 1:650) mais eficiente em termos de utilizacao
de recursos, pois exigiu a menor quantidade de energia para cada mg/g de rutina
extraida das folhas de mamé&o fémea.

O extrato de M. verrucosa tem potencial para ser utilizado em processos e
produtos, sendo necessarios testes adicionais para avaliar seu potencial antioxidante

e antimicrobiano.

4. Conclusdes

A extracdo assistida por ultrassom demonstra eficacia na obtencédo de
compostos fendlicos nos extratos de folha de M. verrucosa.

O método de otimizacdo de resposta mdultipla revelou-se apropriado,
promovendo aumento simultaneo em todas as variaveis respostas.

Os fatores de extracdo, temperatura do solvente e o tempo de extracao,
proporcionaram efeitos significativos nas variaveis resposta. As melhores condi¢ges
de extragc&o foram determinadas como 25 minutos para o tempo de sonicagéo e 60 °C

para a temperatura de extracao.

46



No que se refere ao perfil fitoquimico dos extratos obtidos, observou-se a
presenca de flavonoides, taninos, triterpenoides e, principalmente os compostos
fendlicos: rutina, acido vanilico, galico, trans-cindmico, d-hidroxibenzoico, p-cumaérico,

cafeico, clorogénico, ferulico e sinaptico por HPLC-DAD.
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ARTIGO 2

TEOR E COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Mimosa

verrucosa BENTH. 2

2 Artigo a ser submetido ao Comité Editorial do periodico cientifico da Industrial Crops and Products
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TEOR E COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Mimosa

verrucosa BENTH.

Resumo: A Caatinga possui uma biodiversidade Unica, destacando-se por apresentar
espécies ricas em fitoquimicos, como a M. verrucosa. Esta arborea é estudada por
apresentar bioativos, como compostos fendlicos e 6leo essencial (O.E.). Os O.E. séo
complexas misturas de compostos volateis com vérias atividades bioldgicas, que sédo
dependentes de sua composi¢cao quimica, e esta ultima é influenciada por diversos
fatores. Assim, objetivou-se determinar o teor e a composi¢cdo quimica do O.E. em
diferentes 6rgaos da planta M. verrucosa. As plantas de Mimosa foram coletadas em
Jequié, Bahia, em outubro de 2022. A extracdo do O.E. foi por hidrodestilacdo
utilizando aparelho Clevenger. O teor do 6leo essencial foi calculado por meio do
método da base livre da umidade (BLU) utilizando a formula: To = (Vo / Bm — ((Bm X
U) / 100) x 100. O O.E. foi analisado por CG/EM e os compostos foram identificados
por meio de seus indices de retencdo. Os teores da extracado dos O.E. das folhas e
frutos da M. verrucosa foram 1,17% e 0,25%, respectivamente. O do caule ficou
abaixo do limite de quantificacdo, so foi possivel obter o hidrolato. Os dados obtidos
neste trabalho indicam uma variacao significativa na composi¢ao e concentracdo dos
compostos entre o fruto e a folha. O O.E. do fruto apresentou 35 constituintes, e uma
maior percentagem de monoterpenos, o da folha, 43 compostos e maiores
quantidades de sesquiterpenos hidrocarbonetos. Os componentes majoritarios
encontrados nos O.E. foram Cariofileno e R-Pineno. Conclui-se qgue mesmo sendo
provenientes da mesma planta, h&a diferenca no teor e perfil quimico do O.E. entre

orgaos/partes da M. verrucosa.

Palavras-chave: Caatinga, Cromatografia gasosa, Terpenos.
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CONTENT AND CHEMICAL COMPOSITION OF ESSENTIAL OILS FROM

Mimosa verrucosa BENTH.

Abstract: The Caatinga has a unique biodiversity, standing out for having species
rich in phytochemicals, such as M. verrucosa. This tree is studied for presenting
bioactives, including phenolic compounds and essential oil (E.O.). E.O. are
complex mixtures of volatile compounds with several biological activities, which are
dependent on their chemical composition, and the latter is influenced by several
factors. Thus, the objective was to determine the content and chemical composition
of the essential oil in different organs of M. verrucosa plant. Mimosa plants were
collected in Jequié, Bahia, in October 2022. Essential oil extraction was performed
by hydrodistillation using a Clevenger apparatus. The essential oil content was
calculated using the moisture-free basis (BLU) method with the formula: To = ((Vo
/ Bm — ((Bm x U) / 100) x 100. The essential oil was analyzed by GC/MS, and
compounds were identified based on their retention rates. The extraction levels of
essential oils from M. verrucosa leaves and fruits were 1.17% and 0.25%,
respectively. Stem’s level was below the limit of quantification, and it was only
possible to obtain the hydrolate. The data obtained in this study indicate a
significant variation in the composition and concentration of compounds between
the fruit and the leaf. The fruit's essential oil presented 35 constituents, with a higher
percentage of monoterpenes, while the leaf had 43 compounds and higher
amounts of hydrocarbons sesquiterpene. The majority components found in the
essential oils were Caryophyllene and 3-Pinene. It is concluded that, even though
they originate from the same plant, there is a difference in the content and chemical
profile of the essential oil between organs/parts of M. verrucosa.

Keywords: Caatinga, Gas chromatography, Terpenes.
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1. Introducéo

A Mimosa verrucosa Benth., uma arbdrea pertencente a familia Fabaceae,
endémica do Brasil, encontrada nos biomas Caatinga e Cerrado. A planta é valorizada
localmente por suas diversas aplicacdes, sendo conhecida por suas propriedades
anti-inflamatorias, que estdo relacionadas a presenca de compostos bioativos, como
os compostos fendlicos (Romanoski e Santos, 2017; Silva et al.,, 2020) e o 6leo
essencial.

Os Oleos essenciais (O.E.) sdo misturas complexas de compostos quimicos
volateis de baixa massa molecular, presentes em quantidades variaveis. S&o
sintetizados como metabdlitos secundarios em varios 6rgdos das plantas, incluindo
flores, folhas, raizes, sementes, frutos e caules. Apresentam uma ampla gama de
atividades bioldgicas, incluindo propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Os O.E.
estdo despertando o interesse das industrias cosmética, farmacéutica e alimenticia
por serem considerados uma fonte promissora de novos ingredientes naturais com
propriedades biolégicas (Meenu et al., 2023). Em 2022, o mercado global de O.E.
alcancou aproximadamente 10,47 bilhdes de délares, com uma projecao para atingir
a marca de 22,41 bilhdes de ddlares até 2030 (Insights, 2022). Os paises lideres na
producdo incluem Brasil, india, China e Indonésia, enquanto os Estados Unidos
(40%), Unido Europeia (30%) e Japdo (7%) destacam-se como 0S principais
consumidores (Ageel et al., 2023).

O rendimento e a composi¢do quimica dos O.E. séo influenciados por uma
variedade de fatores que desempenham papéis cruciais no crescimento e
desenvolvimento das plantas, como as caracteristicas climaticas (temperatura,
umidade e luz), local de cultivo, a escolha da época de colheita, solo (acidez e
disponibilidade de nutrientes), presenca de microrganismos simbiéticos e o érgao da
planta do qual o O.E. é extraido. E importante ressaltar que as diferencas na
composigdo quimica ndo se limitam apenas entre diferentes espécies vegetais, mas
também ocorrem entre espécie de mesmo género e mais precisamente entre
variedades da mesma espécie vegetal, principalmente no que diz respeito as
concentracbes dos compostos majoritarios (Raveau; Fontaine; Lounes-Hadj

Sahraoui, 2020). Pesquisas relacionadas a esses fatores sdo importantes para
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garantir a consisténcia na qualidade dos O.E. e para explorar seu potencial em
diversas aplicacoes.

Muitas investigacoes tém sido feitas sobre o potencial das plantas da Caatinga
quanto ao rendimento do 6leo essencial. Além disso, a compreensédo aprofundada da
relacdo entre fatores genéticos e os 0rgaos de extracdo € importante para otimizar a
producdo desses Oleos essenciais, garantindo ndo apenas sua quantidade, mas
também a qualidade. Até momento, nenhum estudo anterior sobre a composi¢céo
quimica ou rendimento de O.E. de caule, folhas e frutos de M. verrucosa foram
apresentados em artigos cientificos, assim, esse trabalho tem o objetivo de determinar
o teor e a composicdo quimica do 6leo essencial em diferentes 6rgdos da planta de

M. verrucosa, oriunda do bioma Caatinga, localizado em Jequié€, BA.

2. Materiais e Métodos

Material vegetal

As plantas de Mimosa verrucosa (voucher HUESB12727) (folhas, caules e
frutos) foram coletadas no bioma Caatinga, em Jequié (Latitude: 13° 51' 4" Sul,
Longitude: 40° 4' 52" Oeste), Bahia, em outubro de 2022. O material vegetal foi seco

em estufa (Tecnal ®, Sao Paulo, Brasil) aquecida com circulagéo forcada de ar a 45°C.

Extracao e teor de Gleo essencial

A extragdo do Oleo essencial foi conduzida utilizando o método de
hidrodestilagdo no equipamento Clevenger. As folhas, caules e frutos secos foram
dispostos em um baldo volumétrico de 2L, ao qual foi adicionada a quantidade
necessaria de agua destilada para cobrir completamente o material vegetal. Este
baldo foi colocado em uma manta térmica (Tecnal ®, Sdo Paulo, Brasil), dando inicio
ao processo. O procedimento de extracdo teve uma duracdo aproximada de 120
minutos, contados a partir da condensacdo da primeira gota. Apds a conclusédo do
processo de extracdo, o Oleo essencial foi cuidadosamente retirado utilizando uma

pipeta de vidro, submetido a pesagem em uma balanca analitica e transferido para
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um recipiente de vidro. Este recipiente foi devidamente etiquetado e armazenado sob
refrigeracao, protegido da luz, até o momento do uso.

O teor de O.E. foi determinado utilizando utilizada a equacdo descrita por
Santos et al., (2004): TO = Vo/Bm — (Bm x U/100) x 100 onde,

TO = teor de Oleo (mL de oleo essencial em 100 g de biomassa seca) ou
rendimento de extracdo (%);

Vo = volume de 6leo extraido (mL), lido diretamente na escala do tubo
separador; Bm = Biomassa aérea vegetal, em gramas;

Bm x U/ 100 = quantidade de umidade ou agua presente na biomassa,

Bm — Bm x U/100 = quantidade de biomassa seca isenta de agua ou livre de
umidade;

100 = fator de converséo para porcentagem.

Para a determinacdo da umidade (U) (procedimento realizado em triplicata)
separou-se 3 g de massa fresca das folhas, frutos e caule das plantas. Essas amostras

foram colocadas em estufa com circulacao forcada de ar com temperatura de 65° C.

Cromatografia gasosa

O O.E. foi analisado por cromatografia gasosa (Thermo Scientific, Bremen,
Germany, modelo TRACE 1310) acoplada a espectrometro de massas (modelo TSQ-
9000), com o autoamostrador TriPlus RSH. Uma coluna NA-5MS (60 m x 0,25 mm ID,
0,25um espessura do filme) foi usada para separagao dos compostos, utilizando hélio
como gas de arraste 99,999% (White Martins S.A) com fluxo de 1 mL min? e
autoinjetor (split/splitless).

Para a andlise, foi preparada uma solugéo estoque da amostra na concentracao
de aproximadamente 10 mg mL* empregando hexano como solvente, medidos em
frasco de vidro de 1,5 mL. Posteriormente, a amostra foi encaminhada para analise
cromatografica. A programacéo da rampa foi: 60 °C - 3 °C min "1 - 240 °C (15 min). O
modo de injecéo foi split (1:30), modo SCAN e tempo total de analises 75 min. Para o
MS as condigbes foram: temperaturas do injetor 220 °C e do detector 240 °C, tempo
de corte do solvente 2 min, modo de ionizacdo por elétrons (El) 70 eV com relagéo
m/z de 40 a 350 Dalton.
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Os compostos do O.E. foram identificados por meio de seus indices de retencéo
(RI), calculados para cada constituinte por meio da injecdo de uma série de padrdes
de hidrocarbonetos lineares (C8-C20) nas mesmas condicbes da amostra, e
comparados com o valor tabelado, e confirmando comparando-se os espectros dos

compostos com a referéncia apresentada pelas bibliotecas Nist 107, 21 e Wiley 8.

3. Resultados e Discussao

Teor de 6leo essencial das folhas, caule e frutos de M. verrucosa

Os teores da extracdo dos O.E. das folhas e frutos da M. verrucosa foram
1,17% e 0,25%, respectivamente (Tabela 1). O do caule ficou abaixo do limite de
quantificacdo, soO foi possivel obter o hidrolato. A quantificacdo do teor de O.E. em
plantas da familia Fabaceae foi também realizada por Mendes et al. (2012), os quais
registraram valores variando de 0,0019% a 0,0076% para as folhas de Dalbergia
frutescens. Santos et al. (2010), ao avaliar o rendimento de 6leo essencial nas folhas
de Pterodon emarginatus, obtiveram valor de 2%. Em um levantamento e identificacdo
das espécies nativas medicinais da Caatinga nos estados da Bahia e Pernambuco
conduzido por Souza et al. (2022), constatou-se que, das 59 espécies medicinais
identificadas, 51 foram submetidas a extracdo de Oleo essencial. Dessas, 15
pertenciam a familia Fabaceae, incluindo 2 do género Mimosa. Os resultados
observados pelos autores indicaram que, das 13 plantas que apresentaram
rendimento de O.E. superior a 0,4 mL, nenhuma pertencia a familia Fabaceae.

A avaliacdo do teor do O.E. € um importante fator de pesquisa para
determinacao da viabilidade da planta como fonte de compostos bioativos, aléem disso,
serve para se ter uma estimativa de quanta fitomassa € necessaria para obter uma
guantidade satisfatoria de 6leo essencial. Mesmo o teor das folhas sendo quase 5
vezes maior que o dos frutos, 0 mesmo néo pode ser desconsiderado, deixando claro
que se pode utilizar a parte aérea da planta para extrair o Oleo essencial

principalmente na fase de frutificacéo.

Composicao quimica do oleo essencial das folhas e frutos da M. verrucosa
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Resultados analiticos qualitativos e quantitativos estdo apresentados na Tabela

1, juntamente com os indices de retencdo dos compostos identificados e o teor de

O.E. da M. verrucosa.

Tabela 1- Compostos identificados no 6leo essencial da folha e fruto da M. verrucosa.

Area relativa (%)

Composto R Folha Fruto
1 a-Pineno 980 5,81 9,3
2 3- Felandreno 1048 0,34 <LD
3 3-Pineno 1057 14 19,56
4 p-Cimeno 1140 0,21 <LD
5 D-Limoneno 1146 0,16 <LD
6 a - Felandreno 1150 0,15 <LD
7 Eucaliptol 1153 7,57 8,6
8 Acifileno 1411 0,09 <LD
9 4-terpineol 1425 0,58 0,3
10 a -Terpineol 1454 0,55 <LD
11 Ciclosativeno 1780 0,07 0,25
12 Copaeno 1793 1,86 2,15
13 Elemeno 1820 2,09 0,43
14 Patchouleno 1857 0,08 <LD
15 Cariofileno 1886 15,96 22
16 B-Calareno 1906 0,16 1,91
17 (-)-a-Panasinseno 1913 0,14 1,01
18 Humuleno 1958 5,36 2,92
19 Aromadendreno 1966 1,31 0,58

2-isopropenil-4a,8-dimetil-
20 1,2,3?4,4pa,5,6,7-octahidronaftaleno 1990 1 0,07
21 -Muuroleno 1994 0,45 0,2
22 3-Longipineno 2008 <LD 0,16
23 B-Selineno 2021 <LD 1,72
24 B-helmiscapene 2026 6,55 <LD
1R,5S5)-1,8-Dimetil-4-(propan-2-

25 i(Iideno))espiro[4.5]dec-(7p-enpo 2031 0 1,18
26 a-selineno 2038 9,14 1,54
27 0-Guajeno 2061 0,19 <LD
28 y-Muuroleno 2069 0 0,31
29 Cubeneno 2077 2,74 2,18
30 cis-Calameneno 2087 0,16 0,17
31 Espatulenol 2202 4,88 6,09
32 Oxido de Cariofileno 2214 3,15 10,9
33 Isovalencenol 2220 0,43 0,34
34 Ledol 2266 0,04 0,2
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35 Epoxido de humuleno | 2280 0,56 1,09

36 Cubenol 2316 0,06 0,34

37 (-)-Espatulenol 2332 0,46 0,21
10,10-Dimethyl-2,6-

38 dimethylenebicyclo[7.2.0]Jundecan- 2348 0,35 0,64
5R-ol

39 Acetato de Tau-Cadinol 2357 0,31 0,21

40 tau-Cadinol 2363 0,31 0,19

41 T-Muurolol 2370 0,19 0,54

42 a -Cadinol 2396 1,36 1,19

43 Neointermedeol 2407 1,96 0,22

(1R,7S,E)-7-Isopropyl-4,10-

44 . 2437 0,72 0,68
dimethylenecyclodec-5-enol

45 6-epi-Shyobunol 2514 0,45 <LD
Total identificado 91,95 99,38
Teor (%) 1,17 0,25
Monoterpenos oxigenados 8,70 8,90
Hidrocarbonetos monoterpenos 20,67 28,86
Sesquiterpenos oxigenados 14,57 21,99
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 47,70 39,42
Esteres 0,31 0,21

IR: indice de retencdo experimental; <LD: abaixo do limite de detecgao.

Foram identificados 43 e 35 compostos que representam 91,95% e 99,38% do
O. E. obtido das folhas e frutos, respectivamente (Tabela 1). As maiores quantidades
de hidrocarbonetos monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados foram encontradas
no O.E. dos frutos (28,86% e 21,99%, respectivamente) em relacdo as folhas (20,67%
e 14,57%, respectivamente). O percentual de sesquiterpenos hidrocarbonetos foi
maior nas folhas (47,70%) comparado aos frutos (39,42%). Para os monoterpenos
oxigenados e ésteres 0s maiores percentuais foram detectados em quantidades
semelhantes nos frutos (8,9% e 0,21%, respectivamente) e nas folhas (8,7% e 0,31%,
respectivamente). Do total de compostos presentes no O.E. da folha, dez ([3-
Felandreno, p-Cimeno, D-Limoneno, a- Felandreno, Acifileno, a-Terpineol,
Patchouleno, B-helmiscapene, 6-Guajeno e 6-epi-Shyobunol) ndo foram identificados
no fruto, e dos identificados no fruto, dois (3-Longipineno e B-Selineno) ndo foram
encontrados na folha.

Os componentes majoritarios encontrados no O.E. da folha foram Cariofileno
(15,96%) e 3-Pineno (14%), seguidos de a-selineno (9,14%), Eucaliptol (7,57%) e B-
helmiscapene (6,55%). No fruto foram Cariofileno (22%), R-Pineno (19,56%) e Oxido
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de Cariofileno (10,9%), seguidos de a-Pineno (9,3%), Eucaliptol (8,6%) e Espatulenol
(6,09%) (Figura 1 e 2).

Figura 1 - Cromatograma com a estrutura quimica dos compostos majoritarios (area

relativa superior a 10%) do O.E. da folha.

Caryophyllene
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Figura 2 - Cromatograma com a estrutura quimica dos compostos majoritarios (area

relativa superior a 10%) do O.E. do fruto.
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O GC-EM identificou 11 compostos comuns em ambos os O.E. com éarea
superior a 1% (Figura 3). Comparando esses compostos, o Cariofileno, -Pineno,
Oxido de cariofileno, a-Pineno e Espatulenol s&o mais abundantes no fruto, enquanto
Humuleno e a-selineno s&o mais proeminentes na folha. O Eucaliptol tem

concentracdes relativamente equilibradas.

Figura 3 — Compostos com area superior a 1% identificados nos O.E. da M. verrucosa.
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Composicdo quimica do oleo essencial

N&o hé relatos sobre a composicdo quimica de O.E. obtidos da M. verrucosa,
mas os dados obtidos neste trabalho indicam uma variagdo significativa na

composi¢cdo e concentracdo dos compostos entre o fruto e a folha, sugerindo que
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mesmo sendo provenientes da mesma planta, ha diferenca nos perfis quimicos dos
orgaos da M. verrucosa.

Diferencas na composi¢éo quimica do O.E. entre folhas e frutas também foram
encontradas por Gyesi, Opoku e Borquaye (2019) trabalhando com Annona muricata,
os autores encontraram no O.E. das folhas 31 compostos, e na polpa das frutas 32
compostos, mas a diferenca marcante foi na composi¢céo quimica, enquanto os O.E.
das folhas consistiam em grande parte de terpenos e terpendides, os O.E. da polpa
das frutas eram constituidos por compostos alifaticos (acidos, ésteres e alcoois). A
analise dos O.E. das folhas e cascas de frutas de Citrus aurantifolia por GC-FID e
GC-EM revelaram que os hidrocarbonetos monoterpénicos (84,6%) foram os
principais constituintes da casca da fruta e os monoterpenos oxigenados (57,6%)
foram os principais constituintes das folhas (Lemes et al., 2018). O O.E. de frutas e
folnas de Eucalyptus gomphocephala apresentaram diferencas na composicdo e
concentracdo dos compostos, 0s principais constituintes no 6leo essencial de frutas
(acima de 3%) foram: 1,8-cineol (46,69%), p-cimeno (8,99%), baeckeol (8,57%), a-
pineno (5,21%) e globulol (4,25%). No oleo essencial de folhas, foram: 1,8-cineol
(24,25%), p-cimeno (20,70%), a-pineno (14,15%), B-pineno (8,17%), y-terpineno
(6,90%), metileugenol (6,78%), a-terpineol (4,75%) e limoneno (3,80%) (Stankov et
al., 2020).

Os componentes predominantes nos O.E. da M. verrucosa incluem
monoterpenos e sesquiterpenos. Os monoterpenos, elementos caracteristicos de
Oleos essenciais, desempenham um papel crucial ao conferir aroma e sabor as
plantas, sendo fundamentais em diversos ingredientes ativos utilizados em setores
agricolas, farmacéuticos, cosméticos e alimenticios (Ninkuu et al., 2021). Os
sesquiterpenoides sédo geralmente considerados marcadores mais estaveis, uma vez
gue 0s monoterpenos possuem maior volatilidade (Jin et al., 2021). O O.E. dos frutos
teve uma maior concentracdo de monoterpenos em relacao as folhas de M. verrucosa.
As razbes para 0 maior acumulo desses compostos na parte reprodutiva da planta
ainda nado sao claras. Por um lado, levantou-se a hipotese de que esses monoterpenos
podem ter funcéo na atracdo de dispersores de sementes, defesa contra herbivoros e
sinalizacao planta-planta.

Estudos na literatura reforcam essa hipotese, como evidenciado no trabalho de

(Eisner et al., 2000), que destaca os monoterpenos metilciclopentanoides produzidos
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pela Teucrium marum como repelentes eficazes contra formigas e baratas. Outro
exemplo é observado na Peperomia macrostachya, que produz sementes atrativas
para formigas (Camponotus femoratus), estabelecendo uma relacdo simbidtica
especifica da espécie conhecida como formigueiros neotropicais (AGs). As sementes
da P. macrostachya liberam uma variedade de compostos volateis fendlicos e
terpenoides, sendo o geranil linalol um componente compartilhado por pelo menos
oito espécies de sementes AG. Esse terpeno é percebido pela espécie de formiga
parceira AG na dispersao de sementes (Youngsteadt et al., 2009). Esse fendmeno
ilustra a complexidade e a particularidade das interacdes entre plantas e formigas,
destacando a relevancia dos compostos volateis na comunicacédo e na coevolucéo de

estratégias de sobrevivéncia entre essas especies.

4. Conclusodes

A M. verrucosa apresentou um teor de O.E. significativo, principalmente nas
folhas, podendo ser considerada com potencial para desenvolvimento de ativos.

A composicdo e concentracdo dos compostos sao diferentes entre o fruto e a
folha da planta. Os compostos majoritarios do O.E. de M. verrucosa das folhas e dos
frutos sé@o Cariofileno e 3-Pineno.

Esses resultados podem ter implicagcfes praticas para a industria de O.E., uma
vez que a selecdo e extracao seletiva de compostos especificos podem desempenhar

um papel importante para atender as diversas demandas do mercado.
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ARTIGO 3

POTENCIAL DO OLEO ESSENCIAL E HIDROLATO DE Mimosa
verrucosa BENTH. NO CONTROLE IN VITRO DE Aspergillus welwitschiae®
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POTENCIAL DO OLEO ESSENCIAL E HIDROLATO DE Mimosa
verrucosa BENTH. NO CONTROLE IN VITRO DE Aspergillus welwitschiae

Resumo: A podridao vermelha do sisal representa um dos grandes desafios no cultivo
dessa cultura no semiarido, resultando em perdas consideraveis na producéao de fibras
naturais. Dada a falta de métodos de controle eficazes e o0 aumento da resisténcia de
fitopatdogenos, é necessario desenvolver novos agentes antifingicos mais seguros,
baseados em compostos naturais, como O.E. e hidrolatos. Diante do exposto o
objetivo do trabalho foi avaliar o potencial antifungico do O.E. e do hidrolato (folha,
caule e fruto) da M. verrucosa no controle de Aspergillus welwitschiae. A extracdo do
O.E. foi conduzida utilizando o método de hidrodestilacdo no equipamento Clevenger.
ApOs a concluséo do processo, o O.E. e hidrolato foram retirados e armazenados até
o uso. O teste da CIM foi realizado em placas de Elisa de 96 pocos, em triplicata,
utilizando as seguintes concentracdes: 10; 12; 14; 16; 18; 20; 22 e 30 yL mL™?, para o
O.E. e 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80 e 90% para os hidrolatos. No ensaio de diluicdo em
meio, as concentracdes de O.E. (5, 15, 25 e 35 uL mL?) e hidrolatos (45, 60, 75 e
90%) foram homogeneizadas no meio B.D.A. e distribuidas em placas de Petri de 5
cm de diametro. Ao final do experimento foi avaliado o niamero de esporos. A
estatistica foi realizada com o auxilio do programa R. O O.E. das folhas e todos os
hidrolatos de M. verrucosa demonstraram uma acao fungistatica contra o A.
welwitschiae, com um valor de CIM de 14 pL mL?, para o O.E. e de 70% para o
hidrolato de folha e fruto, e 60% para o caule. A producdo de esporos de A.
welwitschiae foi significativamente inibida (p<0,05) pelos hidrolatos e o0 O.E. O
hidrolato de caule apresentou as maiores redu¢des no niumero de esporos em relacao
ao de folha e fruto. Esses resultados indicam que o O.E. e os hidrolatos da M.
verrucosa possuem potencial promissor para serem utilizados no controle da podridao

vermelha do sisal.

Palavras-chave: Antifungico, Podriddo vermelha do sisal, Subprodutos.
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POTENTIAL OF ESSENTIAL OIL AND HYDROLATE OF Mimosa verrucosa
BENTH. IN VITRO CONTROL OF Aspergillus welwitschiae

Abstract: Red rot in sisal represents one of the greatest challenges in cultivating this
crop in the semi-arid region, resulting in considerable losses in natural fiber production.
Given the lack of effective control methods and the increasing resistance of
phytopathogens, it is necessary to develop new safer antifungal agents based on
natural compounds, such as essential oils and hydrolates. In light of this, the objective
of the study was to evaluate the antifungal potential of E.O. and the hydrolate (leaf,
stem, and fruit) of M. verrucosa in the control of Aspergillus welwitschiae. The E.O.
extraction was conducted using the hydrodistillation method on Clevenger equipment.
After the process is completed, the E.O. and hydrolate were collected and stored until
use. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) test was performed in triplicate in
96-well Elisa plates using the following concentrations: 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, and
30 pyL mL™? for the E.O. and 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, and 90% for the hydrolates. In
the agar dilution test, E.O. concentrations (5, 15, 25, and 35 pL mL) and hydrolate
concentrations (45, 60, 75, and 90%) were homogenized in B.D.A. medium and
distributed on 5 cm diameter Petri dishes. The number of spores was evaluated at the
end of the experiment. Statistical analysis was performed using the R program. The
E.O. from the leaves and all hydrolates of M. verrucosa demonstrated fungistatic action
against A. welwitschiae, with a MIC value of 14 uL mL! for E.O. and 70% for leaf and
fruit hydrolate, and 60% for stem hydrolate. Spores production of A. welwitschiae was
significantly inhibited (p<0.05) by hydrolates and E.O. Stem hydrolate showed the
greatest reductions in spores numbers compared to leaf and fruit hydrolates. These
results indicate that the EO and hydrolates of M. verrucosa have promising potential

to be used to control red rot in sisal.

Keywords: Antifungal, Sisal red rot, By-products.
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1. Introducéo

O Brasil lidera a produgéo global de fibras de sisal (Agave sisalana Perrine),
concentrando suas plantacbes principalmente na regido semidrida, com destaque
para o estado da Bahia, responsavel por 94% da producédo nacional. Essa cultura
desempenha um papel vital na geracédo de renda para a populacao local, sendo uma
das principais fontes econémicas na regido (Quintanilha-Peixoto et al., 2022; Raya et
al, 2023).

O fungo Aspergillus welwitschiae (Bres.) Henn é o agente causal da podridao
vermelha do sisal, um dos grandes desafios no cultivo dessa planta no semiarido, pois
resulta em perdas consideraveis na producédo de fibras naturais. Esse fungo penetra
na planta através de ferimentos causados tanto pelas altas temperaturas ambientais
guanto pelos cortes feitos nas folhas durante o processo de extracdo das fibras
(Quintanilha-Peixoto et al., 2019). Conforme a doenca avanca, surge uma cor
vermelha intensa nos caules afetados, seguida por clorose (amarelecimento das
folhas) e, por fim, a morte da planta (Quintanilha-Peixoto et al., 2022).

Ainda néo existem métodos de controle eficientes para essa doenca. Além
disso, o aumento dos fitopatdbgenos resistentes devido ao uso indiscriminado de
produtos quimicos na agricultura, tem gerado uma demanda constante e crescente
por técnicas inovadoras e sustentaveis. Isso impulsiona o desenvolvimento de novos
agentes antifungicos, mais seguros, baseados em compostos naturais, como 6leos
essenciais (O.E.) e hidrolatos (Angelini et al., 2022).

Os O.E. sdo misturas complexas de compostos volateis, extraidos de diversas
partes de plantas aromaticas. Compostos como terpenos, fenilpropanoides e aldeidos
sdo alguns dos constituintes volateis presentes nos O.E., muitos dos quais tém
propriedades bioativas contra varios microrganismos (Achimén et al., 2021). Durante
0 processo de extracdo (hidrodestilagdo e destilacdo) dos O.E., € gerado um
subproduto conhecido como hidrolato, também mencionado como hidrossol, agua
floral ou destilada, e agua aromatica. Nesse processo, a agua € evaporada
simultaneamente com o 6leo essencial. Apdés a condensacdo dos vapores, 0S
componentes liquefeitos se separam em duas fases: 6leo essencial e hidrolato.
Apesar de conterem uma pequena quantidade de constituintes do 0leo essencial, os

hidrolatos séo valiosos por seus compostos oxigenados, que oferecem propriedades
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organolépticas distintas, sabor especifico e atividade biolégica, sendo Uteis para
diversas industrias (A¢imovic et al., 2020; A¢imovic, 2023).

Existe um interesse crescente em explorar o 6leo essencial e o hidrolato como
matérias-primas no desenvolvimento de processos e produtos agricolas, uma vez que
estudos comprovam que ambos sao fontes significativas de fitoquimicos com
potencial antimicrobiano (Bajer et al., 2017; Gaspar-Pintiliescu et al., 2020; Ciocarlan
et al., 2021; Paramalingam et al., 2021). As plantas do género Mimosa tem grande
potencial para serem fontes de compostos bioativos, especialmente Mimosa
verrucosa Benth., que produz éleo essencial. Diante do exposto, 0 objetivo do trabalho
foi avaliar o potencial antifungico do 6leo essencial e dos hidrolatos (folha, caule e

fruto) da M. verrucosa no controle de Aspergillus welwitschiae.

2. Materiais e Métodos

Material vegetal

As plantas de Mimosa verrucosa (voucher HUESB12727) (folhas, caules e
frutos) foram coletadas no bioma Caatinga, em Jequié (Latitude: 13° 51' 4" Sul,
Longitude: 40° 4' 52" Oeste), Bahia, em outubro de 2022. O material vegetal foi seco
em estufa (Tecnal ®, S&o Paulo, Brasil) aquecida com circulagéo forcada de ar a 45
°C.

Extracdo de 6leo essencial e hidrolato

A extragdo do Oleo essencial foi conduzida utilizando o método de
hidrodestilacdo no equipamento Clevenger. As folhas, caules e frutos secos foram
dispostos em um baldo volumétrico de 2 L, ao qual foi adicionada a quantidade
necessaria de agua destilada para cobrir completamente o material vegetal. Este
baldo foi colocado em uma manta térmica (Tecnal ®, Sdo Paulo, Brasil), dando inicio
ao processo. O procedimento de extracdo teve uma duragdo aproximada de 120
minutos, contados a partir da condensacgédo da primeira gota. Apds a conclusédo do

processo de extracdo, o 6leo essencial e o hidrolato foram cuidadosamente retirados
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e transferidos para recipientes de vidro, que foram devidamente etiquetados e

armazenados sob refrigeracao.

Obtencao dos Microrganismos

O fungo Aspergillus welwitschiae (isolado A1P1) foi adquirido da colecédo de
microrganismos do Laboratorio de Microbiologia na Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia, situado no Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e
Bioldgicas. Uma cultura pura do fungo crescida em meio Batata Dextrose Agar
(B.D.A)) a uma temperatura de 28 + 2 °C por 8 dias, foi utilizada para fazer a
suspensao dos esporos. Foi adicionado 20 mL de dgua destilada autoclavada e duas
gotas de Tween 20 na placa, em seguida os esporos foram suspensos usando uma
alca de Drigalsky. O ajuste da concentracdo de esporos (1x10° esporos mL1) foi

realizado com base na contagem em camara de Neubauer.

Ensaios antifungicos:

Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi determinada mediante o0 método de microdiluicdo, com modificacdes,
empregando placas de Elisa de 96 pocos. O O.E. das folhas foi testado em
concentragdes de 10; 12; 14; 16; 18; 20; 22 e 30 uL mL™1, enquanto quatro controles
foram incluidos: 1- Meio de cultura puro (B.D.); 2- Meio de cultura + A. welwitschiae;
3- Tween 20 (5%) + A. welwitschiae; 4- Antifungico (Ciclopirox de Olamina 400 uL mL-
1) + A. welwitschiae. Quanto aos hidrolatos (folha, caule e frutos), foram utilizadas
concentragdes de 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80 e 90%, com trés controles (1- Meio de
cultura puro; 2- Meio de cultura + A. welwitschiae; 3- Antifangico + A. welwitschiae).
Uma suspenséao de 50 pL dos esporos do microrganismo foi adicionada a cada poco.
O experimento foi realizado em triplicata, e a atividade antifingica foi avaliada apés
72 h de incubacdo a 28 °C, observando visualmente o crescimento fungico em
comparagao com o controle 2 e determinando a CIM como a menor concentragéo que

inibe o crescimento do microrganismo.
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Determinacao da concentracao fungicida minima (CFM)

Apés a realizacao do teste da CIM, nos pocos em que ndo houve crescimento
visivel do fungo, uma amostra do conteudo foi retirada e subcultivada em placas de
Petri contendo meio B.D.A. ApGs incubacéo por 48 horas a 28+2°C em uma BOD
(New Lab, Piracicaba, Sdo Paulo), a menor concentracdo na qual o microrganismo

nao se desenvolveu, foi considerada como a CFM.

Diluicdo em meio

O O.E. foi diluido em Tween 20 (5%) nas concentracdes predefinidas (5, 15, 25
e 35 pL mL1') e adicionado ao meio B.D.A. apos esterilizacdo em autoclave. Os
hidrolatos foram incorporados ao meio de cultura B.D.A., resultando nas
concentracfes de 45, 60, 75 e 90%. Apos homogeneizacéo, os tratamentos foram
distribuidos em placas de Petri de 5 cm de diametro. Os controles consistiram em:
meio B.D.A., B.D.A. + Tween 20 (5%), e B.D.A. + antifungico (Ciclopirox de Olamina
400 yL mLY). Em cada placa, 5 uL da suspensao de esporos do A. welwitschiae foram
adicionados no centro. As placas foram incubadas em camara BOD a 28+2 °C (New
Lab, Piracicaba, Sdo Paulo). A avaliacao foi feita apds o crescimento completo do

microrganismo na placa de controle, meio B.D.A.

Numero de esporos

A contagem do numero de esporos do A. welwitschiae foi realizada ao término
do experimento. Para cada placa de Petri, foram adicionados 7 mL de agua destilada
e uma gota de Tween 20. Em seguida, efetuou-se a suspensao dos esporos com uma
alca de Drigalsky, retirando-se uma aliquota com o auxilio de uma pipeta. A contagem
de esporos foi realizada em uma camara de Neubauer, utilizando um microscopio
optico (Modelo Cx21, Olympus, Téquio, Japao). Os resultados foram expressos em

nimeros de esporos por mL.

Andalise Estatistica
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No teste de diluichio em meio, foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado com 7 repeticbes. Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo
teste F, considerando um nivel de significancia de 5%. As médias foram comparadas
por meio do teste de Scott-Knott (p<0,05). Posteriormente, os dados foram submetidos
a uma regressao linear utilizando o software R (R Development Core Team, 2023)

para determinar os ED5O0.

3. Resultados e Discussao

Oleo essencial de folhas de M. verrucosa no controle de Aspergillus

welwitschiae

O O.E. das folhas de M. verrucosa demonstrou uma acao fungistética contra o
A. welwitschiae, com um valor de CIM de 14 L mL™L. Esse resultado indica o potencial
do O.E., pois requer uma quantidade relativamente baixa para inibir o crescimento do
A. welwitschiae em comparacdo com as concentracdes testadas. Além disso, esse
resultado orientou a escolha das concentracdes a serem utilizadas no teste de diluicao
em meio.

O O.E. das folhas de M. verrucosa teve um efeito significativo (p<0,05) na
esporulacdo do A. welwitschiae. A producao de esporos foi reduzida em cerca de 44-
62,5% em comparacdo com o controle 0 (Tween + B.D.A.), sem diferencas
significativas entre as concentracdes testadas (Figura 1). De modo geral, as
concentragcdes mais baixas de 6leo essencial foram suficientes para inibir a producéo
de esporos, sendo que a concentragdo de 35 uL mL* proporcionou 0 menor nimero
de esporos, representando aproximadamente 80% da reducdo observada com o
antifangico (Ciclopirox de Olamina) (ANT).

Figura 1 — Efeito do 6leo essencial das folhas de M. verrucosa na esporulacéo de
Aspergillus welwitschiae e imagens do teste de diluicdo em meio com diferentes
concentracbes de Oleo essencial. Barras acompanhadas pela mesma letra néo
diferem pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Por meio da analise de regressao linear, observa-se que a dose efetiva do O.E.
das folhas de M. verrucosa necesséria para alcancar uma reducao de 50% no nimero
de esporos, é relativamente elevada. No entanto, o O.E. ainda demonstra potencial
como uma opcdo para o controle de A. welwitschiae (Tabela 1). Levando em
consideracdo aspectos econdmicos, combinar o 6leo essencial com outras técnicas

de manejo pode ser uma abordagem eficaz para controlar esse fitopatégeno.

Tabela 1- Dose efetiva do 6leo essencial de folhas M. verrucosa para inibicao de 50%

do nimero de esporos de A. welwitschiae.

Equacao linear ED50 (uL mLY)
y = 452,59 — 7,60x; R? = 0,66** 30,00

Este é o primeiro relato da bioatividade do O.E. de folhas de M.
verrucosa contra A. welwitschiae. Os resultados destacam o0s principais compostos
identificados no 6leo essencial (O.E.), sendo Cariofileno (15,96%) e 3-Pineno (14%)
0s mais prevalentes, seguidos por a-selineno (9,14%), Eucaliptol (7,57%) e [-
helmiscapene (6,55%) (Capitulo 2). O O.E. demonstrou um notavel efeito inibitério no
crescimento (CIM) e na esporulacao (ensaio de diluicdo em meio) de A. welwitschiae,
sugerindo a possibilidade de que esses componentes sejam responsaveis por sua
atividade antifangica. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para confirmar
essas descobertas, também é crucial considerar o efeito do fitocomplexo como um
todo, pois espera-se uma interacdo e, muito possivelmente, sinergismo entre os

principais compostos quimicos e os de menor concentracado (Angelini et al., 2022).
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De maneira geral, a atividade biologica desses compostos tem sido associada
a sua natureza lipofilica, conferindo-lhes a capacidade de penetrar nas membranas
das células. Contudo, a eficacia de um determinado O.E. como antifingico nao é
determinada apenas pelo seu efeito fungitoxico, mas também pela sua capacidade de
reduzir ou inibir a producdo de conidios. Os conidios sdo esporos produzidos
assexuadamente, liberados em grandes quantidades, desempenhando um papel
crucial na disperséo dos fungos e nos processos de infec¢do secundaria (Achimoén et
al., 2021). A membrana celular do fungo desempenha um papel importante em sua
sobrevivéncia, a interacdo do O.E. com essa membrana resulta em alteracdes na
permeabilidade, levando a perda de ions celulares e, consequentemente, a perda de
funcdo celular, influenciando no crescimento dos fungos, causando mudancas
morfolégicas e deformacdes em hifas e esporos (Brandao et al., 2023).

Na literatura € possivel encontrar estudos relatando a reducao da esporulacéo
de Aspergillus spp. com O.E. de diversas espécies. Os O.E. de dois acessos de L.
alba (LO1 e LO2), extraidos de plantas com idades diferentes, mostraram eficacia na
inibicdo da producdo de esporos de A. welwitschiae. Notavelmente, o acesso L02
apresentou inibicdo significativa na menor concentragdo testada (0,25 pyL mL™1),
variando entre 91,77% e 93,52% em todas as épocas de colheita (Carvalho et al.,
2023). Em trabalho realizado por Li et al. (2020), o O.E. de lllicium verum inibiu a
producdo de esporos de Aspergillus flavus, com percentagens de reducéo variando
de 43% a 100%, em concentragdes entre 0,4 e 4,0 uL mL1. Sarathambal, Rajagopal
e Viswanathan (2021) constataram modificacdes morfoldégicas no Aspergillus flavus
gquando exposto ao O.E. de Pimenta dioica, em comparagdo com o0 tratamento
controle. Essas alteracdes englobam a perda visivel de pigmentacdo, auséncia de
esporulacdo e maturidade irregular dos conidioforos. Os autores correlacionaram
essas mudangas a interferéncia do Oleo essencial na sintese da parede celular,

afetando, assim, o crescimento e a morfogénese do fungo.

Hidrolato de folha, caule e frutos de M. verrucosa no controle de Aspergillus

welwitschiae

Os ensaios utilizando o método da microdiluicdo revelaram que todos os

hidrolatos de M. verrucosa apresentaram acao fungistatica contra o Aspergillus
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welwitschiae. A CIM foi de 70% para o hidrolato de folha e fruto, enquanto o do caule
foi de 60% (Tabela 2). Esses resultados indicam que os hidrolatos da planta possuem
propriedades antifungicas contra o A. welwitschiae, semelhantes ao 6leo essencial
das folhas de M. verrucosa, e apresentam potencial para serem empregados no

controle do patdgeno responsavel pela podriddo vermelha do sisal.

Tabela 2- Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima
(CFM) dos hidrolatos de M. verrucosa contra o Aspergillus welwitschiae.

Concentracao (%)

Hidrolato

CIM CFM
Folha 70 -
Caule 60 -
Fruto 70 -

A producdo de esporos de A. welwitschiae foi significativamente inibida
(p<0,05) pelos hidrolatos. Na Figura 2, € possivel observar que, independentemente
do hidrolato utilizado nos testes, o tratamento antifingico (Ciclopirox de Olamina)
apresentou a maior reducdo na quantidade de esporos do fungo. Os hidrolatos da
folha e do fruto mostraram o maior nimero de esporos na concentracdo de 45%, mas
nao diferiu estatisticamente do controle (B.D.A.)). As concentracdes que
proporcionaram a menor esporulacéo foram 90% na folha e 75% no fruto. O hidrolato
de caule, na concentracdo de 75%, ndo apresentou diferenca estatistica em relacéo
ao controle positivo (Ciclopirox de Olamina), confirmando a eficacia dos compostos

presentes nesse hidrolato na inibicdo da esporulagdo do fungo testado.

Figura 2 — Efeito do hidrolato das folhas (a), caule (b) e frutos (c) de M. verrucosa na
esporulacdo de Aspergillus welwitschiae e imagens do teste de diluicdo em meio com
diferentes concentracdes de hidrolato. Barras acompanhadas pela mesma letra nado

diferem pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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O hidrolato de caule registrou as maiores reducées no nimero de esporos
(40%, 70%, 87%, e 75%, respectivamente) em comparacdo com o controle B.D.A.,
em todas as concentracbes testadas, superando os demais hidrolatos. Esses

resultados indicam que o hidrolato de caule de M. verrucosa é o mais bioativo contra
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A. welwitschiae. A Figura 3 também revela que o segundo hidrolato mais eficaz contra

a esporulacéo de A. welwitschiae foi o derivado da folha.

Figura 3 — Grafico de barras resumindo o efeito dos hidrolatos de folha (F), caule (C)

e fruto (Ft) na esporulacéo de Aspergillus welwitschiae.
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Os valores de ED50 (dose efetiva para inibicao de 50% do niumero de esporos)
para os hidrolatos de M. verrucosa sdo apresentados na Tabela 3. O menor valor foi
observado para o hidrolato de caule, seguido pelo hidrolato de folha. N&o foi possivel
calcular o ED50 para o hidrolato de fruto, pois, nas concentracdes e com o fungo
utilizado neste experimento, nao foi possivel alcancar uma reducao de 50% no nimero
de esporos. A ED50 do hidrolato de caule é relativamente baixa, indicando seu
potencial promissor, uma vez que produtos naturais capazes de controlar a doenca

em baixas quantidades do principio ativo sao altamente desejados.

Tabela 3 - Dose efetiva do hidrolato da folha, caule e fruto de M. verrucosa para

inibicdo de 50% do numero de esporos de A. welwitschiae.

Hidrolato Equacéo linear ED50 (%)
Folha y = 837,14 — 5,93x; R?= 0,61** 70,58
Caule y = 827,65 — 8,17x; R?= 0,90** 50,65
Fruto y = 919,77 — 4,32x; R?= 0,44** -

Os hidrolatos geralmente contém menos de 1 g L (ou seja, 0,10%) de

compostos aromaticos sollveis em 4gua, provenientes do O.E. A semelhanca entre a
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composicdo do O.E. e do hidrolato depende da proporcdo entre hidrocarbonetos e
compostos oxigenados no O.E. Quando o0s compostos oxigenados sao
predominantes, a semelhanca é alta, enquanto em O.E. com predominancia de
hidrocarbonetos, a composicéo do hidrolato difere significativamente (Acimovic et al.,
2020). Foram observadas diferencas quantitativas e qualitativas entre o O.E. e 0
extrato de hidrossol de Marrubium vulgare em relacéo as classes de compostos e seus
principais componentes, como indicado por Zatla et al. (2020), cujas anélises de GC-
MS do extrato de hidrossol revelaram exclusivamente compostos oxigenados, sem a
presenca de hidrocarbonetos.

A andlise do O.E. das folhas e dos frutos (Capitulo 2) revela que eles consistem
principalmente de hidrocarbonetos monoterpenos  (20,67% e  28,86%,
respectivamente) e sesquiterpenos hidrocarbonetos (47,70% e 39,42%,
respectivamente), indicando que a composi¢ao quimica desses hidrolatos ndo séo tao
semelhantes a dos O.E. Provavelmente a atividade antifiungica dos hidrolatos pode
ser atribuida aos compostos quimicos presentes, os quais podem interferir nas
membranas microbianas, na parede celular ou na atividade de enzimas microbianas
(D'Amato et al., 2018).

As propriedades antimicrobianas dos hidrolatos dependem da cepa microbiana
e da concentracdo. A pesquisa conduzida por Paramalingam et al. (2021) indicou que
os hidrossois de Melaleuca alternifolia e lim&o kaffir exibiram inibig&o significativa no
crescimento de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (TR4) em todas as concentracoes.
Entretanto, o aumento da concentracdo do hidrossol de limédo kaffir até 70% néo
resultou em aumento da atividade inibitéria em comparagdo com o hidrossol de
Melaleuca alternifolia, que demonstrou uma tendéncia ascendente. Todas as
concentragdes de hidrolato de Cistus ladanifer demonstraram inibicdo no crescimento
micelial de quatro cepas microbianas (Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici,
Rhizoctonia solani, Cryphonectria parasitica e Phytophthora cinamomi), com o efeito
inibitorio variando significativamente conforme a concentracdo. Nas concentracdes de
250 e 500 yL mL*%, o crescimento micelial de todas as espécies testadas foi
completamente inibido, exceto para F. oxysporum. R. solani foi a espécie mais
suscetivel ao hidrolato, com um ED50 de 88,1 yL mL*, enquanto F. oxysporum
mostrou menor sensibilidade, com um ED50 de 235,2 uL mL1. Os autores destacaram

gue os efeitos observados podem estar relacionados ao alto teor de monoterpenos
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oxigenados, como trans-pinocarveol, pinocarvona e acetato de bornila presentes no
hidrolato (Pérez-lzquierdo; Serrano-Pérez; Rodriguez-Molina, 2022).

A maioria das espécies de Aspergillus produz principalmente esporos
assexuados, conhecidos como conidios, que atuam como propagulos e unidades
infecciosas (Kim et al., 2019). Nas plantacbes de sisal, € comum encontrar o A.
welwitschiae no solo proximo as raizes e em diferentes partes da planta. Além disso,
esse fungo libera esporos leves, que séo prontamente dispersados pelo vento (Duarte
et al., 2018). Tanto o Oleo essencial quanto os hidrolatos de M. verrucosa
demonstraram reducao significativa no nimero de esporos de A. welwitschiae. Esse
resultado é fundamental para o manejo da podriddo vermelha do sisal, pois uma
quantidade menor de esporos implica em uma fonte menor de inéculo, diminuindo as
chances de novas infec¢des (Lima, 2021).

Os compostos majoritarios, sua atividade sinérgica ou mesmo compostos em
menores quantidades podem ter contribuido para a inibicdo eficiente do nimero de
esporos de A. welwitschiae no presente estudo. Pesquisas adicionais podem ser
conduzidas para elucidar a atividade antifingica aqui encontrada. Apesar disso, 0s
resultados confirmaram o potencial da espécie estudada, contribuindo assim para
pesquisas futuras sobre essa planta e para o desenvolvimento de métodos mais

inovadores e sustentaveis no controle da podriddo vermelha do sisal.

4. Conclusodes

A reducdo no numero de esporos de A. welwitschiae, obtida por meio do uso
de O.E. e hidrolatos (folhas, caule e frutos) de M. verrucosa em testes in vitro,
evidencia um efeito antifungico, destacando especialmente o hidrolato do caule.

Novas investigacdes sdo necessarias antes que possam ser sugeridos como
agentes antifiungicos comerciais e naturais para o manejo da podriddo vermelha do

sisal.
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CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagcdo do método de extracdo de compostos fendlicos bioativos com
banho ultrassénico, viabilizou a identificacdo e quantificagdo desses compostos na
planta de Mimosa verrucosa. A otimizacao da extracdo pode contribuir para pesquisas
futuras com essa planta.

A avaliacdo do teor e composicao quimica do O.E. em diferentes 6rgéos da
Mimosa mostra o potencial aromatico da planta e que existe diferenca na composicéo
qguimica do O.E. a depender do 6rgao ao qual foi extraido. Esse trabalho é um dos
primeiros a analisar o O.E. dessa planta em meio académico.

No que diz respeito ao potencial antifingico, os resultados promissores obtidos
na avaliagdo contra o fungo causador da podridao vermelha do sisal, indicam um
grande potencial de utilizacdo do O.E. e hidrolatos para o manejo da doenc¢a. Contudo,
€ importante ressaltar que sdo necessarios mais testes, especialmente in vivo, para
validar e consolidar esses resultados.

Este estudo também destaca a necessidade de mais pesquisas com plantas da
Caatinga, um ecossistema promissor pela sua vasta biodiversidade. Esta regido Unica
do Brasil abriga uma riqueza inexplorada de espécies vegetais. A compreensao da
riqueza fitoquimica dessas plantas pode abrir portas para o desenvolvimento de novos
produtos com potenciais aplicacdes em diversas areas, como medicina, agricultura e

alimentos.
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