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RESUMO
A Egletes viscosa (Asteraceae), herbacea popularmente conhecida como “macela-da-terra”, é
utilizada na medicina tradicional brasileira devido as propriedades terapéuticas dos seus
capitulos florais, os quais contém ternatina (1), lactona do acido hawtriwaico (2) e acido
centipédico (3) como principios ativos. O objetivo do presente trabalho foi determinar as
melhores condicGes de processamento para a obtencdo dessas substancias. Nesse contexto, foi
realizado um estudo da cinética de secagem e de extracdo com solvente liquido pressurizado
(PLE). A secagem foi efetuada em estufa de circulacéo e renovacao de ar a trés temperaturas
(50, 60 e 70 °C), apresentando 16,5 % de umidade final nos capitulos florais. A curva de
secagem experimental mostrou apenas um periodo de diminui¢do da umidade e reducdo do
tempo com o0 aumento das temperaturas testadas. O material seco foi extraido por infusdo em
agua, que ¢é a forma utilizada popularmente para fins medicinais, e 0s compostos do cha foram
quantificados em UPLC/QDA-SIM. Nao houve diferenga significativa (p < 0,05) entre as
concentracdes dos compostos bioativos nas diferentes temperaturas testadas, revelando que, em
menor tempo de processo, o0s capitulos florais podem ser secos a temperaturas elevadas (70 °C)
sem que sua qualidade seja alterada. O modelo de secagem gerado a partir da segunda Lei de
Fick apresentou difusividade efetiva de umidade (Deff) entre 5,55 x 10°e 1,72 x 10°m?/s e
energia de ativacdo de 45,14 KJ/mol. Este, embora seja simplista para a complexa estrutura do
material estudado, foi considerado satisfatdrio. Para os experimentos de extracdo foram
realizados testes preliminares que mostraram a eficiéncia da PLE e do solvente etanol. Em
seguida, a otimizacdo da extracdo foi efetuada a partir de um planejamento experimental do
tipo composto central, tendo como varidveis independentes temperatura (70-130 °C) e
proporcao dos solventes etanol/agua (20-80 %). Os resultados das extracdes revelaram que a
temperatura, o tempo de extracdo e as diferentes propor¢des dos solventes etanol/agua foram
significativas para a extracdo dos compostos (1-3). A melhor condicdo operacional obtida com
a otimizacgéo da extragdo em PLE foi com 92,4 % de etanol, 100 °C, um ciclo e 15 minutos de
extracdo. A extracdo em PLE mostrou-se promissora, sendo possivel estabelecer parametros
operacionais para uma maxima extracdo dos compostos de interesse, com excecdo da ternatina

que atingiu maior concentracdo na extracdo em Soxhlet.

Palavras chaves: Asteraceae. Desejabilidade. Metodologia de Superficie de Resposta. PLE.
Soxhlet



ABSTRACT
Egletes viscosa (Asteraceae), herbaceous popularly known as "macela-da-terra”, is used by the
brazilian traditional medicine due to the therapeutic properties of its flower buds, which contain
ternatin (1), hawtriwaic acid lactone (2) and centipedic acid (3) as active principles. The
objective of the present study was to determine the best processing conditions to obtain these
substances. In this context, a study of kinetic drying and extraction with pressurized liquid
solvent (PLE) was made. The drying was carried out in a circulation and air renovation oven
with three temperatures (50, 60 and 70 ° C), presenting a final moisture content of 16.5% in
flower buds. The experimental drying curve showed only a period of humidity drop and time
reduction with the increase of the tested temperatures. The dry material was extracted by water
infusion, which is the form popularly used for medicinal purposes, and the tea compounds were
quantified by UPLC/QDA-SIM. There was no significant difference (p < 0.05) between the
concentrations of the bioactive compounds at the different tested temperatures, showing that
the flower buds can be dried at high temperatures (70 ° C) without changing their quality. The
drying model generated from the Fick’s second law presented effective moisture diffusivity
(Deff) between 5.55 x 10-9 and 1.72 x 10-9 m2 / s and activation energy of 45.14 KJ / mol.
Although the model is simplistic for the complex structure of the material surface, it was
considered satisfactory. For the extraction experiments, preliminary tests were carried out,
which showed the efficiency of the PLE and the solvent ethanol. Then, the extraction’s
optimization was done from an experimental design of the central composite type, having as
independent variables temperature (70-130 °C) and proportion of solvent ethanol/water (20-80
%). The results of the extractions showed that the temperature, the extraction time and the
proportion of the ethanol/water solvents were significant for the extraction of the compounds
(1-3). The best operational condition obtained with the optimization of the extraction by PLE
was with 92.4 % ethanol, 100 °C, one cycle and 15 min of extraction. The extraction by PLE
seemed to be promising, opening the possibility to establish operational parameters for a
maximum extraction of the interest compounds, with the exception of the ternatin that reached

the highest concentration in Soxhlet extraction.

Keywords: Asteraceae. Desirability. Response Surface Methodology. PLE. Soxhlet.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo utilizados, desde a antiguidade, como fonte segura e eficaz
no tratamento contra diversas patologias (TIWARI, 2008). Com a descoberta das propriedades
medicinais das plantas, estas se tornaram uma fonte Gtil de compostos com papéis importantes
na prevencdo e no tratamento de doencas, consequentemente na melhoria da saude da
populagédo. O uso ancestral de ervas pode ser considerado como a base para a utilizagéo de
moléculas naturalmente bioativas (VIEIRA DA SILVA; BARREIRA; OLIVEIRA, 2016).

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) prevé que 80% da populacdo mundial
depende da medicina tradicional como cuidados de satde primarios, principalmente com o uso
de extratos vegetais e seus compostos bioativos (AZMIR et al., 2013). O Brasil, devido ao clima
ideal para muitas espécies de plantas, € o pais mais rico do mundo em termos de diversidade
vegetal conhecida para a ciéncia (FORZZA et al., 2012). Mais de 55.000 espécies foram
catalogadas, no Brasil, de um total de espécies mundial, estimado entre 350.000 e 550.000 (DE
AQUINO et al., 2015).

A regido Nordeste do Brasil abriga diversas espécies medicinais. Entre as plantas
que despertam grande interesse dessa regidao, encontra-se a Egletes viscosa Less, herbacea
pertencente a familia Asteraceae, conhecida popularmente como “macela-da-terra”. Suas acoes
gastroprotetora, anti-inflamatoria, antiviral, antidiarréica, relaxante muscular e
antiespasmddica (DE AQUINO et al., 2015) sdo comprovadas cientificamente devido a
presenca de trés compostos bioativos principais: ternatina, acido centipédico e lactona do &cido
hawtriwaico. E importante a realizacdo de estudos que definam pardmetros de processo
adequados para a obtencdo desses compostos.

A fase inicial de preparacdo do produto, em muitos processos industriais, é a
extracdo, operacdo quimica que representa a chave para a recuperacdo e purificacdo de
compostos ativos contidos nos mais variados tipos de matrizes vegetais (WANG et al., 2016).
De acordo com NAVIGLIO et al. (2007), o setor de plantas medicinais é o0 que mais se destaca
na utilizacdo do processo de extracdo, dos quais sdo extraidas as substancias ativas com as
propriedades farmacoldgicas para o tratamento de diversas patologias humanas.

Atualmente, as industrias de alimentos, farmacéuticos, cosméticos e nutracéuticos
que utilizam processos de extracdo, tais como maceragéo, extracdo com solvente, vapor ou
hidrodestilagdo e prensagem a frio (CHEMAT et al., 2017), véem buscando métodos mais
modernos de extracdo, que visam reduzir os custos com o processo. Segundo CHEMAT et
al.(2015), para que seja realizado todo o processamento de produtos naturais por meio de

métodos convencionais de extracdo, 10% dos gastos sao com energia e 90% com solvente.



Portanto, novas técnicas, como a extracdo com fluido supercritico e a extragdo com
liquido pressurizado, vem sendo estudadas e comparadas a métodos tradicionais de extracéo,
como Soxhlet e hidrodestilagdo, com o objetivo principal de reduzir o consumo de solventes
organicos, o tempo de processo e consequentemente os custos operacionais. Alem da escolha
da técnica, outros fatores devem ser levados em consideracdo para a eficiéncia da extragdo,
como a selecdo do solvente, que deve ser compativel com a matriz que esta sendo extraida, a
temperatura e o tempo de extracdo (BARBOSA et al., 2014).

Outra etapa fundamental no processamento de produtos naturais € a secagem, que
reduz as perdas pds-colheita, inibe o crescimento microbiano, prolonga a vida Util do vegetal e
dos seus subprodutos, reduz o peso e o0 volume para facilitar 0 manuseio e o transporte do
produto acabado (FUDHOLLI et al., 2010). Nesse processo ocorre a interacdo do produto com
0 ar de secagem, sob temperaturas elevadas, provocando o aumento da pressdo parcial de vapor
no produto e causando a movimentacdo da umidade do interior para a superficie externa, até
que ocorra a saturacdo da umidade (GONELI et al., 2014a; BHARDWAJ et al., 2017).

Portanto, o estudo de secagem serve para determinar parametros operacionais,
como a temperatura e a velocidade do ar de secagem, de forma que as caracteristicas fisico-
quimicas, visuais e a qualidade medicinal das plantas ndo sejam afetadas negativamente
(PURANIK et al., 2012) ap0s este processo. Fatores como a difusividade efetiva de umidade e
a energia de ativacdo, que estdo relacionadas com a temperatura, também sdo avaliados nesse
estudo de secagem. Em altas temperaturas, devido a elevada energia de aguecimento no
material vegetal e a reducdo da viscosidade da dgua, a movimentacdo do fluido intensifica-se
através das células do material vegetal, aumentando a difusdo deste para fora da matriz celular
(GONELI et al., 2014b; MGHAZLI et al., 2017).

O estudo da cinética de secagem e a extracdo de plantas medicinais tem sido
relatado para diversas espécies como folhas de Boeravia diffusa L. e Andrographis paniculata
(PURANIK et al., 2012), folhas de erva-cidreira (Melissa officinalis L.) (ARGYROPOULOQS;
MULLER, 2014), folhas de alecrim (Rosmarinus officinalis) (MGHAZLI et al., 2017), raizes
de Valeriana Jatamansi (BHARDWAJ et al., 2017), flores de camomila (Matricaria
chamomilla L.) (AMER; GOTTSCHALK; HOSSAIN, 2018) e folhas de quebra-pedra
Phyllanthus amarus e Phyllanthus niruri (SOUSA et al., 2017).

Entretanto, ndo ha relatos na literatura do estudo desses processos com os capitulos
florais de E. viscosa para a obtencdo dos seus compostos bioativos. A eficacia para a obtengéo

desses compostos € influenciada pelos parametros de processos como a secagem e a extragao.



Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo geral determinar as
melhores condicGes de processamento para a obtencdo dos compostos bioativos de Egletes
viscosa Less. Outros objetivos foram avaliar a temperatura ideal de secagem dos capitulos
florais, a influéncia de técnicas de extracdo convencionais e atuais, e 0 uso de diferentes
solventes e sua combinagdo com &gua para a obtencdo do méaximo teor dos compostos bioativos

ternatina, &cido centipédico e lactona do &cido hatriwaico presentes em E. viscosa.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Familia Asteraceae

A Asteraceae (Compositae), terceira maior familia do grupo das Angiospermas,
possui cerca de 24.000 espécies, pertencentes a 1.700 géneros distribuidos em 17 tribos e trés
subfamilias (PETACCI et al., 2012). Sdo plantas de aspecto variado, incluindo principalmente
pequenas ervas ou arbustos e raramente arvores. Os géneros desta familia possuem distribuicéo
nos grandes centros urbanos e sdo comumente encontrados nos trépicos, sub-trépicos e regides
temperadas (HATTORI; NAKAJIMA, 2008).

Plantas da familia Asteraceae sdo extensivamente estudadas quanto a sua
composicdo quimica e atividade bioldgica, sendo alvo principal de pesquisas ontogenéticas,
proporcionando o desenvolvimento de novos farmacos, inseticidas, entre outros (VERDI;
BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005). Dentre as inumeras espécies de plantas que compdem a
familia Asteraceae uma das mais utilizadas na medicina popular nordestina é a Egletes viscosa
Less, popularmente conhecida como “macela” ou “marcela” e as vezes como “macela-da-terra”,
para diferencia-la da asteracea Achryrocline satureoides (Lam.) DC. comum no Sul e Sudeste

do Brasil, onde é conhecida como “macela” ou “marcela” (BATISTA et al., 2012).

2.2 Egletes viscosa Less (macela-da-terra)

A E. viscosa (Figura 1), comumente encontrada no Nordeste do Brasil, cresce
facilmente nas planicies de inundacgdo, em locais perto das margens das lagoas e em cOrregos
desta regido (BATISTA et al., 2012). Segundo GUEDES et al., 2008, essa planta é uma
pequena erva silvestre anual, amarga, aromatica, composta de folhas pinatifidas de 2a 5 cm de
comprimento no apice dos ramos, involucro largo campanulado, bracteas pilosas, lanceoladas
e agudas e capitulos isolados no apice dos ramos.

Entre as partes de E. viscosa, os botdes de flores secos (Figura 2), conhecidos como

capitulos florais ou popularmente como “cabecinhas”, sio amplamente utilizados na medicina



tradicional brasileira, sendo comercializados em supermercados ou lojas de produtos naturais.
Sua popularidade deve-se a agdo dos compostos bioativos, que possuem atividade
gastroprotetora,  anti-inflamatdria, antiviral, antidiarréica, relaxante muscular e
antiespasmadica (DE AQUINO et al., 2015).

Figura 1- Egletes viscosa Less

Fonte: Acervo Dra. Rita de Cassia — Centro Nacional de Pesquisa Agroindustria Tropical, 2016

Figura 2 — Capitulos florais secos de E. viscosa

Fonte: Autor, 2018.



2.2.1 Principais compostos bioativos presentes em E. viscosa

Os compostos bioativos sdo metabdlitos secundarios associados as estratégias de
defesa da planta, interferindo no aumento da sua capacidade global de sobrevivéncia e na
superacdo de desafios locais, auxiliando na interacdo destas com o meio ambiente. Esses
compostos provocam efeitos farmacoldgicos ou toxicoldgicos em humanos e animais, e podem
ser identificados e caracterizados a partir de extratos de raizes, caule, casca, folhas, flores, frutos
e sementes (BERNHOFT, 2010; AZMIR et al., 2013).

De acordo com a rota biossintética, os metabolitos secundarios das plantas séo
classificados basicamente em trés grandes grupos: terpenos, compostos fenélicos e compostos
contendo nitrogénio (LORDELO CARDOSO SILVA et al., 2010).

Os compostos fenolicos apresentam na sua estrutura quimica hidroxilas e aneis
aromaticos, nas formas simples ou de polimeros, o que confere as plantas poder antioxidante
(ANGELO; JORGE, 2007). Dentro desse grupo encontram-se flavonoides, &cidos fendlicos e
taninos (TIAN et al., 2017).

Os terpenos, também chamados de terpendides ou isoprendides, constituem um dos
principais compostos do metabolismo secundario das plantas (CHEEMA; FARALDOS;
MAILLE, 2017). S&o hidrocarbonetos, formados a partir de unidades de isopreno Cs,
classificados em hemiterpeno (Cs), monoterpeno (Cio), sesquiterpeno (Cis), diterpeno (Czo),
sesterterpeno (Cazs), triterpeno(Cao) e tetraterpeno (Cs0) (MEWALAL et al., 2017).

Diterpenos representam uma classe de produtos naturais que possuem acdo anti-
inflamatdria, antitumoral, antimicrobiana, antiespasmodica, citotoxica e propriedades
gastroprotetoras (AMBROSIO et al., 2006).

Em processos de extracdo de produtos naturais que objetivam identificar e
quantificar compostos bioativos, parametros como a temperatura e o solvente extrator devem
ser levados em consideracdo. Ja que o uso da temperatura torna as paredes da matriz celular
permedveis, aumentando a solubilidade das substancias e a difusdo destas no solvente
(BARBOSA et al., 2014). Devido a mistura dessas substancias nas diferentes matrizes vegetais,
a escolha do solvente dependera do material estudado. Para a extracdo de produtos naturais, 0s
solventes metanol, etanol, acetona, agua, acetato de etila, dimetilformaldeido e suas
combinag0es sdo os mais utilizados (DE SOUZA-SARTORI et al., 2013).

Segundo BATISTA et al. (2012), varios compostos bioativos, como flavonoides e
terpendides foram relatados na E. viscosa, entre eles a ternatina, a lactona do acido hawtriwaico

e 0 acido centipédico.



2.2.1.1 Ternatina

A ternatina (Figura 3) (TRT), 4°,5-dihidroxi-3,3,7,8-tetrametoxiflavona, € um

flavonoide encontrado em E. viscosa (MELO et al., 2013), que possui diversas propriedades

farmacologicas comprovadas (Tabela 1).

Figura 3 — Estrutura molecular da ternatina.
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Tabela 1 — Atividade farmacoldgica da ternatina.

ATIVIDADE FARMACOLOGICA

Anti-anafilatica

Anti-inflamatéria

Hepatoprotetora

Gastroprotetora
Inibicdo a peroxidacdo lipidica

Antiproliferativa de linhagens de células
cancerosas humanas in vitro

Antioxidante

Antioxidativa em tor¢do/destorcao
induzida em testiculos de ratos

Reducdo de estresse oxidativo em ratos
hepatectomizados

REFERENCIA
SOUZA, RAO, SILVIEIRA, 1992

SOUZA, RAO, VIEIRA, 1992; VIEIRA et al.,

2004

RAO et al., 1994; SOUZA et al., 1997

LIMA et al., 1996

SOUZA et al., 1999

PESSOA et al., 2000

GUIMARAES et al., 2011

GUIMARAES et al., 2011

MELO etal., 2013

Fonte: Autor, 2018.

2.2.1.2 Lactona do acido hawtriwaico

A lactona do acido hawtriwaico (Figura 4), diterpeno caracterizado como um dos

componentes majoritarios presentes nos capitulos florais da E. viscosa (CALOU et al., 2008)

exibe atividade antiespasmoédica (LIMA et al., 1996), gastroprotetora e antinociceptiva



(GUEDES et al., 2002), além de atividade antiproliferativa de linhagens de células cancerosas
humanas in vitro, com inibicéo da sintese de DNA (PESSOA et al., 2000).

Figura 4 — Estrutura molecular da lactona do &cido hawtriwaico.

2.2.1.3 Acido centipédico

O Acido centipédico (Figura 5), caracterizado como sendo de cadeia linear e
aciclica, é um diterpeno isolado de E. viscosa (CALOU et al., 2008), que apresenta varias
propriedades farmacoldgicas tais como: antiespasmadica (LIMA et al., 1996), anti-inflamatéria
(GUEDES et al., 2002; CALOU et al., 2008), gastroprotetora (GUEDES et al., 2002),
antinociceptiva (GUEDES et al., 2002) e analgésica (MELO et al., 2006).

Figura 5 — Estrutura molecular do &cido centipédico

2.3 Extrato de E. viscosa: oportunidade de mercado e aplicacfes

A producéo de extratos de plantas € uma oportunidade de negdcio promissora, que
permite a sua utilizacdo em diferentes areas, como farmacéutica, alimenticia e cosmética
(NAVIGLIO et al., 2007). Por exemplo, PIOVESAN (2012) estudou a extracdo e a aplicacdo
de extrato etandlico de marcela (Achyrocline satureioides) em linguica de frango e avaliou a



atividade antioxidante do extrato, revelando a eficiéncia deste na reducéo da oxidacdo lipidica
de linguicas de frango e a aceitabilidade sensorial do produto final em 70%.

Estudos realizados com os capitulos florais de E. viscosa secos evidenciaram a
presenca de compostos bioativos com atividade farmacologica e a sua aplicagdo para o
tratamento e a prevencao de varias patologias (CALOU et al., 2008; GUEDES et al., 2008a;
BATISTA et al., 2012). Porém, nesses trabalhos ndo foi relatado a utilizacdo de técnicas de
extracao, a seletividade dos solventes e a avaliacdo das condi¢BGes operacionais para a maxima
obtencdo desses compostos.

A producdo de extratos livres de compostos indesejaveis e ricos em componentes
de interesse, ainda é um desafio, que pode ser contornado com a utilizagdo de solventes
compativeis quimicamente aos compostos e as condi¢des operacionais, como a temperatura,
para que nao haja perda da atividade bioldgica dos compostos (CRESPO; BRAZINHA, 2010).
Grande parte dos materiais vegetais, antes da extracdo, passam pelo processo de secagem, que
também deve ter pardmetros como: temperatura, tempo e velocidade do ar, controlados
(PURANIK et al., 2012). O rendimento dos compostos depende desses processos, que devem
permitir a extracdo completa das substancias de interesse sem que haja modificacdes quimicas
do material de estudo (BARBOSA et al., 2014).

2.4 Secagem de plantas medicinais

Devido ao alto teor de &gua nas plantas, o processo de secagem destas é
fundamental para evitar degradacdo enzimatica e atividades microbianas indesejaveis, que
causam mudancas na sua composicdo bioativa (MRAD et al., 2012). Permite também a
diversificacdo e 0 armazenamento de plantas medicinais por tempo prolongado, com reducao
das perdas no periodo de colheita (ROCHA; MELO; RADUNZ, 2011).

Pardmetros como temperatura e o tipo de secagem devem ser compativeis com o
material estudado, para garantir a qualidade e 0 méximo teor dos principios ativos nas plantas
medicinais (RADUNZ et al., 2014). Efeitos indesejaveis da secagem podem ser reduzidos ao
minimo por meio do monitoramento adequado de variaveis de controle apropriadas, ja que esta
pode afetar a qualidade das ervas com mudancgas na aparéncia, no aroma e na cComposicao
bioativa, reduzindo sua atividade farmacologica (HOSSAIN et al., 2010; LEMUS-MONDACA
etal., 2016).

Uma dessas variaveis € a temperatura, visto que a sensibilidade térmica dos
compostos é um fator limitante. Em temperaturas elevadas a agitacdo das moléculas de agua no

interior da matriz celular aumenta, facilitando a difuséo desta para fora da célula, alem de



reduzir significativamente o tempo de secagem (GONELI et al.,, 2007; ZIELINSKA,
ROPELEWSKA; MARKOWSKI, 2017). Por esse motivo, 0 controle desses parametros
operacionais da secagem sdo importantes para garantir a qualidade final do produto. Estes
podem ser definidos a partir de um estudo de cinética, no qual a difusividade efetiva de
umidade, a temperatura e a energia de ativacdo do processo, fornecem um design ideal de
secagem para o material estudado (PURANIK et al., 2012; MGHAZLI et al., 2017).

2.4.1 Aplicacao da secagem em plantas medicinais

A operacdo de secagem € aplicada como etapa fundamental quando se trata de
plantas medicinais, devido a utilizagdo desse produto nas industrias alimenticias, farmacéuticas
e quimicas. O processo de secagem atua no aumento da vida de prateleira do material vegetal,
preferencialmente sem afetar os compostos bioativos presentes na matriz (SHI et al., 2017).

Em estudo comparativo entre métodos de secagem de flores de Chrysanthemum
morifolium Ramat, utilizadas na elaboragdo de chés e bebidas funcionais, SHI et al. (2017)
observaram que 0s maiores teores de compostos ativos e nutricionais do material foram obtidos
em secagem por micro-ondas. LEMUS-MONDACA et al. (2016), em estudo do efeito da
temperatura de secagem do ar (30-80°C) em folhas de Stevia rebaudiana, utilizadas para fins
farmacéuticos e alimenticios, observaram que, com o processo de secagem, os teores dos
compostos ativos e a atividade antioxidante reduziram com o aumento da temperatura e que o
maximo teor desses compostos foi obtido em temperaturas abaixo de 50 °C, mas ainda
permaneceram em teores elevados, quando comparado a outros estudos. ARGYROPOULOQOS;
MULLER (2014), em estudo da temperatura (30-90°C) de secagem ao ar quente, avaliou o teor
de Oleo essencial na composicdo das folhas de Melissa officinalis L., relatando perda

significativa de 6leo em temperaturas mais elevadas.

2.5 Extracdo de produtos naturais
2.5.1 Métodos de extracao

O desenvolvimento em pesquisas sobre produtos naturais ocasionou expansao e
modificacdo de métodos tradicionais de extracdo, surgindo processos econdmicos e
sustentaveis, que permitem o isolamento de compostos bioativos de matrizes naturais e uma
rapida, seletiva e eficiente extracdo (BARBA; GRIMI; VOROBIEV, 2014; HERRERO et al.,
2015; ROSELLO-SOTO et al., 2015).

Métodos convencionais, como hidrodestilacdo e Soxhlet, apresentam desvantagens,

tais como: tempo de extracdo prolongado, elevado consumo de energia e possiveis perdas ou
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danos de compostos volateis (PRESTI et al., 2005; DE RIJKE et al., 2006; GAVAHIAN et al.,
2012). As melhorias nos métodos de extracdo devem ter finalidade de reduzir o tempo de
processo e o custo de operacdo, e aumentar o rendimento de extracdo (JEYARATNAM et al.,
2016).

2.5.1.1 Extracao em aparelho Soxhlet

A extracdo em aparelho Soxhlet, segundo LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-
CAPOTE (2010), é uma técnica continua na qual os componentes contidos na matriz sélida sao
extraidos dissolvendo-se em um solvente liquido. A amostra, colocada em cartucho de celulose,
é gradualmente lavada com solvente a medida que ocorre a destilacdo. Quando o liquido atinge
o nivel de transbordamento, o siféo aspira o soluto do cartucho e o descarrega de volta para o
baldo de destilacdo, realizando assim a extracdo dos analitos para o liquido. Esta operagédo é
repetida até que a extracdo esteja completa. Ao final do processo é obtida uma solugdo de
soluto+solvente, que é levada a um evaporador, para a remoc¢do do solvente e obtencdo do
extrato concentrado (PEREIRA; VIEIRA; MENDES, 2011).

Essa extracdo € uma técnica tradicional, demorada e utiliza grandes volumes de
solventes organicos, mas € atualmente utilizada devido a elevada recuperacao do soluto e como
forma de referéncia para o estudo comparativo com outras técnicas (RODRIGUEZ-SOLANA
et al., 2014). Estudos propondo modificacBes nos métodos convencionais de extracdo, como o
Soxhlet, sdo realizados na tentativa de reduzir o tempo de extracdo e a quantidade do solvente
utilizado. Essas modificacdes propdem extracdes com fluidos supercriticos, com altas pressdes,
ultrassom e micro-ondas (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).

2.5.1.2 Extracéo com fluido supercritico (EFS)

A extracdo com fluido supercritico (EFS) é baseada na utilizacdo de solventes em
condigBes acima do seu ponto critico (CRUZ et al., 2017). Esta técnica é uma alternativa de
extracdo eficaz e econbmica, quando comparada a metodos tradicionais de extracdo, que
utilizam grandes quantidades de solventes organicos, sdo mais lentos e geram residuos
consideraveis (MARQUES et al., 2016). Uma das principais caracteristicas do fluido
supercritico é a possibilidade de mudar a densidade do fluido, ajustando sua pressédo e/ou
temperatura e assim também alterando sua solubilidade (HERRERO et al., 2015).

O dioxido de carbono, na fase supercritica, é o solvente normalmente utilizado na
EFS. Nesta fase, ele assume caracteristica ndo polar, o que limita o seu poder como solvente,
quando se trata de extracdo de compostos polares (CRUZ et al., 2017; GALLO et al., 2017). O
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CO2 é seguro, ndo toxico, ndo cancerigeno, ndo inflamavel, inerte, facilmente disponivel em
um nivel de pureza elevada, econdmico, além de possuir baixa tensdo superficial, baixa
viscosidade com alta difusividade e trabalha em condicdes criticas suaves de temperatura (31,1
°C) e pressao (7.38 Mpa) (HUANG; SHI; JIANG, 2012).

A vantagem desta técnica é que, ao final da extracdo, o solvente é removido na
forma de um gas, permitindo a facil recupera¢do dos compostos extraidos (GALLO et al.,
2017), além de operar a baixas temperaturas, atuando, assim, na preservacao dos componentes
termicamente instaveis dos extratos e ndo ocasionando danos ambientais, uma vez que nédo
utiliza solventes organicos ou utiliza cossolventes significativamente menos poluentes (ZHAO;
ZHANG, 2014), tais como alcoois (metanol e etanol) adicionados ao sistema para aumentar seu
poder de diluicdo, alterando a polaridade do fluido (HUANG; SHI; JIANG, 2012). Entre as
desvantagens desse método encontram-se o alto custo do equipamento, o risco de se trabalhar
com elevadas pressdes, além de baixo rendimento na extracdo de compostos polares,
requerendo a utilizacdo de cossolventes.

Além da extracdo com fluido supercritico (EFS), outro método desenvolvido para
superar 0s problemas encontrados na extracdo tradiconal é a extracdo liquida pressurizada
(PLE) (DJOUAHRI; BOUDARENE; MEKLATI, 2013).

2.5.1.3 Extracao liquida pressurizada (PLE)

A extracdo liquida pressurizada (PLE), também conhecida como extracdo acelerada
por solvente surgiu como alternativa para métodos convencionais de extracdo, uma vez que
permite a extracdo mais rapida e reduz o consumo de solvente (MACHADO et al., 2015). A
PLE proporciona uma maior recuperacdo dos compostos de interesse, sendo possivel realizar
varias extracOes consecutivas (LAU; GAN; NG, 2010).

A PLE consiste em um sistema automatizado que trabalha com solvente acima do
seu ponto de ebulicdo devido a alta pressao, acelerando o processo de extracdo total, ou seja, a
transferéncia de massa, e, com isso, a recuperacdo dos compostos de interesse (CHO et al.,
2008; LI et al., 2010). Porém, a elevada pressdo, aumenta 0s custos desse método em escala
industrial (DAI; MUMPER, 2010).

Métodos de extracdo, como Soxhlet e PLE, que visam a extracdo de compostos
bioativos e utilizam solventes orgéanicos, devem levar em consideragdo a natureza quimica do
solvente. Esta dependera dos compostos de interesse, da polaridade e das caracteristicas
guimicas de cada material vegetal a ser extraido, o que o torna solivel ou ndo em um
determinado solvente (SULTANA; ANWAR; ASHRAF, 2009; SUN et al., 2012).
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A agua, solvente polar, em condigdes subcriticas, pode ter sua constante dielétrica
alterando a temperatura que, por sua vez, altera sua polaridade, assim assumindo constante
dielétrica semelhante a de solventes organicos, como metanol, etanol e acetona a temperatura
ambiente (DAI; MUMPER, 2010; BODOIRA et al., 2017). Alem disso, a mistura da agua com
outros solventes como o etanol, pode modificar sua polaridade, aumentando a solubilidade dos
compostos de interesse (HERRERO; CIFUENTES; IBANEZ, 2006).

A PLE utiliza solventes ou mistura destes, operando em alta temperatura (até 200
°C), reforcando a solubilidade dos compostos, a cinética de dessor¢do da matriz (PRONYK;
MAZZA, 2009; MUSTAFA; TURNER, 2011) e alta pressao (até 1500 psi) (HOSSAIN et al.,
2011), o que permite que o solvente permaneca em estado liquido, mesmo quando sua
temperatura estd além do seu ponto de ebulicdo (PRONYK; MAZZA, 2009; MUSTAFA;
TURNER, 2011). Na PLE a solubilidade dos compostos, a taxa de difusdo do soluto e a
transferéncia de massa sdo elevadas enquanto que a viscosidade e a tensdo superficial do
solvente séo reduzidas (HOSSAIN et al., 2011).

A duracdo do ciclo estéatico, ou seja, 0 tempo que o0 solvente permanece em contato
com a amostra, e 0 numero de ciclos, quantidade de vezes que o solvente passa pela célula,
estdo associados a temperatura e a pressao, formando um conjunto de fatores que influenciam
na eficiéncia da extracdo (MANTOVANI, 2014). Essa eficiéncia também depende da natureza
da matriz da amostra, do analito a ser extraido e da localizac&o deste dentro da matriz (SUN et
al., 2012).

Embora ja se tenha relatos de trabalhos com extracdo de capitulos florais de E.
viscosa, ndo ha registros até o presente momento, de extracdes desse material vegetal em
aparelho Soxhlet, com fluido supercritico (EFS) ou com liquido pressurizado (PLE), estudo de
seletividade de solventes e de condicBes operacionais para a obtencdo dos seus compostos
bioativos. Uma forma de determinar e otimizar essas condi¢fes é por meio da metodologia de

superficie de resposta (MSR).

2.6 Metodologia de superficie de resposta (MSR)

A metodologia de superficie de resposta (MSR) relaciona a variavel resposta as
variaveis independentes (CHEN et al., 2017; SAHIN et al., 2017), com o objetivo de realizar
previsdes estatisticas, descrevendo o comportamento de um conjunto de dados, baseados no
ajuste de uma equacéo polinomial (BEZERRA et al., 2008).

Antes de iniciar a MSR é preciso determinar o planejamento experimental que

defina quais as condi¢des devem ser realizados na regido experimental do estudo. Existem
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matrizes experimentais para modelos de primeira ordem, como os fatoriais, e de segunda ordem,
como Box-Behnken, composto central e Doehlert (BEZERRA et al., 2008).

O planejamento de composto central € um tipo comum de MSR, que inclui pontos
de canto, pontos axiais e um ponto central (correspondente a ‘+1’, *-1°, “-a’, ‘“+a’ € 0’). A
inclusdo de pontos axiais permite a formacdo de um modelo com termos quadraticos para
explicar o efeito da curvatura (CHEN et al., 2017), e recomenda-se utilizar de trés a cinco
pontos centrais a fim de prover variancia razoavelmente estavel para a resposta prevista
(CALADO e MONTGOMERY, 2003).

Para a obtencdo das melhores condic¢des do processo, realiza-se a otimizacéo do
planejamento experimental. A partir dos dados ajustados aplica-se a funcdo desejabilidade, que
determina as condicdes ideais do processo, e com isso 0s melhores parametros das respostas
sdo determinados simultaneamente (PIMENTA et al., 2015). Dessa forma as respostas podem
ser minimizadas ou maximizadas, dependendo da situagdo mais adequada para 0 processo
(WANG; WAN, 2009).

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material botanico

Para o estudo de secagem, os capitulos florais de E. viscosa foram colhidos
imediatamente antes do experimento, no campo experimental da Embrapa Agroindustria
Tropical, Fortaleza-CE, Brasil. Para os processos de extracdo, os capitulos florais foram
adquiridos na loja Baldarate, localizada na regido do antigo mercado central de Fortaleza-CE.
Este material foi armazenado em local seco e arejado no Laboratério Multiusuario Quimica de
Produtos Naturais da Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza-CE.

Nos testes preliminares de extracdo foram utilizados capitulos florais secos e
inteiros, enquanto que, nas extracGes posteriores, os capitulos florais foram previamente
triturados em moinho analitico da marca IKA® A 11 basic e, entdo, as particulas foram
separadas em peneira vibratoria da marca Fritsch Analysette 3 em quatro granulometrias

diferentes. No presente estudo utilizou-se particulas de diametro de Imm > x > 250 pm.

3.2 Etapas do estudo

Nesse estudo foi realizado, incialmente, a avaliacdo da cinética de secagem dos
capitulos florais de E. Viscosa seguida pelo experimento de extragéo.

A extracdo dos compostos bioativos foi dividida em duas fases: testes preliminares

e otimizagdo das condig¢Oes de extragdo. Os testes preliminares foram feitos em duas etapas
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afim de avaliar qual a melhor técnica de extracdo dos compostos de E. viscosa, utilizando
solventes de polaridades diferentes. Os solventes utilizados nas extragdes foram: hexano,
cloroformio, acetato de etila, metanol e etanol. Nessa etapa foram feitas extracGes em aparelho
Soxhlet, com fluido supercritico (EFS) e com solvente liquido pressurizado (PLE).

Na fase de otimizacdo, foram avaliadas as condicdes operacionais ideais de
extracdo e do solvente, escolhido nos testes preliminares, e foi empregada uma metodologia de
superficie de resposta (MSR) a partir de um modelo de composto central, elaborado no software
STATISTICA, versdo 6.0. A extracdo e o solvente utilizados foram a PLE e diferentes
proporcdes de etanol/agua, respectivamente.

As determinacdes analiticas foram realizadas por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a espectrémetro de massas (UPLC-MS-QTOF) e por cromatografia liquida
de ultra eficiéncia acoplada a um detector de arranjo de diodos e espectrémetro de massas
(UPLC/QDA-SIM), nos quais onde os trés compostos foram monitorados em uma tnica corrida
cromatografica e andlises estatisticas.

Todas as etapas realizadas no presente estudo estao apresentadas no fluxograma da
Figura 6.

Figura 6 - Fluxograma das etapas do estudo do processamento de capitulos florais de E. viscosa.

| Capitulos Florais |

: Cinética
I Secagem | : (50, 60 e 70°C)
Testes pre]iminares »:..:.................:.......................................‘
de extracdo
| Moagem |
T T T T T —— T T 1
I PLE : ‘
I
I : | Selecdo (1 mm>X>250 pum) I
: Soxhlet |
I
: 1 I Extracdo |
1
1

Otimizagdo
MSR
(Software Statistic)

Identificagdo em UPLC-MS-QTOF
Quantificagdo em UPLC/QDA-SIM

Fonte: Autor, 2018.



15

3.3 Secagem

Os capitulos florais foram colhidos manualmente no campo experimental da
Embrapa Agroindustria Tropical (Fortaleza-CE, Brasil), antes do experimento de secagem, que
ocorreu no mesmo dia da colheita. O experimento foi realizado em estufa com circulacédo e
renovacao de ar Tecnal-TE 394/1, no Laboratério de Anélise e Desenvolvimento de Processos
(LADP) da Universidade Federal do Ceard, Fortaleza-CE, Brasil.

No estudo de secagem foram utilizadas trés temperaturas (50, 60 e 70 °C) e
velocidade do ar de 0,5 m/s. Os capitulos florais (1,4-1,6 g), com espessura média de 0,5 mm,
foram dispostos uniformemente em papel aluminio dentro de placas de Petri e colocados na
camara de secagem. As amostras foram pesadas a cada 15 minutos, durante 2h, e em seguida,
a cada 30 minutos até o teor de umidade atingir o equilibrio. Os experimentos de secagem foram
realizados em duplicata com uma amostra controle para cada temperatura, que permaneceu em
estufa por 24h para confirmar o equilibrio da umidade. Na Figura 7, sdo apresentadas as etapas
do processo de secagem dos capitulos florais de E. viscosa.

Figura 7- Etapas do processo de secagem dos capitulos florais de E. viscosa colhidos no campo experimental da
Embrapa Agroindustria Tropical.

Coletados Determina¢aoda Pesagem antes do
capitulosflorais espessura experimento

Determinagoes
analiticas

Disposi¢do das amostrasem
estufa e pesagem a cada 15 Secagem em trés
minutos durante 2h, em seguida a temperaturas (50,60 e
cada 30 minutos até a umidade 70°C) e velocidadedo
atingir o equilibrio arde 0,5 m/s

Fonte: Autor, 2018.
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3.3.1 Cinética de secagem
As curvas de secagem foram determinadas utilizando os dados obtidos nas
diferentes temperaturas testadas. O teor de umidade foi convertido para a razdo de umidade

adimensional (MR) calculada pela equacéo 1:
M—M,
My—M,

MR = )

Na qual, M, M,, M, sdo as massas de dgua nos tempos de secagem, na umidade inicial e no

equilibrio do teor de umidade, respectivamente.

3.3.2 Difusividade efetiva da umidade e Energia de ativacdo
Os coeficientes de difusividade efetiva para as condigfes de secagem foram

calculados utilizando um modelo de regressdo ndo-linear implementado no Software Origin
(versdo 8.0). O mecanismo da difusividade efetiva de umidade é controlado pela difusdo do
liquido descrito pela segunda Lei de Fick, determinada em coordenadas cartesianas e em forma
adimensional (Equagéo 2).

T = (DefrE) @
Na qual, Deff é a difusividade efetiva da umidade (m?/s), t € o tempo de secagem (s), y € a
coordenada espacial do centro a borda dos capitulos florais e MR é a razdo de umidade.

Na determinacdo da difusividade efetiva de umidade nas amostras, admitiu-se
inicialmente que o material vegetal era uma superficie circular. No entanto, quando os dados
experimentais foram aplicados a equacao de materiais esféricos, 0s mesmos nao se ajustaram.
Entdo, de acordo com a complexidade estrutural do material (Figura 8), foi observado que a
difusdo da agua deveria ocorrer do centro ao topo dos capitulos florais. Dessa forma, definiu-
se este material como uma superficie plana. Em razdo disso, aplicou-se a equacdo 3 para
determinar a difusividade efetiva da 4gua nas amostras. Além disso, consideramos a condicao
de limite do teor de umidade na superficie do produto e desconsideramos o encolhimento
volumeétrico dos capitulos florais como condic¢Ges de contorno para a equagao.

(—(2n+1)2.1r2.Deff.t)

3)

8 oo
MR = anzo 412

(2n+1)2
Na qual, Deff ¢ a difusividade efetiva (m?/s), L é a espessura média dos capitulos florais (m),

n é o nimero de termos e t é o tempo (s).
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Figura 8 — Capitulo floral de E. viscosa in natura observado em lupa digital (ampliacdo 10X).

Fonte: Autor, 2018.

A solucéo analitica para a equacao 3 é apresentada na forma de uma série infinita,
portanto o numero de termos (n) empregados na férmula determinam a preciséo dos resultados
obtidos. No estudo foram empregados dois termos para oferecer uma estimativa do coeficiente
de difusividade efetiva.

A dependéncia da temperatura em funcdo da Def f foi definida pela equacdo de
Arrhenius (Equacdo 4) a fim de obter a energia de ativacdo (E.) da secagem. A Ea é uma
barreira que as moléculas de agua devem ultrapassar para que a difusdo ocorra no material
vegetal (CORREA; RESENDE; MARTINAZZO, 2007). Em processos de secagem, quanto
maior a energia de ativacdo, menor sera a difusividade de dgua no produto (GONELI et al.,
2014b).

-E,
Deff = Dyexp (E) 4)
Na qual, E, € a energia de ativacdo (KJ/mol), D, é o fator pré-exponencial da equacdo de

Arrhenius para o processo de secagem (m?/s), R é a constante universal dos gases (8,314 KJ/mol
K) e T é a temperatura absoluta (K).

3.3.3 Quantificacdo dos compostos apds processo de secagem

Apbs o processo de secagem, o material foi extraido por infusdo em agua, que € a
forma utilizada popularmente para fins medicinais, segundo método da Farmacopeéia Brasileira
(ANVISA, 2016). Os capitulos florais secos foram imersos em agua fervente (100°C) por 10

minutos, entdo a separacdo solido/liquido foi realizada com o auxilio de uma peneira e o cha
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foi filtrado em filtro PTFE de 0,22 um e analisados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a espectrometro de massas (UPLC/QDA-SIM).

3.4 Testes preliminares de extragéo

Testes preliminares de extragdo foram realizados com o objetivo de se avaliar as
extracBes com maior rendimento dos extratos e dos compostos bioativos de E. viscosa em
relacdo aos solventes utilizados. Os testes foram divididos em duas etapas. Na primeira etapa,
com os capitulos florais secos e inteiros, as extracdes foram realizadas com os seguintes
solventes: hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol para extracbes em Soxhlet e com
liquido pressurizado, e os solventes CO- e hexano para a extracdo com fluido supercritico. A
partir dos resultados obtidos, passou-se para a segunda etapa, na qual foram repetidas as
extracBes com as técnicas e 0s solventes que obtiveram maior rendimento na etapa anterior,
mas, desta vez, com os capitulos florais secos e moidos.

A escolha dos solventes foi baseada na polaridade dos compostos de interesse e em
estudos anteriores, nos quais foram utilizados etanol, hexano, cloroférmio, hexano/acetato de
etila (1:1) para a extracdo de ternatina, lactona do acido hawtriwaico e acido centipédico (LIMA
et al., 1996; MELO et al., 2006; CALOU et al., 2008; GUEDES et al., 2008). As extracoes
com fluido supercritico e com liquido pressurizado foram escolhidas, principalmente devido ao
seu curto tempo de extracdo e ao baixo consumo de solventes. E a extracdo em Soxhlet foi

utilizada como método de extracdo de referéncia por se tratar de uma técnica convencional.

3.4.1. Extracdo em aparelho Soxhlet

Na primeira etapa do presente estudo, a extracéo foi realizada de forma sequencial,
na seguinte sequéncia de solventes: hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol.
Inicialmente, pesaram-se 10 g de capitulos florais inteiros em cartucho de celulose e
adicionaram-se em um bal&do de destilacdo 150 ml do solvente. Apds cada extracdo, o cartucho
foi deixado em capela por 1h a fim de se retirar 0 excesso de solvente da extracéo anterior.

As condicdes estabelecidas nesse processo foram: de 4 a 5 refluxos por hora,
temperatura constante de 70°C e refluxo fixo de 5h para cada extracao.

Apos avaliacdo dos resultados da primeira etapa, a extragdo em Soxhlet, por ser
uma técnica de referéncia e, por fornecer resultados satisfatorios para o rendimento total do
extrato, foi repetida na segunda etapa. Nesta, a extracdo foi realizada com o0s seguintes
solventes: cloroférmio, acetato de etila e etanol, de forma que cada processo possuisse um

cartucho/material vegetal diferente, ou seja, diferentemente da primeira etapa, na extracdo néo
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foi utilizado solvente de forma sequencial. Nesta etapa o material vegetal utilizado foram os
capitulos florais moidos com didmetro entre Imm > x > 250 pm.

As condicOes estabelecidas nessa etapa foram: de 5 a 7 refluxos por hora,
temperatura constante de 70°C e refluxo fixo de 10h para cada extracgéo.

Apo6s o término do periodo de extracdo e esfriamento da mistura, esta foi
concentrada a vacuo em evaporador rotativo IKA® RV 10, a temperatura de 40 °C, para
obtencdo do extrato bruto. Os Apéndices A e B ilustram os processos de extracdo realizados

em aparelho Soxhlet.

3.4.2 Extragéo com fluido supercritico

A extracdo com fluido supercritico foi realizada em extrator TharSFC, a Waters 575
Epsilon Drive. A metodologia e as condi¢des utilizadas foram baseadas no que foi proposto por
HSU et al. (2016), com modificacGes. Inicialmente adicionaram-se 110g de capitulos florais
inteiros de E. viscosa na célula extratora. Para o inicio do processo, ajustou-se a temperatura do
banho de resfriamento termostatico em -2 °C. Com todas as valvulas fechadas e o banho em
equilibro térmico, foram determinadas as seguintes condi¢cdes para o processo: CO2 como
solvente de extragéo, vazédo de 50 g/min, presséo de 150 bar e temperatura de 50 °C. O tempo
total de extragdo foi de 1h e 30 minutos.

Ap0s o término da extragdo, o vaso coletor foi aberto na parte superior e a emulsao

formada foi lavada com hexano. Entdo, a mistura foi concentrada a vacuo.

3.4.3 Extragdo com liquido pressurizado (PLE)

A PLE foi realizada em extrator Dionex ASE 350. Na primeira etapa do presente
estudo, pesaram-se 12 g dos capitulos florais inteiros, os quais foram adicionados em uma célula
de extracdo de volume de 66 ml. A extracao foi realizada de forma sequencial com os seguintes
solventes: hexano, cloroformio, acetato de etila e metanol

As condi¢des do processo foram: temperatura de 90 °C; aquecimento estatico de 5
min; volume de enxague com 60 % de solvente; tempo de extracdo de 10 min em cada ciclo,
com um total de 3 ciclos por solvente e purga de 200 s.

Apos avaliacdo dos resultados da primeira etapa, a extracdo em PLE forneceu
resultados satisfatorios para o rendimento total do extrato. Portanto, prosseguiu-se com esta
técnica para a segunda etapa. Nesta, utilizaram-se 5 g dos capitulos florais moidos, que foram
misturados a 5 g de terra diatomacea (Thermo Scientific). A extracdo foi realizada com os

seguintes solventes: cloroférmio, acetato de etila e etanol, de forma néo sequencial, para melhor
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investigacdo da seletividade desses solventes. As condicdes desta etapa foram: temperatura de
90 °C; aquecimento estatico de 5 min; volume do enxague de 60 % de solvente; tempo de
extracao de 10 min em cada ciclo, com um total de 5 ciclos por solvente e purga de 200 s.
Apdbs o término do periodo de extracdo, a mistura foi concentrada a vacuo em
evaporador rotativo IKA® RV 10, a temperatura de 40 °C. Os Apéndices C e D ilustram os

processos de extracédo realizados em extrator liquido pressurizado.

3.5 Otimizagéo das condicdes de extragdo em PLE utilizando a metodologia de superficie
de resposta (MSR)

Baseado nos resultados dos testes preliminares de extracdo foi desenvolvido uma
metodologia de superficie de resposta (MSR) para um modelo quadratico de composto central
utilizando o software STATISTICA, (versdo 6.0), buscando determinar a combinacdo dos
parametros operacionais temperatura e propor¢cdo de etanol/dgua que fornecam a maior
concentracdo dos compostos bioativos de E. viscosa. As varidveis independentes foram:
temperatura e proporcdo de etanol/agua (v/v), e as variaveis respostas foram: concentracdo do
extrato bruto, de ternatina, de lactona do &cido hawtriwaico e de acido centipédico.

Os parametros de maximo e minimo estabelecidos para as variaveis independentes
foram determinados com base na literatura e nos limites operacionais do equipamento. O valor
méaximo da temperatura foi de 130 °C e o minimo foi de 70 °C. Para a proporc¢éo de etanol/agua
os valores maximo e minimo foram de 80 % e 20 %, respectivamente (Tabela 2). O
planejamento experimental consistiu em 8 experimentos fatoriais e 3 repeticbes do ponto
central, totalizando 11 experimentos.

Tabela 2 — Niveis das variaveis independentes nas escalas codificada e real, utilizados no planejamento
experimental para a otimizacdo da extracdo em PLE.

. Niveis
Simbolo Variaveis
-0l -1 0 1 +a
X1 Temperatura 57,6 70 100 130 142,4
X2 % EtOH 7,6 20 50 80 92,4

Fonte: Autor, 2018.
A superficie de resposta na regido investigada é uma funcdo quadratica representada

pela equacéo 5:

y =by + by Xy + byX;% + b3 X, + b, X% + e (5)
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Na qual, bo, b1, b2, bz e bs sdo estimadores dos parametros do modelo, y representa a variavel

resposta, X1 e Xz representam as variaveis independentes codificadas e e é o erro experimental.

A PLE foi realizada em extrator Dionex ASE 350. Inicialmente, pesaram-se 5 g dos
capitulos florais secos e moidos. O material foi adicionado em uma célula de extracdo de 34
mL juntamente aos 5 g de terra diatomacea (Thermo Scientific). As condi¢des do processo
foram: aquecimento estatico de 5 min; volume de enxague de 60 %; tempo de extracdo de 5
min com um ciclo e purga de 200 s. Ap6s o término do periodo de extracdo, a mistura foi
concentrada a vacuo em evaporador rotativo IKA® RV 10 a temperatura de 40 °C, para retirada
do etanol. Em seguida, a mistura foi liofilizada em liofilizador piloto Terroni LC 1500 durante
4 dias.

A partir dos resultados obtidos no planejamento experimental foram realizadas
novas extracbes em PLE com as amostras em que a maior concentracdo dos compostos foi
observada. Com base nesses valores, ainda foi aplicada a funcdo desejabilidade para obter
parametros operacionais ideais das variaveis independentes temperatura e propor¢cdo de

etanol/agua (v/v).

3.6 Determinacdes analiticas
3.6.1 Rendimento dos testes preliminares das extragdes

O rendimento dos extratos foi calculado de acordo com a equacéo 6:

Rendimento dos extratos = %x 100 (6)

Na qual, ME é a massa do extrato seco, em gramas, obtido apds a extracdo e MI é a massa

inicial, em gramas, dos capitulos florais utilizados em cada extracdo

3.6.2 Espectrometria de massas

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi utilizada para identificar os compostos
majoritarios, principalmente ternatina, acido centipédico e lactona do &cido hawtriwaico,
presentes nos extratos. A analise foi realizada em um sistema Acquity UPLC (Waters),
acoplado a um sistema de Quadrupolo/Tempo de Voo (QTOF, Waters). As corridas
cromatograficas foram realizadas em uma coluna Waters Acquity UPLC BEH (150 x 2,1 mm,
1,7 um), temperatura constante de 40 °C, tendo como fases moveis, agua com 0,1 % de acido
formico (A) e acetonitrila com 0,1% de acido formico (B), gradiente variando de 2 % a 95 % B

(15 min), fluxo de 0,4 mL/min e volume de inje¢édo de 5 pL.
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Os cromatogramas foram analisados no modo ESI*, adquiridos na faixa de 110-
1180 Da, temperatura da fonte de 120 °C, temperatura de dessolvatacdo de 350 °C, fluxo do
gas de dessolvatacdo de 500 L / h e voltagem do capilar de 3,2 kV. Leucina encefalina foi
utilizada como lock mass. O modo de aquisi¢io foi MSE. O instrumento foi controlado pelo

software Masslynx 4.1 (Waters Corporation).

3.6.3 UPLC/QDA-SIM

A quantificacdo dos trés principais compostos presentes em E. viscosa foi realizada
em um sistema ACQUITY UPLC® (Waters Crop, Milford, MA, USA) com detectores de
arranjo de diodo e de massas do tipo quadrupolo (QDA). A separacéo foi realizada em coluna
BEH C18 (2,1 x 150 mm, 1,7 um) (Waters Crop, Milford, MA, USA) mantida a 40 °C, tendo
como fases moveis, agua com 0,1 % de acido formico (A) e acetonitrila com 0,1 % de acido
férmico (B), a uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min, volume de injecdo de 2 pL e temperatura da
amostra de 20 °C. O gradiente estabelecido foi: 0 min, 56 % (B); 1 min, 62 % (B); 2,5 min, 62
% (B); 2,71 min, 71 % (B); 4,20 min, 71 % (B); 4,41 min, 86 % (B); 5,90 min, 86 % (B); 6,10
min, 100 % (B); 7,60 min, 100 % (B); 7,80 min, 56 % (B); 10 min, 56 % (B). Os espectros de
massas foram adquiridos no modo positivo em uma faixa de massa entre 210-400 Da. A anélise
de massas foi realizada nas seguintes condi¢es: modo full scan positivo, capillary 0.8 kV,
temperatura de dessolvatacdo 600 °C, faixa de massa entre 70 e 1250 Da.

As condi¢bes no modo SIM foram otimizadas a fim de avaliar os ions precursores
e seus produtos por meio de aquisi¢do de varredura completa no modo de ionizacdo positiva. O
sistema de eluicdo foi cuidadosamente modificado, configurando os ions precursores
selecionados para aquisicdo simultanea. Os ions foram medidos de acordo com a sensibilidade
e seletividade ideal: o fragmento [M+H]* 313 correspondente a perda de 60 Da de lactona do
acido hawtriwaico, que mostrou-se mais abundante do que o seu respectivo ion precursor, entdo
este foi adotado como ion de quantificacdo. Para as outras substancias o ion precursor, obtido
em UPLC-QTOF foi 0 mesmo adotado em UPLC/QDA-SIM. Na Tabela 3 estdo apresentadas
as informacdes dos compostos bioativos de E. viscosa analisados em espectrometro de massas
(UPLC-QTOF) e em UPLC/QDA-SIM.
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Tabela 3 — Identificacdo dos compostos bioativos de E. viscosa por UPLC-QTOF e compostos monitorados no
UPLC/QDA no modo SIM.

UPLC-QTOF UPLC/QDA-SIM
Te(;r;po Tempo de Tempo de
Composto  Férmula ~ [M+H]* Erro retencdo UV (nm) [M+H]* -mp
retencao . janela
(min) (min)
Ternatina  Ci9H1s0s 8,60 375,1078 -0,5 9,50 2583;62573; 375,1 0,76 — 2,76
Lactona  CxpH20s 10,57 373,2009 -1,6 10,67 218 313,2 2,10-4,10
Acido
N CaoH2s03 13,02 317,2121 1,3 13,21 214 317,2 5,00 -7,00
centipédico

Fonte: Autor, 2018.

3.6.4 Analise estatistica

Os dados foram tratados por analise estatistica no software STATISTICA (versédo
6.0). As andlises de varidncia foram realizadas utilizando analise de One Way ANOVA. As
diferencas significativas entre as amostras foram determinadas pelo teste de Tukey ao nivel de
confianca de 95 %. Para os dados do planejamento experimental, a adequacdo do modelo foi

determinada pela avaliacdo da probabilidade de F.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Secagem

A temperatura ideal de secagem foi determinada por meio da cinética de secagem.
Na Figura 9, observa-se que ndo ha um periodo de secagem constante, apenas decrescente, este
comportamento € influenciado pela temperatura do ar de secagem, que controla a difusdo da
umidade do interior a superficie dos capitulos florais. Com o processo de secagem, a umidade
final dos capitulos florais foi de 16,5 %. O tempo de secagem reduziu com o aumento da
temperatura, sendo o tempo necessario para secar os capitulos florais de 5, 3 e 2 horas a 50, 60
e 70 °C de temperatura do ar de secagem, respectivamente.

A reducdo no tempo de secagem com 0 aumento da temperatura tambem foi
reportada em trabalhos com outras plantas medicinais, como o estudo da cinética de secagem
de Phyllanthus amarus e Phyllanthus niruri (SOUSA et al., 2017) e a avaliagéo das curvas de
secagem de Guaco (Mikania glomerata Spreng) (RADUNZ et al., 2014). Esse efeito deve-se a
uma taxa de secagem mais rapida em temperaturas elevadas, na qual ha maior agitacdo das

moléculas de agua, facilitando a sua difusdo para a superficie dos capitulos florais.
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Figura 9 — Gréfico da relacdo entre o tempo e a razdo de umidade dos capitulos florais de E. viscosa em
temperaturas de 50 a 70°C.
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Fonte: Autor, 2018.
Na Tabela 4 estdo apresentadas as difusividades efetivas de umidade (Deff) para as

diferentes temperaturas de secagem, os valores dos coeficientes de determinagio ajustados (R?)
e a energia de ativacdo (Ea) do modelo. Observa-se que a Deff, determinada a partir do ajuste
dos dados experimentais na equacgédo 3, aumentou em temperaturas de secagem mais elevadas.
A alta difusividade da umidade em elevadas temperaturas ocorre devido ao aumento da energia
de aquecimento no material vegetal e a maior agitacdo das moléculas de agua no interior da
matriz celular (MGHAZLI et al., 2017). Com a variacdo dessas propriedades, a movimentacao

da 4gua aumenta através das células do material vegetal (GONELI et al., 2014b).

Tabela 4 — Difusividades efetivas de umidade (Deff) e energia de ativagdo (Ea) dos capitulos florais de E. viscosa
a temperaturas de 50 a 70 °C.

Temperatura (°C) Deff (m?/s) R? Ea (KJ/mol) R?
50 1,72E-09 0,952
60 3,77E-09 0,968 45,1488 0,942
70 5,55E-09 0,964

Fonte: Autor, 2018.

A razdo de umidade (MR) prevista para os dados experimentais é apresentada na
Figura 10. A presenga de folhas ao redor dos capitulos florais e a sua irregularidade estrutural
(Figura 11), tornam este material seletivo em relagdo a escolha do modelo utilizado no estudo
de secagem. Isso pode ser observado pela ndo uniformidade da MR prevista em relacdo aos
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dados experimentais. Embora o modelo utilizado tenha sido simplista para a complexa
superficie do material, nota-se que o R? (0,94) foi satisfatorio, quando comparado a outros
estudos de secagem de plantas medicinais (0,80-0,99) (HARBOURNE et al., 2009; AYADI et
al., 2014). Os valores desses parametros apresentados na literatura sdo modificados com o tipo
de secagem utilizada, a natureza do material e pela complexidade da sua matriz (RESENDE et
al., 2011). Essa complexidade da estrutura dos capitulos florais defini o sentido percorrido pela
agua do centro para a parte superior do material e, portanto, a ado¢éo de uma superficie plana
como condicdo de contorno da equacéo 3.

Figura 10 — Grafico da relacdo entre a razdo de umidade (MR) experimental e a prevista pelo modelo, para a
secagem de capitulos florais de E. viscosa em temperaturas de 50 a 70°C.
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Fonte: Autor, 2018.

Figura 11 - Estrutura externa dos capitulos florais de E. viscosa, antes (A) e depois (B) do processo de secagem.

Fonte: Autor, 2018.
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A dependéncia do coeficiente de difusividade efetiva da temperatura do ar de
secagem foi descrita pela equacao de Arrhenius (Equagéo 4). Valores para In (Deff) em fungéo
do inverso da temperatura (k) (Figura 12) forneceram uma energia de ativacdo (Ea) de 45,14
KJ/mol (Tabela 5). Energias de ativacdo mais altas sdo tipicamente encontradas em
processamentos de alimentos. Esse valor encontra-se dentro da faixa de energia de ativagédo
(15,7 a 53,51 KJ/mol) proposta por outros estudos de secagem de alimentos (MRAD et al.,
2012; ARGYROPOULOS; MULLER, 2014).

Figura 12— Relacéo do tipo Arrhenius entre a difusividade efetiva de umidade e a temperatura para secagem de
capitulos florais de E. viscosa.
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Fonte: Autor, 2018.

4.1.1 Efeito da secagem na concentragdo dos compostos bioativos de E. viscosa
Apos a secagem dos capitulos florais de E. viscosa, foi realizada a extragdo dos

compostos bioativos por meio de infusdo em agua. O teor das substancias no cha dos capitulos
florais foi determinado em UPL/QDA-SIM.

Na Tabela 5, estdo apresentadas as concentracbes de ternatina, lactona do &acido
hawtriwaico e &cido centipédico em miligramas do composto por litro de cha. Embora os testes
estatisticos mostrem que ndo houve diferenca significativa entre as concentracdes dos
compostos nas diferentes temperaturas de secagem, nota-se que, dentre os trés principios ativos
presentes no material vegetal colhido no Horto da Embrapa, os diterpenos lactona do &cido
hawtriwaico e acido centipédico possuem concentra¢do maior do que o flavonoide ternatina. A

concentracdo de metabolitos secundarios é susceptivel a variagdes por diversos fatores tais
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como a época de colheita, condi¢des edafoclimaticas e o local de plantio (VERMA; SHUKLA,
2015).

Tabela 5 — Concentragdo dos compostos bioativos extraidos do cha dos capitulos florais de E. viscosa ap6s o
processo de secagem em temperaturas de 50 a 70 °C.

Temperatura Concentracdo (mg.L™)
de secagem (°C) Ternatina Lactona Acido centipédico
50 10,6x1072 + 3,6x102  25,9x102 + 12,1x102 21,2x1072 + 0,5x107?
60 11,9102 + 0,4x102  24,6x102 + 0,2x1072 20,1x1072 + 2,1x107?
70 13,2x1072 + 3,1x107? 26,3x1072 + 8,7x1072 22,4x107? + 1,1x107?

Fonte: Autor, 2018.
Estatisticamente, ao nivel de 95 % de confian¢a, ndo houve diferenga significativa

entre as concentracdes dos compostos bioativos nas diferentes temperaturas testadas (Tabela
6). Portanto, esse material vegetal pode ser seco em temperaturas elevadas (70 °C) sem que
haja danos na concentragédo dos principais compostos de E. viscosa. No entanto, de acordo com
ROCHA; MELO; RADUNZ (2011), temperaturas do ar de secagem entre 50 e 60 °C sdo mais
viaveis para a secagem de um grande numero de plantas medicinais, sem que suas

caracteristicas funcionais sejam alteradas.

Tabela 6 — Andlise estatistica da concentracdo dos compostos bioativos extraidos do chéa dos capitulos florais de
E. viscosa apds o processo de secagem, ao nivel de 95 % de confianca.

Composto Valor-F Valor-p F critico
Ternatina 0,094 0,773
Lactona 1,870 0,243 7,708
Acido centipédico 0,153 0,715

Fonte: Autor, 2018.

4.2 Extracao dos compostos bioativos de E. viscosa

4.2.1 Testes preliminares de extragéo
Os testes preliminares foram divididos em duas etapas. Na Tabela 7, estdo expostos

os rendimentos dos extratos em % e em g.K™*, calculados a partir da equacio 6, para a primeira

etapa das extragoes.
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Tabela 5 — Rendimento do extrato bruto seco obtido na primeira etapa dos testes preliminares das extracdes dos
capitulos florais de E. viscosa.

Metodo/solvente (%) Rendimento oK
- Hexano 2,35 23,5
L_IIJ Cloroférmio 4,38 43,8
E Acetato de etila 1,69 16,9
9) Metanol 474 47,4
Hexano 3,99 40,99
" Cloroférmio 3,91 40,08
El Acetato de etila 0,74 7,60
Metanol 5,89 60,38
w0 100% CO, 5,75 52,27
w CO; + EtOH 4,27 38,82

Fonte: Autor, 2018.
Nota-se que, dentre as técnicas de extracdo testadas, a extracdo em PLE forneceu

maiores rendimentos em g de extrato por Kg de capitulos florais. Em relacéo a seletividade dos
solventes, observa-se maior rendimento na extragdo com o solvente metanol, devido sua
afinidade por compostos polares, 0s quais s&o 0s compostos em maior quantidade nos capitulos
florais de E. viscosa. Portanto, a técnica de extracdo PLE foi mantida na segunda etapa das
extracdes, assim como a extracdo convencional Soxhlet, e os solventes cloroférmio e acetato
de etila. No entanto, o solvente etanol foi utilizado nessa etapa, a fim de averiguar a sua
seletividade, em substituicdo ao solvente metanol. Ja que este ndo é recomendado para o
consumo humano em periodos de exposi¢cdo prolongada (BARBOSA et al., 2014). Na Tabela

8, estdo expostos 0s rendimentos dos extratos obtidos na segunda etapa dos testes preliminares.

Tabela 6 — Rendimento do extrato bruto seco obtido na segunda etapa dos testes preliminares das extracfes dos
capitulos florais de E. viscosa.

, Rendimento
Método/Solvente (%) g.Kg
5 Cloroférmio 12,32 123,90
T Acetato de etila 11,16 111,60
é Etanol 21,56 214,80
(9p]
w Cloroformio 8,34 84,21
o Acetato de etila 8,07 81,84
Etanol 15,33 154,78

Fonte: Autor, 2018.
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Os resultados da segunda etapa (Tabela 8) revelam que o solvente etanol foi mais
seletivo proporcionando rendimentos mais elevados do que os outros solventes utilizados nesta
etapa. A extracdo em PLE forneceu rendimentos satisfatorios quando comparado a extracédo de
referéncia (Soxhlet). No entanto, nota-se que em Soxhlet foi atingido desempenho maior. Essa
comparacio entre as técnicas também foi estudada por RODRIGUEZ-SOLANA et al. (2014)
ao extrair erva-doce com o solvente metanol, na qual ele observou que os maiores rendimentos
de estragol foram obtidos em Soxhlet, mas a PLE foi utilizada para otimizar a extracdo desse
composto devido as suas vantagens diante da técnica convencional (Soxhlet). A PLE é uma
técnica que permite a extracdo mais rapida e reduz o consumo de solvente, além de
proporcionar uma maior recuperacdo dos compostos de interesse, sendo possivel realizar vérias
extracGes consecutivas. Portanto, essas vantagens favorecem a escolha desta técnica para
realizar a otimizacgdo da extracdo dos compostos presentes em E. viscosa.

Comparando-se os resultados das duas etapas dos testes preliminares, observa-se
que os rendimentos obtidos na segunda etapa (Tabela 8) foram superiores aos obtidos na
primeira etapa (Tabela 7), isso deve-se a modificacGes operacionais que foram realizadas na
segunda etapa. Para a extracdo em Soxhlet foi ampliado o tempo de extracdo de 5h para 10h.
Para a extracdo em PLE foi elevada a quantidade de ciclos de 3 para 5. Além da utilizacdo de
capitulos florais moidos na segunda etapa, que auxiliaram na passagem do solvente pelo
material vegetal devido a maior area de superficie de contato entre matriz/solvente. A alteracdo
desses parametros proporcionou um arraste maior das substancias presentes na matriz vegetal.
Este acontecimento pode ser observado na Figura 13, que mostra a comparacao dos extratos
cloroférmicos, obtidos em extracdo PLE, com os capitulos florais inteiros e moidos, analisados
em UPLC-MS-QTOF.
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Figura 13 — Cromatogramas dos extratos cloroférmicos, obtidos por extracdo em PLE, dos capitulos florais
inteiros e moidos de E. viscosa.
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Fonte: Autor, 2018.

4.2.2 Otimizacéo da extracdo em PLE dos capitulos florais de E. viscosa por meio de MSR
A partir dos resultados obtidos nos testes preliminares de extracdo, desenvolveu-se

um planejamento experimental para extracdo em PLE, com diferentes proporcbes de
etanol/agua a fim da maxima obtencao dos compostos fosse obtida em uma técnica de consumo
reduzido de solvente e menor tempo de extracao.

O planejamento experimental consistiu de 11 tratamentos, tendo como variaveis
independentes, temperatura (Xi1) e propor¢do de etanol/agua (X2) e, como varidveis
dependentes, concentracdo de extrato bruto, ternatina, lactona do acido hawtriwaico e acido
centipédico.

Os valores obtidos nos 11 experimentos estdo apresentados na Tabela 9. Observa-
se que, nas condicdes de elevada temperatura (X1) e proporcéo de etanol (X2), obtém-se maior
rendimento do extrato bruto e maior concentracdo dos compostos. Temperaturas elevadas
enfraquecem as interagdes soluto-matriz, auxiliando na ruptura da matriz celular e facilitando
a difusdo das substancias. A mistura dos solventes etanol/agua e a condicdo subcritica fornecida
pela extragdo PLE, alteram a polaridade desses solventes, o que aumenta a afinidade por

compostos ndo polares, como grande parte dos compostos presentes na matriz vegetal estudada.
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Tabela 7 — Resultados obtidos para as variaveis resposta rendimento de extrato e concentracdo dos compostos
ternatina, lactona do &cido hawtriwaico e acido centipédico a partir da MSR aplicada para a extracdo em PLE.

., Variavel x
Condici Variavel codificada | Concentrfau;ao (9.Kg™h) .
X1 Xo  Xi Xo Rendimento Ternatina Lactona A_cujo_
Extrato centipédico

1 70 20 -1 -1 122,0 0,036 0,009 0,273
2 70 80 -1 1 132,0 0,194 0,125 0,826
3 130 20 1 -1 193,3 0,051 0,222 0,975
4 130 80 1 1 166,0 0,182 0,231 1,953
5 576 50 -a 0 148,7 0,052 0,060 1,192
6 1424 50 +a 0 220,9 0,192 0,188 1,963
7 100 76 O -0 129,4 0,034 0,020 0,065
8 100 924 O +a 196,7 0,123 0,273 2,187
9 100 50 0 0 178,1 0,033 0,036 1,085
10 100 50 O 0 177,2 0,035 0,017 0,457
11 100 50 0 0 181,0 0,036 0,015 0,467

Fonte: Autor, 2018.

A significancia das variaveis independentes em relacdo as varidveis respostas da

concentracdo dos trés compostos e rendimento do extrato podem ser observadas de acordo com

os graficos de Pareto. Nas Figuras 14, 15, 16 e 17 estdo representados os termos lineares e

quadréticos em ordem decrescente de frequéncia, ou seja, 0s termos mais significativos para o

modelo de composto central utilizado neste trabalho.

Em relacdo ao rendimento do extrato, observa-se na Figura 14 que apenas o0 termo

da temperatura quadratica ndo foi significativo. O uso de elevadas temperaturas auxiliam no

enfraquecimento das paredes da matriz celular, aumentando a solubilidade das substancias e a

difuséo destas no solvente (BARBOSA et al., 2014), contudo, elevadas temperaturas podem

degradar compostos mais sensiveis, como os compostos fenolicos (OLIVEIRA, 2013).
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Figura 14 — Gréfico de Pareto para os termos lineares e quadraticos do rendimento do extrato, gerado a partir do
planejamento experimental realizado para a extracdo com liquido pressurizado (PLE).
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Fonte: Autor, 2018.
Na obtencdo do flavondide ternatina, a Figura 15 mostra que ha influéncia

significativa de todos os termos. Esta significAncia deve-se a maior solubilidade da ternatina no
etanol em temperaturas elevadas, o que facilita o processo de extra¢do (DE SOUZA-SARTORI
et al, 2013). Outros estudos de extracdo de flavondides em diferentes matrizes vegetais também
revelaram a interferéncia do solvente etanol combinado a agua na concentracdo desses
compostos, além de verificar que a maior concentracdo destes € obtida em extracdes com
proporcao de etanol em torno de 50-75 % (DE SOUZA-SARTORI et al., 2013; ALARA;
ABDURAHMAN; OLALERE, 2018). Tal fato também foi observado no presente trabalho, no
qual a maior concentragdo de ternatina foi obtida com a condi¢cdo 6, empregando-se 50 % de

etanol/agua e temperatura de 142,4 °C (Tabela 8).
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Figura 15 — Gréfico de Pareto para os termos lineares e quadraticos de ternatina, gerado a partir do planejamento
experimental realizado para a extragdo com liquido pressurizado (PLE).
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Fonte: Autor, 2018.

Em relacdo a extracdo do diterpeno lactona do acido hawtriwaico, a figura 16
mostra que todos os termos lineares e quadraticos para temperatura e proporcao de etanol/agua
foram significativos no modelo. PERES et al. (2006), em estudo comparativo de técnicas de
extracdo para a obtencdo da maxima concentracdo de terpenos presentes em Piper
gaudichaudianum Kunth, observaram que em extracdo com PLE e solvente etanol a 150 °C o
teor maximo dos compostos terpénicos é atingido. ALANON et al. (2017), em extracdo com
PLE, encontraram maior concentracdo de lactonas em extrato hidroalcodlico de cascas de
Quercus alba. Estes resultados s&o similares aos que foram verificados no presente estudo, no
qual a maior concentragdo de lactona foi obtida com temperatura de 100 °C e 92,4 % de

etanol/agua (Tabela 8).
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Figura 16— Grafico de Pareto para os termos lineares e quadraticos de lactona do acido hawtriwaico, gerado a
partir do planejamento experimental realizado para a extragcdo com liquido pressurizado (PLE).
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Fonte: Autor, 2018.

Para o0 &cido centipédico, que também é um diterpeno como a lactona do acido
hawtriwaico, foi observado que apenas a propor¢do de etanol/agua linear foi significativa
(Figura 17). A diferenca de resultado entre os dois diterpenos deve-se a estrutura quimica deles.
Como o acido centipédico é um composto de cadeia aberta, linear e que possui em sua estrutura
o grupo funcional carboxila, que realizara liga¢des de hidrogénio com os solventes etanol e
agua, ha uma maior interferéncia das diferentes proporcées de etanol/agua para a concentracao

desse composto.
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Figura 17 — Grafico de Pareto para os termos lineares e quadraticos de acido centipédico, gerado a partir do
planejamento experimental realizado para a extracdo com liquido pressurizado (PLE).
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Fonte: Autor, 2018.

Na Tabela 10, estdo os valores de F e p para os termos lineares e quadraticos do
modelo de composto central utilizado para otimizar a extragdo em PLE. Esses valores
comprovam o que ja foi discutido nos graficos de Pareto anteriormente. De acordo com 0s
valores de F critico (10,128) e p < 0,05, estdo demonstrados os termos significativos para o
modelo de regresséo para o extrato bruto e 0s compostos bioativos de E. viscosa. A variagao de
resposta ao modelo (R?) revela que, para as variaveis resposta, 0 modelo de composto central

tende a ser mais relevante para a extracdo de lactona do &cido hawtriwaico.
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Tabela 8 — ANOVA das equacfes quadraticas para a extracdo dos compostos bioativos de E. viscosa em extrator
liquido pressurizado (PLE).

Fatores
X]_ Xl X2 XZ * :
Compostos (Linear) (Quadratico) (Linear) (Quadrético) X", Lackof Fit
F  1363,61 6,52 192,25 242,33 88,21 205,53
0,00073 0,1252 0,0051 0,0041 0,0111 0,0048
Extrato
bruto -, 0,753
F  3857,40 9771,27 16402,97 2867,29 138,55 2211,24
p 0,0002 0,0001 0,000006 0,0003 0,0071 0,0004
Ternatina
R? 0,822
F 233,98 120,02 217,50 176,32 20,86 23,45
0,0042 0,0082 0,0045 0,0056 0,0447 0,0411
Lactona
R? 0,906
F 8,23 5,89 19,85 0,88 0,35 1,49
Acido p 0,1030 0,1359 0,0468 0,4479 0,6145 0,4265
centipédico R? 0,841

Fonte: Autor, 2018.
Para avaliar a influéncia das variaveis independentes, temperatura e porcentagem

de etanol/agua, na concentracdo das varidveis dependentes, ternatina, lactona do acido
hawtriwaico e &cido centipédico, foram desenvolvidos gréaficos de superficie de resposta. Os
apéndices E, F e G apresentam esses graficos para as varidveis ternatina, lactona do acido

hawtriwaico e acido centipédico, respectivamente.

4.2.2.1 Funcao desejabilidade aplicada ao modelo de composto central para a extracdo em
PLE
Como no presente estudo hd um interesse em encontrar os valores operacionais

ideais das varidveis independentes (temperatura e propor¢do de etanol/agua) que satisfacam
simultaneamente todas as variaveis dependentes (concentracdo de extrato bruto, ternatina,
lactona do acido hawtriwaico e acido centipedico), avaliou-se a funcéo desejabilidade proposta
por Derringer e Suich (1980). A figura 18 apresenta os valores dos pontos 6timos das variaveis
reposta calculadas a partir do planejamento experimental: extrato bruto (220,90 g.Kg?),
ternatina (0,194 g.Kg?), lactona do acido hawtriwaico (0,272 g.Kg™) e acido centipédico (2,18
g.Kg?), e as condicdes operacionais que levam ao 6timo das respostas: temperatura (142,4 °C)
e proporcéo de etanol/agua (72,6 %). O valor da funcéo desejabilidade global é 0,945 g.Kg™.

Esses valores podem ser visualizados na superficie de resposta apresentada na figura 19.



Figura 18 — Grafico da funcdo desejabilidade para o modelo de composto central aplicado para

compostos bioativos de E. viscosa em PLE.
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De acordo com o que foi observado nos graficos de Pareto (Figuras 14, 15, 16 e
17), com os valores operacionais das variaveis independentes das condi¢cdes 6 e 8 foram
alcancadas maiores concentragdes das varidveis resposta. Portanto, para otimizar a extracdo em
PLE, além das condicdes fornecidas pela funcdo desejabilidade, foi realizada a repeticdo dos
experimentos 6, com 0s mesmos parametros de temperatura (142,4 °C) e proporcdo de
etanol/agua (50 %) e 8, com os mesmos valores de temperatura (100 °C) e propor¢do de
etanol/agua (92,4 %).

Na Tabela 11, estdo apresentadas as concentracdes dos compostos obtidas na
extracdo em PLE com as condic¢des operacionais de temperatura e proporc¢éo de etanol/agua das
condicBes 6, 8 e da funcdo desejabilidade. Avaliando cada composto individualmente, ndo ha
diferenga significativa, ao nivel de 95 % de confianca, nas concentrag¢fes obtidas nas condi¢es

operacionais analisadas (Tabela 12).

Tabela 9 — Valores das concentragdes dos compostos bioativos de E. viscosa apds otimiza¢do do planejamento de
composto central aplicado para a extracdo em PLE.

oggpa%ii%?\; Concentracéo (g.Kg™)
Tem?oeé?tura EtogH Ternatina Lactona cerﬁicpiggico
Condicso 6 142,4 50 0,254 + 0,186 0,128+ 0,099 20,055 + 11,448
Condicso 8 100 92,4 0,300 + 0,010 0,258 £0,011 26,701 + 6,703
Funcao 142,4 72 0,278 + 0,037 0,288+ 0,080 24,651 * 2,032

desejabilidade

Fonte: Autor, 2018.

Tabela 10 - Andlise estatistica da concentracdo dos compostos bioativos dos capitulos florais de E. viscosa apds
otimizacdo do planejamento de composto central aplicado para a extracdo em PLE.

Composto Valor-F Valor-p F critico
Ternatina 0,134 0,877
Lactona 3,900 0,082 5,143
Acido centipédico 0,579 0,589

Fonte: Autor, 2018.

4.2.2.2 Aperfeicoamento da melhor condigio operacional de extracdo em PLE
De acordo com os resultados obtidos para as extragdes com as condicGes

operacionais de temperatura (100 e 142,4 °C) e proporc¢éo de etanol/agua (50, 72 e 92,4 %),
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observou-se que, para a temperatura de 100 °C e 92,4 % de etanol, foram alcancadas
concentrag0es mais altas dos compostos bioativos de E. viscosa. Diante disso, foram realizadas
modificagdes na quantidade de ciclos e no tempo de extracdo para esta condi¢ao, pois esses
fatores associados a temperatura influenciam na eficiéncia da extracdo (MANTOVANI, 2014).

Na Tabela 13, estdo as concentragdes de ternatina, lactona do acido hawtriwaico e
acido centipédico para a extracdo em PLE com temperatura de 100°C, propor¢do de etanol de
92,4% e com variac¢des na quantidade de ciclos (1,2,3 e 4) e no tempo de extracdo (5,10,15 e
20 min). Analisando os compostos individualmente entre as condi¢cdes operacionais, observa-
se que ao nivel de 95% de confianc¢a, ndo houve diferenca significativa entre as concentracoes
dos compostos ternatina e lactona do &cido hawtriwaico, revelando que as variagdes realizadas
nas condicdes operacionais ndo afetaram a extracdo desses compostos.

No entanto, para o acido centipédico foi constatado que a sua maior concentracdo
foi obtida com um ciclo e 15 minutos de extracdo. Nota-se ainda que a varia¢do da quantidade
de ciclos ndo interferiu na extracdo desse composto, ja que ndo houve diferenca significativa
nas concentracfes obtidas com 5 minutos e com as diferentes quantidades de ciclos. Em relacéo
ao tempo, quando este foi alterado entre 5 e 15 minutos, teve variacdes significativas, mas, com
20 minutos, ndo houve alteracdo significativa na concentragdo, quando comparada ao resultado

para 5 minutos.

Tabela 11 — Concentragdo dos compostos bioativos de E. viscosa ap6s extracdo em PLE com nimero de ciclos e
tempos de extracdo diferentes.

Condigdes operacionais Concentracéo (g9.Kg?)

Tempo . Temperatura % . Acido
(min) Ciclos (°C) EtOH Ternatina Lactona centipédico
5 1 100 92,4 0,300 + 0,010 0,258 + 0,011 26,701 + 6,703
10 1 100 92,4 0,349 + 0,167 0,284 + 0,064 19,998 + 3,4612
15 1 100 92,4 0,345+0,137 0,255 + 0,085 37,234 +0,481°
20 1 100 92,4 0,202 +0,008 0,235+ 0,018 26,802 + 3,574%®
5 2 100 92,4 0,193 + 0,007 0,208 + 0,016 25,374 + 7,724
5 3 100 92,4 0,194 +0,009 0,230 + 0,016 22,840 + 3,159°
5 4 100 92,4 0,200+0,018 0,230 + 0,023 27,286 + 2,944

Fonte: Autor, 2018.

*Médias com letras diferentes diferem significativamente ao nivel de 95% de confianca.

A comparacdo entre a extracdo com o solvente etanol/agua em PLE e a extragdo em
Soxhlet com etanol esta representada na Tabela 14. Nota-se que a extragdo em PLE forneceu
concentragdes satisfatorias em relacdo aos valores encontrados em Soxhlet. Com excecéo da
ternatina, a PLE proporcionou maiores rendimentos dos compostos de interesse. Portanto, a

PLE é uma técnica adequada para a obtengdo dos compostos bioativos de E. viscosa, ja que
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neste método ha& a possibilidade de combinar solventes, como o etanol e a agua, que s&o
acessiveis industrialmente e que ndo sdo prejudiciais ao consumo humano, além do resultado

final ser alcangado em curto tempo de extracdo (15 minutos).

Tabela 12 — Comparacéo entre as técnicas de extracdo em Soxhlet e PLE com os solventes etanol PA e 92,4 %
etanol/agua (v/v), respectivamente para a obtengdo dos compostos bioativos de E. vicosa.

Concentracéo (g.Kg™)

EXTRACAO Ternatina Lactona Acido centipédico
Soxhlet 0,538 £ 0,66 0,036 £ 0,02 2,04 1,33
PLE 0,345 +0,13 0,255 £ 0,08 37,234 £ 0,48

Fonte: Autor, 2018.
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5 CONCLUSAO

Diante dos resultados, pode-se concluir que para a secagem dos capitulos florais de
E. viscosa nao houve diferenca significativa entre as concentragdes dos compostos bioativos
nas diferentes temperaturas testadas, portanto, este material vegetal pode ser seco a
temperaturas elevadas (70 °C) sem que haja degradacéo dos seus compostos. O ajuste dos dados
experimentais (94 %) e a energia de ativacdo (45,14 KJ/mol) para o processo foram
satisfatorios, embora o modelo utilizado tenha sido simplista para a complexa superficie do
material.

A PLE forneceu concentracdes satisfatdrias, para os compostos de interesse, em
relacdo aos valores encontrados em Soxhlet, com exce¢do da ternatina. Portanto, a PLE
mostrou-se promissora, estabelecendo parametros operacionais nos quais a maxima extracao
de lactona do &cido hawtriwaico e acido centipédico foi observada. A extracdo dos compostos
de interesse foi afetada pela temperatura e pelo tempo de extragdo, mas principalmente pela
proporcao dos solventes etanol/agua. Especificamente, o aumento da propor¢do do etanol no
processo melhorou a eficiéncia de extracdo desses compostos. Os melhores resultados para a
extracdo dessas substancias foram com 92,4 % de etanol/agua (v/v), 100 °C, um ciclo e 15

minutos de extracéo.
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APENDICE A - FLUXOGRAMA DO PROCESSO DA PRIMEIRA ETAPA DE
EXTRACAO DOS CAPITULOS FLORAIS DE E. VISCOSA EM APARELHO
SOXHLET.
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APENDICE B - FLUXOGRAMA DA SEGUNDA ETAPA DAS EXTRACOES DOS
CAPITULOS FLORAIS DE E. VISCOSA EM APARELHO SOXHLET
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APENDICE C - FLUXOGRAMA DO PROCESSO DA PRIMEIRA ETAPA DE
EXTRACAO DOS CAPITULOS FLORAIS DE E. VISCOSA EM EXTRATOR DE
SOLVENTE LIQUIDO PRESSURIZADO (PLE).
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APENDICE D - FLUXOGRAMA DO PROCESSO DA SEGUNDA ETAPA DA
EXTRACAO DOS CAPITULOS FLORAIS DE E. VISCOSA EM EXTRATOR DE
SOLVENTE LIQUIDO PRESSURIZADO (PLE).
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APENDICE E — GRAFICO DE SUPERFICIE DE RESPOSTA OBTIDO PARA A
VARIAVEL DEPENDENTE TERNATINA, GERADO A PARTIR DO
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL REALIZADO PARA A EXTRACAO COM
LIQUIDO PRESSURIZADO (PLE).
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APENDICE F - GRAFICO DE SUPERFICIE DE RESPOSTA OBTIDO PARA A
VARIAVEL DEPENDENTE LACTONA DO ACIDO HAWTRIWAICO, GERADO A
PARTIR DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL REALIZADO PARA A
EXTRACAO COM LIQUIDO PRESSURIZADO (PLE).
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APENDICE G — GRAFICO DE SUPERFICIE DE RESPOSTA OBTIDO PARA A
VARIAVEL DEPENDENTE ACIDO CENTIPEDICO DO ACIDO HAWTRIWAICO,
GERADO A PARTIR DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL REALIZADO PARA

A EXTRACAO COM LIQUIDO PRESSURIZADO (PLE).
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