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RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo avaliar os parametros de extracdo de
compostos bioativos (compostos fendlicos, flavonoides, carotenoides, clorofila,
antocianinas, betalainas e saponinas) e capacidade antioxidante (DPPH e FRAP) dos
extratos ao utilizar o método de extracdo assistida por sonda de ultrassom com
solventes verdes (etanol e oleina), nas amostras de folhas de chicéria (Eryngium
foetidum L.) e cariru (Talinum triangulare Jacq. Willd.). Foram avaliadas 5 fases de
extracdes, onde em cada fase se avaliou o efeito gerado individualmente de cada
variavel (concentracao de etanol, propor¢cdo de mistura de etanol e oleina, amplitude
do equipamento, temperatura e tempo de extracdo) nos compostos bioativos e
capacidade antioxidante. Nal° fase de extracdo os resultados obtidos neste trabalho
apresentaram-se com altos rendimentos de biomoléculas e capacidade antioxidante
em relacéo aos teores reportados pela literatura. A concentracdo de 70% de etanol
apresentou-se como a melhor faixa de extracdo para as amostras. Na 2° fase de
extracdo a proporcdo de mistura de 1:3 de etanol: oleina se apresentou como melhor
faixa para captura de compostos bioativos, tanto para as amostras de chicoéria e cariru.
Na 3° fase de extracédo (amplitude do equipamento) ao varia de 50 a 80%, observou-
se que dependendo do composto de interesse pode se variar a amplitude utilizada,
contudo, a amplitude de 70% apresentou o maior rendimento em relacdo aos
compostos bioativos e capacidade antioxidante para a chicéria e cariru. Em relacao a
4° fase de extracdo (temperatura) possibilitou um aumento na captura dos compostos,
sendo a faixa ideal de 30°C para cariru e 40° C para chicoria. Na ultima fase de
extracdo onde se avaliou o tempo de extracdo, constatou-se que para ambas as
amostras o periodo de 15 minutos proporcionou altos rendimentos. Em relacdo a
modelagem aplicada, pode-se destacar que o modelo cinético de transferéncia de
massa apresenta a possibilidade em predizer os dados experimentais e conseguir
prever valores de compostos bioativos com um limite de confianca de 99%. Ao avaliar
a estabilidade oxidativa dos extratos, pode-se constatar que 0os compostos presentes
nos extratos otimizados possibilitaram uma agao protetora, conseguindo prolongar o
indice de estabilidade da oleina de 8 horas para 13,68 horas no caso do extrato do
cariru e 12,79 horas para chicoria.



ABSTRACT

The present work aims to evaluate the extraction parameters of bioactive compounds
(phenolic compounds, flavonoids, carotenoids, chlorophyll, anthocyanins, betalains
and saponins) and antioxidant capacity (DPPH and FRAP) of extracts using the probe-
assisted extraction method ultrasound with green solvents (ethanol and olein), in
samples of chicéria leaves (Eryngium foetidum L.) and cariru leaves (Talinum
triangulare Jacq. Willd.). Five phases of extractions were evaluated, where in each
phase the effect generated individually of each variable (ethanol concentration,
proportion of ethanol and olein mixture, equipment range, temperature and extraction
time) on bioactive compounds and antioxidant capacity were evaluated. In the 1st
extraction phase, the results obtained in this presented work was high yields of
biomolecules and antioxidant capacity in relation to the levels reported in the literature
of chicéria and cariru. The 70% ethanol concentration was the best extraction range
for the samples. In the 2nd phase, the mixture ratio of 1.3 of ethanol: olein was the
best range for capturing bioactive compounds for both samples. In the 3rd extraction
phase (equipment range) when it varies from 50 to 80%, it was observed that
depending on the compound of interest, the range used can vary, however, the range
of 70% showed the highest yield in relation to bioactive compounds and antioxidant
capacity for chicéria and cariru. In relation to the 4th extraction phase (temperature) it
allowed an increase in the capture of the compounds, being the ideal range of 30°C
for cariru and 40°C for chicoria. In the last extraction phase where the extraction time
was evaluated, it was found that for both samples the period of 15 minutes provided
high yields. Regarding the applied modeling, it can be highlighted that the kinetic model
of mass transfer presents the possibility to predict the experimental data and to predict
values of bioactive compounds with a confidence limit of 99%. By evaluating the
oxidative stability of the extracts, it can be seen that the compounds present in the
optimized extracts enabled a protective action, managing to extend the olein stability
index from 8 hours to 13.68 hours in the case of cariru extract and 12.79 hours for
chicory.
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1. INTRODUCAO

O Brasil apresenta uma grande diversidade de matrizes vegetais. S&o matérias-
primas que se destacam por apresentar componentes que fornecem nutrientes, como
fibras, minerais, compostos bioativos e capacidade antioxidante. Diante de tanta
biodiversidade que o Brasil pode oferecer, faz se necessaria maior valorizacao dessas
matrizes ainda pouco caracterizados e explorados por pesquisadores. Ressalta-se
gue o ampliamento dessas informacbes acerca das matrizes vegetais brasileiras
podem ajudar no processo de desenvolvimento de novos produtos ou
processamentos, resultando numa melhoria na alimentacao, saude da populacéo e
tecnologia industrial (JUNIOR et al. 2014; COSTA et al., 2017).

A extracao de compostos bioativos das matrizes vegetais tem sido realizado ao
longo dos anos, com a finalidade de extrair dessas matrizes substancias que podem
ser usufruidas, sendo a utilizacdo de solventes orgéanicos aliada a métodos classicos
ou convencionais uma das formas mais utilizadas. Em virtude da praticidade de
extracdo, os métodos classicos podem ser aplicados em diferentes matrizes, nas
guais a combinacao da agitacdo, solvente e temperatura, facilita a transferéncia de
compostos (SILVA, 2016; RAMIREZ et al., 2016 ; CARVALHO, BERGAMASCO e
GOMES, 2018). Existem diversas técnicas classicas (agitacdo, maceracao,
prensagem dentre outras) para extracdo de substancias, onde proporcionam uma
certa eficiéncia em extrair diversos compostos, contudo, estes métodos de extracao
apresentam desvantagens, tais como o0 alto consumo de energia, no processo de
agitacdo, degradacdo de composto termolabeis e longo tempo de processamento
(BARBA et al., 2016; NAFFATI et al., 2017).

Destaca-se que para viabilidade econdmica de um processo € imprescindivel
trabalhar com métodos mais eficientes de extracao, para isso, variaveis que afetam o
rendimento do composto na extragdo precisam ser estabelecidas, como a
temperatura, tempo, tipo de solvente e forma de extracao, resultando na otimizacao

da extracdo das biomoléculas desejadas (MINJARES et al, 2014).

Mediante a esse cenario novas formas de extracdo de biomoléculas ja séo
utilizadas, sdo denominados de métodos n&do convencionais ou emergentes, esses
tipos de extracdo se diferenciam pela eficiéncia no rendimento do composto desejado,

sendo alguns desses métodos a extracdo por cavitagdo com pressdo negativa,
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extracdo por micro-ondas, fluidos pressurizados, extracdo com fluido supercritico
utilizando como solvente o diéxido de carbono ou agua, dentre outros processos de
extracdo que apesar do custo elevado dos equipamentos conseguem um rendimento
maior quando comparadas a métodos classicos para extracdo de biomoléculas, sendo
os fendlicos, flavonoides e carotenoides mais analisados (ZHANG et al., 2015; LI et
al., 2016; BASEGMEZ et al.,, 2017). No entanto, mediante a essas formas né&o
convencionais de extracdo, destaca-se a extracdo assistida por ultrassom que
apresenta um custo menor quando comparadas as demais ndo convencionais e alta
eficiéncia na extragédo de diversas substancias (CORBIN et al., 2015; ESPADA et al.,
2017; HUANG et al. 2017). Essa eficiéncia se baseia no fato da extracao assistida por
ultrassom consistir na utilizacdo de ondas mecanicas em uma frequéncia acima do
limiar da audicdo humana (maior que 20 KHz), onde as ondas sdo geradas através de
um transdutor, que converte energia elétrica em energia mecanica. Dentre as
vantagens apresentadas por este método frente aos métodos convencionais estao o
menor tempo de processo, o consumo baixo de solvente e a alta reprodutibilidade dos
ensaios, além de possibilitar altos rendimentos do analito desejado (CHEMAT et al.,
2011; GHITESCU et al. 2015).

Contudo, ndo basta apenas utilizar métodos que garantam uma alta eficiéncia
no processo de extracdo, deve-se observar os residuos gerados pelos
processamentos e 0s respectivos impactos ambientais gerados por esses tipos de
protocolo de extracdo. Em virtude dessa dinamica tem se desenvolvido cada vez mais
as pesquisas voltadas para quimica verde, utilizando solventes que conciliem um alto
rendimento da substancia desejada e uma baixa agressdao ao meio ambiente.
Diversos trabalhos ja constatam a eficiéncia dos solventes verdes em relagdo aos
solventes organico e a “nao agressao” ao meio ambiente na utilizagdo destes tipos de
solventes (KO et al., 2014; GARCIA et al., 2016; JIM et al., 2017).

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo avaliar os parametros de
extracdo de compostos bioativos (compostos fendlicos, flavonoides, carotenoides,
clorofila, antocianinas, betalainas e saponinas) e capacidade antioxidante (DPPH e
FRAP) dos extratos ao utilizar o método de extracdo assistida por sonda de ultrassom
com solventes verdes (etanol e oleina), nas amostras de folhas de chicéria (Eryngium

foetidum L.) e cariru (Talinum triangulare Jacq. Willd.).
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1. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo a extracdo de compostos bioativos e
avalicdo da capacidade antioxidante dos extratos obtidos por meio do ultrassom
utiizando solventes verdes nas amostras Amazonicas das folhas de chicoria

(Eryngium foetidum L.) e cariru (Talinum triangulare Jacq. Willd.).
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Auvaliar por meio do teste estatistico da ANOVA as faixas de extracao de
compostos bioativos (compostos fendlicos, flavonoides, carotenoides,
clorofila, antocianinas, betalainas e saponinas), estudando as variaveis
de tempo de extracdo, amplitude do ultrassom, concentracdo do etanol,
temperatura e proporcao oleina e etanol.

« Quantificar a capacidade antioxidante dos extratos obtidos por meio de
dois protocolos, sendo DPPH e FRAP.

e Avaliar por meio da analise de componentes principais (PCA) as
variacbes resultantes das diferentes variaveis para extracdo de
compostos bioativos e capacidade antioxidante.

« Auvaliar a estabilidade oxidativa da oleina nos extratos.

« Implementar um modelo matematico que consiga prever a concentracao

de compostos bioativos ao avaliar o tempo de extracao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Eryngium foetidum L.

A chicodria (Eryngium foetidum L.), como mostra na figura 01, € conhecido por
varios nomes, como coentro mexicano, erva espirituosa, coentrdo, chicoria da
Amazonia dentre outros. E uma planta nativa da América Tropical e do Oeste das
indias, sendo muitas vezes usada como “remédio” ou em preparacdes alimenticias
(DUKE, 2009).

Figura 01 — Aspecto geral da chicéria (Eryngium foetidum L.).

A espécie pertence a familia Umbelliferae € caracterizada pela disposicdo das
folhas em roseta formando uma pequena touceira. As folhas séo glabras, lanceolado-
espatuladas ou oblongo-lanceoladas de 5 cm a 18 cm em comprimento, com 1,5 cm
a5 cmde largura (JOLY, 1975; KUEBAL e TUCKER, 1988; PADOCH e JONG, 1991).

Em relagcédo a adaptacao climética, as plantas da espécie Eryngium foetidum
L. conseguem adapta-se a diferentes condicfes climéaticas, podendo ser cultivada em
regides tropicais, temperadas e subtropicais, o que justifica a possibilidade de
encontrar a planta em diversos paises (VILLACHICA, 1996). Pesquisas de Morales
(1995) e Ocampo e Valverde (2000) relatam que a planta é facil de cultivar e
dificilmente afetado por doencas e pragas.

Apesar do amplo uso desta planta na alimentacdo e como ingrediente no
preparo de remédios caseiros, sdo insuficientes as informagfes na literatura
relacionadas aos compostos bioativos presentes na espécie. A maioria dessas

investigacdes esta relacionado acerca dos 0leos essenciais volateis, onde quase
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guarenta compostos foram identificados, no entanto, ainda falta informacéo sobre os
constituintes ativos mais polares usados no desenvolvimento de produtos. Da mesma
forma, apenas algumas das propriedades farmacoldgicas do extrato da planta foram
investigadas in vitro ou in vivo (PAUL, SEAFORTH e TIKASINGH, 2011).

A planta apresenta um grande potencial a ser explorados, pois algumas
pesquisas observaram notaveis resultados positivos frente a diversas situagdes, como
hipertensdo (NOUMI, HOUNGUE e LONTSI, 1999; DUKE, 2009), reumatismo
(LEONTI, STICHER e HEINRICH, 2003), asma (ZAMORA-MARTINEZ, PASCUAL
POLA, 1992), doencas oculares (ZHENG e XING, 2009), envenenamento (NDIP et
al., 2007), doenca venérea (DV) (HALBERSTEIN, 2005), diabetes (SEAFORTH,
1998), utilizagdo como vermifugo (DUKE, 2009; LANS, 2007; ROBINEAU, 2007),
inflamacdes (DAWILAI et al., 2013), convulsdo (SIMON e SINGH, 1986), maléaria
(ROUMY et al., 2007) e picadas de cobra (HOUGHTON e OSIBOGUN, 1993; COE e
ANDERSON, 2005). Pesquisas de Uawonggul et al. (2006) mostraram que 0s extratos
das plantas dificilmente eram eficazes quando testado a atividade contra lise celular
de fibroblastos apds tratamento com veneno de escorpido Heterometrus laoticus.
Ressalta-se que estas alegacdes de propriedades medicinais ainda nao foram

comprovadas por ensaios clinicos em humanos.
3.2 Talinum triangulare (Jacq.) Willd

Talinum triangulare (Jacg.) Willd € uma planta, como mostra a figura 02,
herbacea, a qual pode atingir de 20 a 40 cm de altura, sendo lisa e glabra. Apresenta
uma raiz pivotante, tuberosa, folhas alternas sésseis, carnosas, de limbo obovado,
gradualmente atenuado para a base (KISSMANN e GROTH, 1992).

Apresenta diversos nomes populares, sendo conhecido como “cariru” no Brasil.
Pode se dizer que é uma cultura vegetal classificada como n&do convencional da
familia Talinaceae, anteriormente conhecida pela familia Portulacaceae, sendo muito
cultivado nas margens do rio Amazonas e consumido principalmente como alimento
no norte do Brasil, especialmente nos estados do Para e Amazonas, onde as folhas
sdo apreciadas pelo sabor e pelo conteudo nutritivo com vérias alegacfes funcionais
(PAULA et al., 2014; BRILHAUS et al., 2016). Apresenta uma boa adaptacdo quanto
ao clima quente e umido, e a baixa fertilidade do solo (FASUYI, 2007; AJA et al., 2010;
ENETE; OKON, 2010).
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Figura 02 - Estrutura geral da planta (I); Corte horizontal da raiz (ll); Flores (l11).

O cariru pode apresentar inumeros benéficos ao consumo, pois é constituido
de uma matriz como a presenca de betalainas (4.9 £ 0.131 mg/g), flavonoides (58,33
+ 9,00 mg/100 g) e taninos (1,09 £ 0,26 mg/100 g). Pesquisas de Aja et al. (2010) e
Swarna et al. (2013), observaram uma boa capacidade antioxidante nos extratos de
cariru. Segundo estudos de Andarwulan et al., (2010) revelaram um teor de 0,48 mg
acido galico/g de compostos fendlicos e 7,4 umol de trolox/g ao avaliar a capacidade
antioxidante segundo o método de DPPH, além de que os extrato de Talinum
triangulare obtiveram uma grande eficiéncia na inibicdo da peroxidacao lipidica

chegando a inibir 97,1%.

Xu et al, (2015) observaram possiveis propriedades funcionais dos
carboidratos obtidos do Talinum triangulare, onde os resultados indicam que o0s
polissacarideos possuem efeito hipoglicémico significativo, mas nenhum efeito
hipolipidémico significativo, desta forma o uso potencial de polissacarideos como

alimento funcional para o tratamento do diabetes mellitus tipo 2 (DM2).
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3.3 COMPOSTOS BIOATIVOS

Os compostos bioativos séo por definicdo biomoléculas que apresentam
efeitos sobre um organismo vivo, tecido ou célula, podem ser encontrados tanto
em matrizes vegetais como animais (DUARTE, CARVALHO e MIGUEL, 2016).
Dentre esse grupo vasto de biomoléculas pode-se destacar as clorofilas,
fendlicos, flavonoides, antocianinas, betalainas, saponinas e carotenoides que
desempenham inameras fungdes reportadas pela literatura (KAKKAR e BAIS,
2014; VALDES et al., 2015; CASAMENTI e STEFANI, 2017; ARENAS-CHAVES et al.,

2018; POLTURAK e AHARONI, 2018; JIMENEZ-ESCOBAR et al., 2019; LI et al.,
2019).

3.3.1 Clorofila

As clorofilas enquadram-se como pigmentos naturais, que se destaca por
apresentar se como compostos mais abundantes nas plantas. S&o localizadas nos
cloroplastos e podem ser encontradas em diversas partes dos tecidos vegetais, tendo
como estrutura molecular complexos derivados da porfirina e com atomo central o
magnésio, onde este composto caracteriza-se por ser uma estrutura macrociclica
assimétrica com instauracdo formada por quatro anéis de pirrol. A partir desses anéis

pode-se numera de 1 a 4 ou de “a@” a “d”, segundo o sistema de numeracao de Fisher
(SCHOEFS, 2002; PRUZINSKA et al., 2005)

Nos vegetais superiores existem duas formas de clorofilas sendo a clorofila a e
b, como mostra na figura 03, distribuidas de uma maneira geral da proporcéo de 3:1
(clorofila a e b). Pode se destaca a presenca de clorofilas de outros tipos, em algas e
bactérias fotossintéticas como clorofila ¢ e d (SCHWARTZ e LORENZO, 1990;
KRAUTLER, 2003; ROCA et al., 2004).
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Figura 03 - Diferentes estruturas de clorofila.
Fonte: Krautler, 2003.

As clorofilas sdo compostos muito sensiveis que facilmente se degradam por
aquecimento, oxigénio e degradacdo quimica, onde pode gerar diversos compostos,
porém dependendo da estrutura do composto implicara na facilidade ou dificuldade
de gerar compostos de degradacdo, como é o caso da clorofila b que € mais estavel
gue a clorofila a, em virtude do efeito de atrair elétrons exercido pelo seu grupo aldeido
(GAUTHIER-JAQUES et al.,, 2001; SCHOEFS, 2002; FUNAMOTO et al.,, 2002;
FURTADO, 2003).

Pode-se dizer que a funcdo primordial da clorofila é a realizacdo da
fotossintese, que consiste no processo de conversdo da energia luminosa solar em
energia quimica, na forma de dois produtos ricos em energia o NADPH e ATP, desta
forma, séo formados carboidratos e outras substancias organicas a partir do diéxido
de carbono e agua, com liberag&o de oxigénio (GROSS, 1991). No entanto, pesquisas
mais atuais destacam outras possiveis propriedades das clorofilas no organismo
humano, como os estudos de Li et al., (2019) onde ao extrair a clorofila com etanol
por maceracgao, obtiveram resultados que sugerem que um extrato de espinafre rico
em clorofila é eficaz na supressao da obesidade induzida por dieta rica em gordura. A
reducdo do ganho de peso corporal foi associada a manutencdo da diversidade da
microbiota intestinal e a supresséo da disbiose induzida por dieta rica em gordura. A
populacédo diversificada de bactérias correlacionadas com a obesidade e o aumento
da diversidade microbiana intestinal pelo extrato de espinafre rico em clorofila pode

ser 0 mecanismo compartilhado para melhorar a salde gastrointestinal e,
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eventualmente, mediar seus efeitos benéficos no hospedeiro. Desta forma, o extrato
rico em clorofila pode ter aplicacbes potenciais na prevencdo da obesidade e
sindrome metabdlica. Aléem de outros estudos indicarem possiveis atividades
biol6gicas atribuidas a derivados de clorofila, os quais consistentes em prevencéo do
cancer, incluem atividade antioxidante e antimutagénica, aprisionamento de
mutagénicos, modulacédo metabolismo xenobidtico e inducdo de apoptose (EGNER et
al., 2001; EGNER et al., 2003; FERRUZZI e BLAKESLEE, 2007).

3.3.2 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos séo representantes de um dos mais numerosos grupos
de substancias do reino do vegetal, apresentando mais de 10.000 compostos
atualmente identificados, que incluem desde estruturas moleculares simples até
moléculas altamente polimerizadas. Também chamados de polifendis, apresentam
como estrutura basica um anel aromatico com uma ou mais hidroxilas, incluindo os
grupos funcionais, como mostra a figura 04 (BRAVO, 1998; LEE, 2000; ANGELO e
JORGE, 2007; EFRAIM, ALVES e JARDIM, 2011).

OH

R1 R?

RS R3

R4
Figura 04 — Estrutura de um polifenol.

Estes compostos apresentam diversas formas de classificagéo, algumas delas
€ uma subdivisdo em trés grupos principais sendo os flavonoides, os acidos fendlicos,
e os taninos. Outra possivel forma de divisdo é em compostos soluveis em agua
(acidos fendlicos, flavonoides e quinonas) e compostos insoliveis em agua (taninos
condensados e ligninas) (KING e YOUNG, 1999; COS et al., 2003; RISPAIL, MORRIS
e WEBB, 2005).

A diversidade estrutural dos compostos fendlicos deve se a grande variedade
de combinac¢des que acontece na natureza e 0s compostos resultantes sdo chamados

de polifendis, como mostra na tabela 01.
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Tabela 01 - Classificagdo dos compostos fendlicos

Classe Estrutura
Fendlicos simples C6
Acidos fendlicos e compostos relacionados C6-C1
Acidos cinamico, aldeidos cinamilo e alcoois cinamilo C6-C2
Cumarinas, isocumarinas e cromonas C6-C3
Chalconas, aurones, dihidrocalcolonas C6-C3
Antocianidinas C15
Antocianinas C15
Biflavonils C15 C30
Benzofenonas, xantonas, estilbenos C6-C1-C6, -C6-C2-C6
Quinonas Ce, C10, C14
Betacianinas C18
Dimeros ou oligbmeros Lignanas, Neolignanas
Polimeros Ligninas
Oligbmeros ou polimeros Taninos

Polimeros Flobafenos
Fonte: Vermerris e Nicholson (2008). '

Os compostos fendlicos apresentam varios beneficios, como, prevenir alguns
tipos de céancer, doencas cardiovasculares, neurolégicas, apresentando também
potencial como agente antibiético, antialérgico, anti-inflamatério, protecédo fotoquimica
e capacidade antioxidante (GROSSI et al., 2013; LUCCARINI et al., 2014; ROSILLO
et al., 2014; COCCIA et al.,, 2016; SANTANGELO et al., 2016; CASAMENTI e
STEFANI, 2017).

Em relagéo capacidade antioxidante dos compostos fendlicos esta interligada
com a ressonancia do anel aromatico, onde o grupo hidroxila cede um &tomo
hidrogénio ao radical livre e, entdo, o radical antioxidante formado € estabilizado pela

ressonancia do anel aromatico (Figura 05) (MORENO et al., 2019).
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Figura 05 — Reac¢do dos compostos fendlicos frente a espécies reativas de oxigénio.
Fonte: Rungratanawanich et al., (2018).

Assim sendo, um composto fendlico é capaz de inativar pelo menos dois
radicais livres: o primeiro é inativado quando o antioxidante reage com o radical alcoxi
ou peroxido e o segundo quando o radical antioxidante reage na etapa de terminacao
com outro radical gerando um composto sem radicais. Porém, alguns antioxidantes
fendlicos sdo capazes de inativar mais de um radical livre. Isso ocorre quando o
composto possui outro atomo de hidrogénio que também pode ser doado, como € o
caso de muitos flavonoides (RUSCONI e CONTI, 2010; EFRAIM, ALVES e JARDIM,
2011).

3.3.3 Flavonoides

Flavonoides sdo compostos fendlicos de ocorréncia natural numerosamente
presentes em diversas matrizes vegetais, apresentando uma estrutura caracterizada
por um grupo croméforo, benzopirano, ligado a um anel aromatico, como mostra na

figura 06.

Figura 06 - Estrutura basica dos flavonoides.
24



Pesquisas revelam que mais de 8000 tipos de flavonoides ja foram
encontrados, sendo divididos em varios grupos como, flavonaéis, flavonas, catequinas,
flavanonas, antocianinas e chalconas, esse fato é resultado das variagdes na
substituicdo do anel C, além de substituicbes dos anéis A e B originando diferentes
compostos dentro de cada classe de flavonoides, como mostra a figura 07 (KUMAR
et al., 2011; CHUA, 2013).
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OH| OH | OH | Miricetina

Figura 07— Diferentes estruturas de flavonoides.
Fonte: Gutiérrez-Venegas (2018)

Sdo amplamente estudados, em virtude de apresentar inUmeras atividades
biolégicas que conferem efeitos benéficos a saude humana, dentre esses beneficios
pode-se citar estudos que mostram uma relagao inversa entre quantidade ingerida de
flavonoides e doencas cardiovasculares (onde consumo de flavonoides pode prevenir
a disfuncdo endotelial através de um processo de vaso relaxamento que leva a
diminuicdo da presséo arterial), reduz o risco de acidentes coronarios, regula as vias
de sinalizac&o intracelular, a expressao génica, atividade antioxidante e agcao anti-
inflamatoria (RODRIGUES et al.,2015; SOUSA et al., 2015; ARENAS-CHAVES et al.,
2018).
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Boa parte desses beneficios gerados pelos flavonoides € virtude de
apresentarem acdao inibidora ou de retardamento das reacfes de diversas espécies
oxidantes, como aniao superoxido (O2-), radicais hidroxil e peroxi. De uma forma geral,
a atividade antioxidante esta relacionada com a estrutura quimica dos flavonoides,
pois dependendo do nimero de substituintes hidroxil que apresenta na constituicdo
da molécula ira afetar a capacidade da substancia, onde quanto maior for o nimero
desses substituintes maior sera a atividade antioxidante. Exemplos que se destacam
sédo as flavonas e as catequinas que apresentam uma maior capacidade protetora
contra espécies de radicais livres que sdo produzidos durante o metabolismo normal
do oxigénio (HAVSTEEN, 2002; TAPAS et al., 2008; SANDHAR et al., 2011).

3.3.4 Antocianinas

Antocianinas sao classificadas quimicamente como flavonoides e sé&o
responsaveis pela coloracdo encontrada em diversas matrizes vegetais
proporcionando cores como rosa, laranja, vermelha, violeta e azul nos vegetais,
frutas, flores e em folhas (McGHIE et al., 2006; JING e GIUSTI, 2007).

Destaca-se a estrutura geral das antocianinas que é uma derivacao do cétion
flaviium (como mostra a figura 08), sendo formado de dois anéis aromaticos
ligados por uma unidade de trés carbonos, condensado por um oOxigénio
(MALACRIDA e MOTTA, 2006).

Figura 08 — Estrutura do cation Flavilium.

Na natureza, as antocianinas normalmente ocorrem na forma heteroglicosidica,
sendo uma aglicona (antocianidina), um grupo de acucares e, frequentemente, um

grupo de acidos organicos, como mostra a figura 09.
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Antocianina Grupo R GrupoR’ Grupo R”
Cianidina 3-glicosideo OH H glicose
Cianidina 3-galactosideo OH H galactose
Cianidina 3-rutinosideo OH H rutinose
Delfinidina 3-glicosideo OH OH glicose
Pelargonidina 3-glicosideo H H glicose

Malvidina 3- glicosideo OCH3 OCH; glicose
Peonidina 3-glicosideo OCHjs H glicose

Figura 09 - Estrutura quimica de algumas antocianinas.
Fonte: Yi et al., (2010).

Uma das fungdes desempenhadas pelas antocianinas em flores e frutas
€ a capacidade de atrair agentes polinizadores e dispersores de sementes, por
meio da atracdo da cor, além de proteger diversos tecidos da planta de
estresses oxidativos, desta forma, agindo como filtro das radiacdes
ultravioletas nas folhas. (MALACRIDA e MOTTA, 2006). Outra possivel
utilizacdo destes compostos é decorrente do uso como corante na industria
alimenticia (KRAFT et al., 2005; ISLAM, 2006).

No entanto, muitas pesquisas estdo sendo desenvolvidas, a fim de
verificar o consumo de antocianinas e as possiveis propriedades funcionais,
como estudos in vitro e in vivo de Chang et al., (2006) onde utilizou um extrato
de flor de Hibiscus sabdariffa, sendo extraido com metanol acidificado e
observaram que as antocianinas podem diminuir o estresse oxidativo
decorrente do processo aterosclerético. Diversos mecanismos podem estar
envolvidos nesse processo para justificar a eficiéncia deste composto, como a
capacidade das antocianinas de inibir ou retardar a oxidag&o do LDL e reduzir
a injuria oxidativa das células endoteliais vasculares (Yi et al., 2010).

Zhang et al. (2005), avaliaram o efeito inibitério no crescimento de
células cancerigenas de diferentes linhagens, usando cinco tipos de
antocianidinas (cianidina, delfinidina, pelargonidina, petunidina e malvidina) e
guatro antocianinas (cianidina-3-glicose, cianidina-3-galactose, delfinidina-3-
galactose e pelargonidina-3-galactose), onde a malvidina e a pelargonidina
inibiram, mais de 60%, o desenvolvimento de células cancerigenas da mama,
pulmao, colon e estbmago. Além de constatar que pelargonidina reduziu em
34% células cancerigenas do sistema nervoso central, enquanto que a

malvidina obteve uma reducéo de 40,5%.



Mais estudos indicam que o consumo de antocianinas apresenta um
efeito benéfico, em virtude das substancias delfinidina, malvidina e glicosideos
de petunidina apresentarem acdo antioxidante e propriedades anti-
inflamatérias (MASELLA et al. 2012; KAKKAR e BAIS, 2014).

3.3.5 Betalainas

As betalainas sdo pigmentos que podem apresentar uma coloragdo variada
sendo de amarelo, alaranjado, vermelho ou violeta, encontrados num namero limitado
de espécies vegetais da ordem Caryophyllales, reportados pela literatura. Estas
substancias podem ser encontradas nos vacuolos das células. S&o substancias
derivadas do aminodcido tirosina, sdo solUveis em 4gua e relativamente estaveis em
varios valores de pH, em virtude da natureza 4cida devido a presenca de varios grupos
carboxilicos (DELGADO-VARGAS, JIMENEZ E PAREDES-LOPEZ, 2000; TANAKA,
SASAKI E OHMIYA, 2008; AZEREDO, 2009; KHAN, 2016; POLTURAK e AHARONI,
2018).

A literatura ja reporta que dependendo da amostra estudada pode apresentar
antocianinas ou betalainas, onde algumas betalainas se tornaram bem conhecidas
decorrente das pesquisas realizadas, apresentando uma estrutura basica sendo que
no R1 e R2 podem conter hidrogénio ou um substituinte aromatico, como mostra
Figura 10. Todavia, as betalainas sao divididas em dois grupos com diferencas
estruturais, as betacianinas que se caracterizam por apresentar cor vermelho/violeta
e com um maximo de absorcdo de 535-538 nm, que se ramificam em quatro grupos
sendo eles a betanina, gonfrerina, amarantina e boungavilia, enquanto que o segundo
grupo se caracteriza pelas betaxantinas de coloracdo amarela, onde podem ser
encontradas nas mais diversas matrizes vegetais e algumas literaturas reportam a
presenca em fungos, tais como Amanita, Hygrocybe e Hygrosporus, que absorvem
radiacdo visivel na faixa de 476-600 nm com um maximo de 537 nm (SCHOEFS,
2004; KHAN, 2016).
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Figura 10 — Estrutura geral da betalaina onde | (estrutura variavel
representativa da betacianina ou betaxantina, dependendo dos residuos R1 e
R2) e Il (porcéo de acido betalamico, presente em todas as moléculas).

Fonte: Azeredo (2009).

Em termos de funcdo as betalainas podem desempenhar diferentes funcdes
dependendo do contexto, onde na ecoldgica, as betalainas sdo importantes na
atracdo de polinizadores e frugivoros para fertilizacdo e dispersao de sementes, uma
vez que estdo contidas nas plantas e apresentam cores atrativas. Além desse fato
pode-se citar a agdo dessas substancias na suplementacado de dietéticos, na industria
alimentar (sobremesas, produtos lacteos e carnes), como corante natural, biossensor
guimico, entre outras aplicagbes (AZEREDO, 2009; CELLI e BROOKS, 2017,
POLTURAK e AHARONI, 2018).

No entanto, assim como os demais compostos (flavonoides, antocianinas e
fendlicos) as betalainas tem ganhando mais estudos quanto as propriedades
biolégicas, conforme as pesquisas de Khan (2016), onde as betalainas (betanina e
indicaxantina) apresentam fungdes protetoras das particulas de LDL (“low density
lipoproteins”) em relagdo a oxidagao, diferentemente do que se constatou com a
vitamina E e o B-caroteno, quando 8 voluntarios ingeriram 500 g de fruta de Opuntia
ficus-indica.

Segundos os estudos de Rahimi et al. (2019), observaram que a suplementacao
com betalainas promoveu efeitos favoraveis contra a doenga arterial coronariana,
onde o tratamento com os suplementos resultou na elevacdo do gene SIRT1 (2,69 e
2,78 vezes para 0s suplementos ricos em betalaina e betaciananina, respectivamente)

bem como nos niveis de proteinas (2,07 e 2,23 vezes nos suplementos ricos em
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betalaina e betaciananina, respectivamente) e também a reducédo dos niveis de
expressao do gene LOX1 (0,67 e 0,63 vezes para os suplementos ricos em betalaina
e betaciananina, respectivamente), ou seja, as betalainas podem ser alternativas
promissoras para suplementar terapias em doencgas associadas ao estresse oxidativo,
inflamac&o e envelhecimento.

Além das pesquisas sobre as betalainas, tem-se observado que os produtos de
degradacédo desses compostos tém apresentado func¢des bioativas interessantes ao
organismo, como observado por estudos de Wootton-Beard et al. (2014) que
constatou um efeito benéfico no elevado teor de neobetanina (um produto da
degradacdo da betanina) nos sucos de beterraba, resultando numa diminuicdo a
resposta pés-prandial a insulina e glicose.

No entanto, alguns autores observaram que o efeito positivo das betalainas
depende da estrutura, onde nas betaxantinas tendo um aumento do numero de
residuos —hidroxi e —imino na estrutura basica do pigmento, ha uma maior capacidade
para eliminar os radicais livres, enquanto que nas betacianinas a capacidade
antioxidante descresse com o grau de glucosilagdo da molécula e potencializa com o
grau de acilacdo (VOLP, RENHE e STRINGUETA, 2009).

3.3.6 Carotenoides

Os carotenoides sdo um dos grupos de pigmentos lipossollveis naturais com
aproximadamente 700 representantes, que propiciam diferentes coloracbes aos
alimentos, tendo uma variacao de cores desde amareladas, laranja e vermelho com
excecdo dos carotenoides fitoeno e fitoflueno que sdo incolores (MALDONADE,
SCAMPARINI E RODRIGUEZ-AMAYA, 2008; SIES e STAHL, 2004). Séao
tetraterpenos (C40), gerados a partir de unidades de isopreno, o isopentenil
pirofosfato (IPP) e seu isbmero dimetilalil difosfato (DMAPP), cada um contendo cinco
atomos de carbono (C5) (RODRIGUEZ-CONCEPCI e BORONAT, 2002;
GHARIBZAHEDI et al., 2013; NISAR et al, 2015).

A presenca de carotenoides na natureza é muito vasta, em virtude de poderem
ser encontrados em varios seres vivos, desde microrganismos, vegetais e até animais.
Dentre algumas espécies de bactérias, fungos, algas e plantas superiores sao

capazes de produzir estes pigmentos, enquanto que em animais ja se tem reportado
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pela literatura os crustaceos (camarao, lagosta, siri), aves (flamingo) e peixes (truta e
salmao), sendo acumulados no organismo por meio da alimentacdo (FONTANA et al.,
2000; VALDUGA et al., 2009; MULDERS et al., 2014).

Os carotenoides podem ser divididos em dois grandes grupos, sendo eles os
carotenos e as xantofilas, como mostra a figura 11. A classe das xantofilas que
compreendem os derivados oxigenados dos carotenos, cujos grupos sao: hidroxila (-
criptoxantina), ceto (cantaxantina), epoxido (violaxantina) e aldeido (B-citraurina),
engquanto que a classe de carotenos se caracteriza pela presenca de uma cadeia
hidrocarb6nica linear ou ciclizada em um ou nos dois terminais da molécula (JIN et al.,
2003; HANNOUFA e HOSSAIN, 2012; CAROCHO e FERREIRA, 2013).
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Figura 11- Estrutura de algumas xantofilas e carotenos.

De uma forma geral os carotenoides podem apresentar diversas fungdes, onde
dependendo da estrutura quimica influenciara o grau de atividade. Dentre essas
atividades pode-se citar protecéo contra radicais livres, danos oxidativos ao colesterol
LDL, peroxidacdo lipidica, protecdo contra oxidacdo dos acidos graxos poli-
insaturados essenciais e protecdo contra os efeitos da luz UV em membranas
celulares, células e tecidos (NDAYISHIMIYE e CHUN, 2017; ZEB e IMRAN, 2019;
JIMENEZ-ESCOBAR et al., 2019).

A literatura cada vez mais esta se atualizando em relacdo a acéo antioxidante
dos carotenoides, em relagédo a diversas espécies reativas de oxigénio (superoxido,
radical peridroxil, peroxido de hidrogénio, radical hidroxila, radical alcoxil, radical
peroxil dentre outros), onde em decorréncia das atividades celulares e do metabolismo
do oxigénio, resulta na producédo de espécies reativas, que em altas concentracdes
afetam o equilibrio do sistema, resultando em diversos processos mutagénicos,
carcinogénicos e de envelhecimento. Porém dependendo da estrutura do carotenoide
tera uma diferenca em relacdo a capacidade antioxidante, contudo sabe-se que
podem atuar em dois mecanismos sendo eles o fisico ou quimico.

Na acdo fisica o qual se envolve na transferéncia de energia, resulta na
dissipacdo da energia de excitacdo absorvida de outra molécula, por meio de

interacdes rotacionais e vibracionais que regeneram a molécula original de
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carotenoide, enquanto que acdo quimica (figura 12) se relaciona com as espécies
reativas podendo ter diversas a¢des, como abstracdo de hidrogénio (retirada de uma
molécula de hidrogénio do carotenoide para o radical, resultando em um radical
neutro), adigdo (ocorre a adigcdo de um radical a molécula de carotenoide, gerando um
radical aduto) e transferéncia de elétron (radicais com grande potencial redox retiram
um elétron do carotenoide, oxidando-o e gerando o radical cation) (HALLIWELL, 2007,
MORGANTI, 2009; RAMEL et al, 2012; CAROCHO e FERREIRA, 2013).

Carotenoide + ROQ+ Carotenoide#* +R0OO" (A)
Carotenoide + ROQO» Carotenoides +ROOH (B)
Carotenoide + ROO« ROOCarotenoides (C)

Figura 12 - Mecanismos quimicos dos carotenoides, onde (A) transferéncia de
elétron, (B) abstracao de hidrogénio, (C) reacdo de adicao.
Fonte: Adaptado de El-Agamey et al., (2004).

Além das interacbes com as espécies reativas de oxigénio, conforme
comentadas acima, pode-se destacar a acdo de carotenoides “polares”, como
violaxantina e zeanxantina na modificacdo da permeabilidade de bicamadas lipidicas,
resultando na diminuicdo da difusdo de espécies reativas de oxigénio,
consequentemente, reduzindo os efeitos deletérios como observado por estudos de
Subczynski, Markowska e Sielewiesiuk (1991). Resultados similares ao de
Subczynski, Markowska e Sielewiesiuk (1991) foram encontrados por Widomska,

Welc e Gruszecki (2019) ao trabalhar com a zeanxantina e 3-caroteno.

Outra propriedade muito estudada dos carotenoides € a presenca da atividade
provitamina A, pois o corpo humano néo é capaz de sintetizar este composto sendo
necessario a ingestao por meio dos alimentos. A ingestao da provitamina A favorece
diversas propriedades extremamente importante para o funcionamento da viséo,
desenvolvimento embrionario, protecdo do organismo contra estresse oxidativo e do
sistema imune, além de outras propriedades, onde apenas o0s carotenoides que
possuirem uma estrutura de no minimo 11 carbonos, anel 8 ndo substituido e duplas
ligacdes conjugadas podem apresentar essa atividade provitamina A. Exemplos de
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carotenoides com provitamina A sdo as estruturas do a- caroteno, B-caroteno, y-
caroteno, B-criptoxantina e a- criptoxantina, tendo um destaque especial para o -
caroteno, pois € o Unico que pode fornecer duas moléculas de retinol quando ingerido
(SOUZA e BOAS, 2002; AMBROSIO, CAMPOS e FARO, 2006; RAMALHO, 2010;
JOHANSSON et al., 2014).

3.3.7 Saponinas

Quimicamente, as saponinas formao um grande grupo de glicosideos contendo
cadeias de agucares ligados a aglicona, onde a massa molecular pode variar de 600
a 2000 Da (Dalton). As sapogeninas ou também conhecidas como agliconas,
constituem a fracdo apolar da molécula e podem ser classificadas em grupos
triterpénica (C 30) ou esteroidal (C 27), ligados a uma ou mais cadeias de agucares,
como mostra a figura 13, ou em relagdo ao carater acido, basico ou neutro da
molécula, onde o carater 4cido € decorrente da presenca de grupamento carboxila na
cadeia de acucares ou na aglicona, enquanto que o carater basico é proveniente do
nitrogénio, que pode se expressar de uma forma geral em uma amina secundaria ou
terciaria, como nos glicosideos nitrogenados esteroidais (SIEDENTOPP, 2008;
OLESZEK e HAMED, 2010).

Por fim, outra classificacdo das saponinas € decorrente ao humero de cadeias
de acucares ligados as sapogeninas. Desta forma, saponinas monodesmosidicas
apresentam uma cadeia de acuUcares ligada a fracdo sapogenina, enquanto as
saponinas bidesmosidicas sdo constituidas de duas cadeias de acucares, tendo de
uma forma geral a ligacéo éter na hidroxila em C-3 e a outra com ligacao éster (WINA
et al., 2005; GUCLU-USTUNDAG, BALSEVICH e MAZZA, 2007).
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Figura 13 - Estrutura das agliconas presentes em saponinas: (I) triterpénica; (lI)
esteroidal.
Fonte: Balsevich e Mazza (2007)

Destaca-se que as saponinas triterpénicas sao encontradas em grandes
guantidades, em plantas dicotiledéneas, enquanto que as saponinas esteroidais sao
encontradas principalmente em monocotiledéneas. Estudos indicam que esse cenario
e decorrente em funcdo do namero de grupos funcionais (-CH3, -OH, -COOH,) que
podem estar presentes nas sapogeninas, resultando em uma grande variedade de
saponinas, em virtude das diversas composi¢des, ramificagdes, nimero e tipo de
substituicdo dos acuUcares ligados as sapogeninas (OLESZEK, 2002; SPARG et al.,
2004; GUCLU-USTUNDAG, BALSEVICH e MAZZA, 2007; VALDES et al., 2015).

As saponinas podem ser encontradas em diversas matrizes vegetais, possuem
capacidade de solubilizar em agua, apresentam propriedades tenso ativas e
hemoliticas, ambas atribuidas as caracteristicas estruturais da molécula que
proporciona uma capacidade variada de formar complexos com 0s constituintes das
membranas plasmaticas, conferindo assim, diversas atividades biolégicas. Esses
metabolitos secundarios, também podem exercer uma ampla atividade biologica e
farmacoldgica, tendo como destaque o efeito, contra insetos, antiprotozoario, antiviral,
citotoxico anti-inflamatério, anti-tricomonas, plaquetas e bronquolitico (SIMOES, 2002;
BESSA et al., 2013; VALDES et al., 2015)

As saponinas apresentam diversas funcdes no metabolismo das plantas, onde
podem ser consideradas parte dos sistemas de defesa, isso ocorre por meio do

comportamento anfifilico destes compostos e a possibilidade de gerar complexos com
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esteroides, proteinas e fosfolipidios das membranas, justificando as propriedades
biolégicas deste composto, ja que algumas pesquisas observaram atividade
antimicrobiana sobre o crescimento de fungos, além de inibir algumas bactérias como
S. aureus, E. coli, E. faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e
Salmonella typhi. (VIZZOTTO, KROLOW e WEBER, 2010; LOKESH, MANASVI e
LAKSHMI, 2016; SABOORA et al., 2019).

Outra caracteristica da maioria das saponinas, que chama a aten¢cédo ha muitos
anos, é a capacidade de formacédo de espuma, a qual foi usada como um indicador
direto da quantidade de saponinas presentes nas plantas, esse fato é decorrente da
estrutura que contém a molécula sendo uma porcao lipidica (aglicona ou sapogenina)

e uma porcao hidrofilica (glicona, constituida por aglcares) (VALDES et al., 2015).
3.4 QUIMICA VERDE

A constante deterioracdo do meio ambiente, resultou na necessidade de
procurar alternativas que levem a sustentabilidade ambiental. Uma dessas
ferramentas é a "quimica verde", um conceito que contempla o design de produtos e
processos que reduzem a geracao de substancias perigosas e maximizar a eficiéncia
no uso de recursos materiais e energia (FARIAS e FAVARO, 2011; CASTRO e
VERBEL, 2011).

O uso de tecnologias menos poluentes permitird que empresas quimicas
reduzam os efeitos ambientais associados a sua atividade, diminuindo o consumo de
materiais e aumentando a participacdo de recursos renovaveis. Para alcancar tais
ideais foram propostos 12 principios basicos da quimica verde, aplicaveis em
diferentes campos, como medicina, agricultura, inddstria quimica, farmacéutica e de
alimentos, sendo eles mostrados na tabela 02 (FARIAS e FAVARO, 2011; VILCHES
e GIL-PEREZ, 2011).
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Tabela 02 - Os 12 principios da quimica verde

1. Prevencao

Reduzir ao maximo a geracao de residuo, evitando etapas
de tratamentos

2. Economia de
Atomos

Os métodos sintéticos devem maximizar a incorporacao de
cada material usado no processo.

3. Sintese de
Produtos Menos
Perigosos

Consiste no desenvolvimento de processos que produzam
o minimo de toxicidade e impacto ambiental.

4. Planejamento de
Produtos Seguros

Os produtos quimicos devem ser projetados para realizar a
funcdo desejada e tenha toxicidade minima.

5. Solventes e
Auxiliares mais
seguros

As substancias auxiliares dos processos quimicos
(solventes, tampdes, aditivos de separacado, entre outros),
precisa sempre que possivel, tornar-se desnecessério e
guando utilizadas, estas substancias devem ser indcuas

6. Busca pela
Eficiéncia de
Energia

Os requisitos de energia para processos quimicos devem
ser minimizados, sendo avaliados quanto ao seu impacto
ambiental e econbmico e deve ser reduzido. Onde
preferencialmente o protocolo deva ser executado a
temperatura e pressao ambiente.

7. Uso de Fontes
Renovaveis de
Matéria Prima

Os materiais utilizados devem provir de fontes renovaveis,
desde que seja economicamente e tecnicamente viavel.

8. Evitar a Formacao

A sintese deve ser projetada com o0 uso minimo de grupos

de de derivatizacdo desnecessaria (modificacdo temporaria
Derivados por processos fisicos e quimicos, protecao/desprotecao e
uso de grupos bloqueadores) para evitar etapas extras de

tratamentos
9. Catdlise Reagentes cataliticos sdo melhores que reagentes

estequiomeétricos devida a seletividade gerada.

10. Planejamento
para a Degradacao

Os produtos quimicos devem ser projetados de modo que,
guando terminem sua func¢éo, néo persistam no ambiente e
possam ser degradados em derivados inertes ou
biodegradaveis.

11. Andlise em
Tempo Real para a
Prevencéao da
Poluicéo.

Sistemas de controle e monitoramento continuos devem ser
criados para impedir a producdo de substancias perigosas
durante 0s processos.

12. Quimica
Intrinsecamente
Segura para a
Prevencéao de
Acidentes

Projetar processos quimicos, usando métodos e
substancias que reduzam acidentes (emissodes, explosoes,
incéndios, entre outros) e minimizem os danos quando
ocorrer um acidente.
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Os 12 principios fundamentais da quimica verde foram propostos por Paul
Anastas e John Warner no livro publicado de Green Chemistry, teoria e pratica em
1998, e formam o pilar da quimica verde. A aplicacdo dessas estratégias na
implementagcéo de processos inovadores, contribuem para a sustentabilidade do
planeta na sociedade, na economia e no meio ambiente (ANASTAS, KIRCHHOFF e
WILLIAMSON, 2011).

Nas ultimas décadas houve uma evolucdo da extracdo e preparagdo de
amostras com 0s processos voltados para a quimica verde, onde o foco ndo é apenas
o aumento na eficiéncia da extragdo, mas também reduzir o impacto ambiental
(HERRERO et al.,, 2013). O interesse na busca de solventes alternativos que
substituam solventes a base de petroleo aumentou. Em geral, a extracdo de
compostos bioativos requer o uso de solventes de petréleo como diclorometano,
tolueno, acetona, hexano, cloroférmio, etc. No entanto, esses solventes sé&o
classificados como perigosos para o meio ambiente e a saide humana (CHEMAT e
VIAN, 2014). O uso de solventes mais ecoldgicos em combinacdo com técnicas
ecologicas, como processamento assistido por ultrassom, extracdo com fluido
supercritico ou processamento por micro-ondas possuem varios beneficios, bem
como processos decorrentes de células fotovoltaicas, biotransformacéo e biocatalise,
desta forma, ressaltando a importancia do desenvolvimento da Quimica Verde em

praticamente todos os setores produtivos (CHEMANT et al., 2017).

Apesar dos avangos na busca por processos mais ecolégicos, a literatura
aborda inUmeras formas de extracao dos mais diversos compostos, sendo organizado
em dois grandes grupos denominados de métodos convencionais e nao

convencionais de extracao.
3.5 METODOS CONVENCIONAIS DE EXTRACAO

O processo de extracéo consiste na etapa fundamental de obtenc&o do analito
desejado, tendo como principio uma operacdo unitaria de transferéncia de massa,
onde ocorrerd a separacao de compostos de interesse de uma matriz, seja ela liquida
ou solida, por meio de processos fisicos, quimicos ou mecanicos. Estes processos
podem ser efetuados de diversas formas, seja em meio soélido e liquido, liquido e
liguido ou gas e liquido (BARBA et al., 2016).
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Dependendo da matriz trabalhada deve-se fazer um estudo prévio do método
e da amostra, pois de acordo com a estrutura a ser utilizada (raiz, caule, folhas, frutos,
sementes) e 0s compostos de interesse que se deseja extrair, ira influenciar
diretamente na eficiéncia da extracao, resultando na escolha do protocolo adequado
para extrair. Os processos mais usualmente utilizados englobam os métodos
convencionais, como de arraste, prensagem, agitacdo e maceracao, onde a escolha
dependera da infraestrutura, caracteristicas das amostras e polaridade do composto
de interesse (NAFFATI et al., 2017).

As vantagens da utilizacdo dos métodos convencionais estdo relacionadas,
muita das vezes, ao baixo custo operacional, pois utiliza geralmente equipamentos
simples e a temperatura ambiente (VARDANEGA et al., 2014).

Dependendo do composto a ser extraidos sdo inumeros fatores que influenciam
na eficiéncia da extracdo, porém sdo quatro variaveis que mais se destacam em
trabalhos reportados pela literatura, sendo eles os solventes utilizados (agua, metanol,
acetona, etanol, acetato de etila, dentre outros), tempo de extracéo, temperatura e
método de extracdo (arraste, agitacdo e maceragcdo). Contudo, o processo de
extragdo convencional apresenta algumas limitagdes, principalmente a compostos
termolabeis, por exemplo os compostos fendlicos, em que diversos estudos
observaram a sensibilidade perante a temperatura de extracdo. Outras desvantagens
gue se pode citar é a oxidacao do extrato em periodos longos de extracao, além das
interacOes solvente e amostra que afetam a eficiéncia do processo (LEVEN e
SCHNURER, 2005; KIM et al., 2017; KIM et al., 2018).

Apesar de apresentar limitagdes quanto a eficiéncia de extracdo, a literatura
reporta diversos trabalhos que utilizam métodos de extracdo convencionais, como
mostra na tabela 03. No entanto, existem outros métodos que a eficiéncia na extracao
supera a dos métodos convencionais, sendo estes denominados de métodos de

extragao nao convencional.
3.6 METODOS NAO CONVENCIONAIS DE EXTRACAO

Os métodos ndo convencionais sdo procedimentos que utilizam uma tecnologia
mais rebuscada quando comparada aos convencionais, logo, apresentando um custo

maior, porém apresentam particularidades quanto a extracdo de compostos, em
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virtude dos fundamentos diferenciados para extracdo. Existe uma variedade de
métodos que estdo ganhando cada vez mais pesquisas aplicadas na area de
alimentos, pois apresentam grandes vantagens, resultando no aumento dos teores de
substancias obtidas com maior seletividade, quando comparados aos métodos
convencionais (CARVALHO, BERGAMASCO e GOMES, 2018).

Dentre esses métodos ndo convencionais pode-se citar a extracdo assistida
por micro-ondas focalizada, como mostra na figura 14, a qual apresenta como
principio a utilizacdo da energia de micro-ondas que € uma radiagcdo nao ionizante,
gue resulta num aquecimento por migracdo dos ions e rotacdo das moléculas com
momentos dipolos, ndo causando mudancas na estrutura molecular. Esse protocolo
de extrac&o apresenta algumas vantagens, em virtude de possibilitar um aquecimento
mais rapido e um curto periodo de extracdo, pois em matrizes vegetais, a grande
guantidade de agua absorve a energia fornecida pelo micro-onda, resultando em um
aguecimento interno, gerando o rompimento da parede celular e, consequentemente,
facilitando o processo de extracdo, além de possibilitar a migracdo dos ions
dissolvidos, o que facilita a penetracdo do solvente para dentro da matriz e aumenta,
consideravelmente, o rendimento da extracdo (SANSEVERINO, 2002; WANG e
WELLER, 2006; CRAVOTO et al. 2008; SPIGNO e FAVERI, 2009; ALUPULUI, 2012).

Aquecimento Assistido por Micro-ondas

(I
. e

radiagao micro-ondas I
Mistura acido-amostra
absorve radiagcao MW

Vapor nao é aquecido
por MW

Aquecimeﬁfé
por radiagao-MW

Figura 14 — Esquema geral da extracéo por micro-ondas focalizado.
Fonte: Alupului (2012).
Além da extracdo por micro-ondas pode-se citar a extracdo com fluido
supercritico utilizando como solvente o didxido de carbono que é uma outra forma de
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extracdo de biomoléculas, tendo como base a utilizacdo de um fluido quando
aplicado condicdes de pressao e temperatura acima do ponto critico torna-se
supercritico, desta forma o fluido com baixa viscosidade e alta capacidade de
difusédo, possibilita propriedades melhores de arraste de compostos que 0s
solventes liquidos, resultando na elevacdo do analito no extrato (BERNA et al.,
2000; ANDREO e JORGE, 2006; BASEGMEZ et al., 2017).

Além desses métodos de extracdo ainda pode-se observar a extragdo com
agua subcritica (consiste na utilizacdo de agua a temperaturas superiores ao ponto
de ebulicdo, no entanto com presséo elevada de tal forma que permaneca no estado
liquido), extracdo com liquidos pressurizados (a qual apresenta como fundamento a
aplicacao de temperatura e pressoes elevadas em intervalos de tempo reduzidos) e o
método de extracdo por ultrassom (KO, CHEEIGH e CHNG, 2014; CORBIN et al.,
2015; LI e GUO, 2016; VIGANO et al., 2016; SILVA, GARCIA e FRANCISCATO, 2016;
ZAKARIA e KAMAL, 2016). Exemplos das extragdes nao convencionais podem ser
observadas na tabela 03.

Tabela 03 — Extracdo de métodos convencionais de compostos bioativos

Amostra Extracao Estudo Referencia

Extracdo Convencional

Carbemete Agitacao Observou que dos diversos Pintaca et
sauvignon solventes estudados o etanol al. (2018)
consegui 0 maior rendimento

dos compostos fendlicos

Sweet Grape Maceracao Estudou o efeito das misturas Stéfani,
de solventes (acetona, hexona, Fatima e

cloroformio, hexano, éter de Helena

petréleo) sobre o rendimento (2017)

de carotenoides
Opuntia ficus Agitacdo em Quantificaram betalainas e Omar et al.
barra magnética | fendlicos utilizando diferentes (2016)

concentracfes de metanol

Extracao N&o convencional
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Wine Lees Ultrassom, Romero-
Micro-ondas e Influéncia do tratamento no Diez et al.,
Agitacéo rendimento de antocianinas (2019)
Arbutus unedo Ultrassom e Avaliacdo da extracdo de Jiménez et
L Cédula de calor antocianinas avaliando al. (2018)
solventes verdes e temperatura
Trigonella Otimizar os parametros do
foenum- Micro-ondas processo de extracdo assistida | Akbari et al.,
graecum por micro-ondas para (2019)
saponinas, fendlicos e
capacidade antioxidante
Lonicera Planejamento experimental de
caerulea L. COz2 supercritico | Box-Behnken, onde otimizou as | Jiao (2018)
condicOes de extracao das
antocianinas
Camellia Avaliacdo da extracéo de Wu et al.,
oleifera Abel Agua saponinas e 6leo por meio de (2018)
supercritica uma metodologia de superficie
de resposta (RSM)
Diospyros kaki Com base em uma metodologia | Zaghdoudi
L. COz2 supercritico de superficie de resposta et al.,
avaliou a extracéo de (2016)
carotenoides

3.6.1 Extracao assistida por ultrassom

A utilizac&o do ultrassom consegue extrair diferentes compostos, em virtude da
utilizacdo do fendbmeno denominado cavitacdo, como mostra a figura 15, onde os
efeitos resultantes das ondas ultrassénicas geram um ciclo de bolhas de gas e
cavidades no liquido (solvente). Uma vez que ocorre o colapso das bolhas, sdo
formadas ondas de grande energia na zona de cavitacdo, que quando esta proximo a
parede celular, a energia resultante exerce um forte impacto sobre a superficie da
parede, aumentando assim a permeabilidade, possibilitando a entrada do solvente

para captura dos compostos. Desta forma, esse método de extragdo possibilita o
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aumento do processo de difusdo e reforcar a transferéncia de massa em curtos
periodos de tempo. Ressalta-se que o calor liberado no colapso das bolhas possibilita
0 aumento da solubilidade dos compostos, possibilitando uma eficiéncia maior de
extracdo (PATIST e BATES, 2008; TIWARI, 2015; ZUBIAGUIRRE et al., 2015;
ALDHABI et al., 2017).

Release of contents

83 into the solvent
Samp|e olvent

Cavitation
bubble A\~

cavitation bubble en[érgement of collapse of high energy release  high shear force

formation cavitation bubbles  cavitation bubbles  (up to 5000K and  (breakdown of sample
1000 atm) particle size and

increase mass transfer)

Figura 15 — Principio da agéo da cavitagéo promovida pelo ultrassom.
Fonte: Fu et al. (2020).

A extracdo assistida por ultrassom pode ser realizada em diversos
equipamentos, tendo mais usualmente utilizado na forma de banho e sonda
ultrassénica. O banho ultrassénico é considerado um método indireto, em virtude das
onde se propagarem por meio do recipiente da amostra, diferentemente do que ocorre
com a sonda, a qual o eletrodo é introduzido diretamente no extrato, como mostra a
figura 16. Essa diferenca de acdo quanto ao equipamento influencia diretamente na
eficiéncia de extracdo, sendo a sonda mais eficiente que o banho (CHEMAT e KHAN,
2011; CHEMAT et al., 2017).
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Figura 16 — Representacdo esquematica da utilizacéo pela sonda ultrassoénica.
Fonte: Tiwari (2015).

Ressalta-se que a extracdo assistida por ultrassom é considerada como sendo
um processo de extracdo verde, por ser rapido e por iSSo consome pouca energia,
requer uma quantidade menor de solventes em relagdo aos metodos tradicionais, e
consequentemente gera uma quantidade menor de residuos (PRADAL et al., 2016;
TIWARI, 2015; ZHANG et al., 2016).

Exemplos da aplicacdo do ultrassom podem ser observados conforme o0s
trabalhos publicados na literatura, como, Hadidi, Ibarz e Pagan (2019) estudaram as
saponinas na alfafa (Medicago sativa), onde comparam a extragcdo convencional
(extracado por refluxo de calor utilizando uma temperatura de 75 °C, por 3 horas, com
0 solvente metanol) com a extracdo por banho de ultrassom, onde verificaram os
parametros de tempo de extracdo (1 — 3 h), concentracdo do etanol (60 — 90%), razao
massa volume (5 -15 ml/g), poténcia do equipamento (50 — 150 W) e temperatura (50
— 80 °C). Com base nos dados experimentais, as condi¢des ideais de extracéo
incluiram: razao solvente / matéria-prima de 11,4 mL/g, tempo de extracdo 2,84 h,
temperatura de extracéo 76,8 °C, poténcia do ultrassom 112.0 W e concentragéo de
etanol 78,2%, sendo o rendimento total de saponinas 1,61%, cerca de duas vezes

maior que a extragao convencional.

Garcia-Cruz et al., (2017) ao trabalhar com Stenocereus pruinosus e

Stenocereus stellatus observou que ao utilizar um ultrassom por 30 minutos aliado

44



com uma combinacéo de solventes (metanol e acido trifluoroacético), consegui extrair
um teor de betaxantinas de 1.7706,72 a 2.2053.46 ug/g em amostras liofilizadas de
pitaya.

Estudos de Tomsik et al. (2016) que utilizou a extragao assistida por ultrassom
para a extracdo de compostos bioativos do Allium ursinum. Realizou-se 0
delineamento experimental cubico centralizado na face combinado (FDC) com a
metodologia da superficie de resposta (RSM), utilizando a temperatura (40 a 80 °C),
concentracdo de etanol (30% a 70%), tempo de extracdo (40 a 80 min) e poténcia
ultrassbnica (de 19,2 a 38,4 W/L) como variaveis independentes para obter as
condic¢Bes ideais para extragdo e maximizar dos rendimentos de fendis totais (TP),
flavonoides (TF) e atividade antioxidante. Os resultados experimentais foram
ajustados ao modelo polinomial de segunda ordem, onde a regressdao multipla e
analise de variancia foram usadas para determinar a adequacdo do modelo e a
condicéo ideal para as respostas investigadas. Os valores de TP (1,60 g/100 g), TF
(0,35 g/100 g) e atividade antioxidante, ICso (0,71 mg / ml) foram observados nas
condicOes ideais para extracdo assistida por ultrassom na temperatura de 80 °C,

etanol a 70%, 79,8 min e poténcia ultrassonica de 20,06 W/L.

Destaca-se a pesquisa realizado por Ordofiez-Santos, Pinzon-Zarate e
Gonzalez-Salcedo (2015), onde no presente estudo foi relatado a extracdo de
carotenoides totais de subprodutos de palmito de pessegueiro utilizando como
solvente o 6leo de girassol. A metodologia da superficie de resposta (RSM) foi usada
para investigar o efeito das variaveis do processo na extracao assistida por banho de
ultrassom (EAU), onde trés variaveis independentes foram estudadas, sendo elas,
intensidade ultrassonica (764-1528, W/m?), temperatura (25-45 °C) e tempo de
extracdo (10-30 min). De acordo com os resultados, a condi¢do 6tima dos EAU foi
obtida com uma intensidade ultrassonica de 1528 W/m?, temperatura de extracéo de
35 °C e tempo de extracao de 30 min, tendo nessas condi¢des a extracdo maxima de
carotenoides totais como 163,47 mg/100 g de casca seca.

Por fim ressalta-se estudos de Ordofiez-Santos, Martinez-Gir6n e Rodriguez-
Rodriguez (2019), onde utilizaram a tecnologia de extracdo assistida por banho de
ultrassom (EAU) para extrair carotenoides totais da casca de péssego seco usando
O0leo de soja como solvente e comparado com a extracdo convencional de

carotenoides por maceragao e solventes organicos. A otimizacdo dos parametros de
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extracao total de carotenoides da casca seca foi realizada utilizando a Metodologia de
Superficie de Resposta (RSM) e o Projeto Composto Central (CCD), sendo os
parametros de extracdo a temperatura (28 a 62 °C), tempo de extracdo (13 a 47
minutos) e razao solvente sdlido (0,0005 a 0,006 g/mL). As condi¢des ideais para a
extracao assistida por EAU foram de 48 °C, tempo de extragéo de 28 min e razao de
solvente solido de 0,0037 g /mL, com um conteudo de carotenoide de 151,50 mg /100
g de casca seca, enquanto que o de maceracdo (método convencional) foi 113,4 mg
/100 g de casca seca, sendo a eficiéncia do ultrassom 33,6% maior do que o método

convencional.
3.7 SOLVENTES

Além do método de extracdo a ser utilizado a escolha do solvente é um ponto
crucial no momento da extracdo, pois em virtude da polaridade das moléculas de
interesse influenciara na escolha do solvente adequado para captar ou solubilizar os
compostos, onde diversos trabalhos relatam que o solvente “ideal” varia (em relagao
a concentracdo ou mistura de diferentes solventes) conforme a amostra. De uma
forma geral utiliza-se solventes organicos como metanol, acetona, hexano, éter de
petréleo, dentre outros, que apresentam uma grande capacidade de captar diferentes
analito, no entanto, a utilizacdo destes extratos torna-se restritiva, pois caso seja
direcionado para suplementacdo em um alimento deve-se utilizar processos que
garantam a eliminacdo completa dos solventes organicos que sao toxicos para
organismo, além de serem responsaveis por impactos ambientais quando nao
tratados de forma adequada (KO et al., 2014; GARCIA et al., 2016; JIM et al., 2017).

Mediante a esse cenario tem-se desenvolvido a utilizacdo de solventes verdes,
0S quais ndo agridem intensamente ao meio ambiente como 0s organicos e podem
ser utilizados para extracdo de substancias para aplicacbes em medicamento ou
suplementos alimentares. Dentre esses solventes se destacam o etanol, dleos
vegetais e em especial os solventes eutécticos (sdo substancias formadas por
misturas de um aceptor de hidrogénio, normalmente o cloreto de colina, e um doador
de ligacdo de hidrogénio) considerados promissores, pois apresentam diversas
caracteristicas apreciaveis, como, alta viscosidade, baixa volatilidade em temperatura
ambiente, apresentam miscibilidade em agua e sdo ndo inflaméveis, além de

possibilitarem uma diversidade de mistura que influenciara na polaridade do solvente
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bem como na captacdo dos compostos, dentre outras substancias (GARCIA et al.,
2016; BOSILIKOVA, et al., 2017; FERNANDEZ et al., 2018).

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIA-PRIMA

As amostras de folhas de Eryngium foetidum L., como mostra a figura 17, e
Talinum triangulare Jacq. Willd., como mostra a figura 18, foram coletadas no Estado
do Parda, provenientes de uma cooperativa do municipio de Santo Antonio do Taua.
As amostras foram selecionadas, separando as amostras injuriadas e ou deterioradas,
onde passaram por um processo de liofilizagdo. Em seguida realizou-se a trituragéo
das amostras por um multiprocessador de bancada. ApGs as amostras trituradas
levou-se para analise granulométrica das amostras por peneiras de abertura de 1 mm
(18 mesh) e 0,05 mm (35 mesh). Apés esse processamento, as fracbes foram

separadas e armazenadas em temperatura de -18°C.

Figura 17 — Folhas de chicéria (Eryngium foetidum L.).
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Figura 18 — Folhas de cariru (Talinum triangulare Jacq. Willd.).
4.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Realizou-se as extragdes por meio do ultrassom de ponteira (marca PNG-HD)
com frequéncia de 20 kHz, tendo como base um planejamento de extracbes onde se
utilizou-se a ANOVA, a fim de verificar quais eram as melhores faixas de extracao de
compostos bioativos e capacidade antioxidante ao estudar as variaveis de tempo de
extracdo, amplitude do ultrassom, concentracdo do etanol, temperatura e proporgcao
oleina e etanol.

O processo de extracao foi realizado conforme a figura 19, onde foi estudado a
influéncia de cada variavel individualmente, sendo um processo de 5° fases de
extragdes. As variaveis estudadas no presente trabalho foram a 1° fase, onde avaliou-
se a concentracao de etanol (50, 60, 70 e 85%), a 2° fase estudou a proporcéo de
mistura do etanol com a oleina (100% etanol e 0% de oleina; 25% de etanol e 75% de
oleina; 50% de cada solvente; 75% de etanol e 25% de oleina e 100% de oleina). Na
3° fase avaliou-se a influéncia da amplitude do equipamento (50%, 60%, 70% e 80%).
A 4° fase foi marcada pelo estudo da temperatura (20°C, 30°C, 40°C e 50°C) de
extracdo dos compostos e na 5° fase avaliou-se o melhor tempo (5 min, 10 min, 15

min e 20 min) de extracdo dos compostos.
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1° Fase de extragao: Avaliou-se a concentragao de etanol
Armplitude: 70%
Tempo de extragcdo de 10 minutos
Temperatura 20°C
Concentragio do etanol (50, 60 .70 e 85%)

\ 4

2" Fase de extragio: Avaliou-se a proporgao da mistura etanal e oleina
Amplitude: 70%
Tempo de extragcao de 10 minutos
Temperatura 20°C
Concentragao do etanal 70%
Proporgio da mistura: {100% etanol; 25% de etanol e 75% de oleina; 50%
de cada solvente; 75% de etanol e 25% de oleina e 100% de oleina)

¥

3? Fase de extragio: Avaliou-se amplitude do equipamento
Amplitude: 50,60, 70 e 80%
Tempo de extragao de 10 minutos
Temperatura: 20°C
Concentracao do etanal 70%
FProporcao da mistura: 75% de etanol e 25% de cleina

¥

47 Fase de extragio: Avaliou-se atemperatura de extracao
Armplitude: 70%

Tempo de extragao de 10 minutos
Temperatura: 20, 30, 40 e 50°C
Concentracao do etanal 70%

Froporgao da mistura; 72% de etanol e 25% de oleina

) 4

& Fase de extracdo: Avaliou-se o termpo de extracio
Amplitude: 70%
Temperatura: 40°C (chicdria) e 30°C (cariru)
Concentracao do etanal 70%
Froporgao da mistura; 72% de etanol e 25% de oleina
Tempo de extragio: 5, 10, 15 & 20 minutos

Figura 19 — Esquema de realizacdo dos extratos.

Como respostas as diferentes formas de extracdes se verificaram a coloragao

do extrato, compostos bioativos e capacidade antioxidante, conforme a figura 20.
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hd

Cor Cor
Clorofila Clorofila
Compostos Fendlicos Totais Compostos Fendlicos Totais

Flavonoides Totais Flavonoides Totais
Antocianinas Totais Betalainas Totais

Saponinas Totais Saponinas Totais
Carotenoides Totais Carotenoides Totais

Capacidade antioxidante (DPPH e FRAP) Capacidade antioxidante (DPPH e FRAP)

Figura 20 — Analises realizadas.

Avaliou-se também a correlacdo de Pearson dos compostos bioativos com a
capacidade antioxidante e a influéncia das variacdes das variaveis no processo de

extracdo utilizando a analise de componentes principais (PCA).

4.3 EXTRACAO NO ULTRASSOM

As extragdes no ultrassom foram realizadas pesando 0,1g de amostra e
levando para um volume de 20 ml, o qual foi colocado no aparelho de ultrassom para
extracdo dos compostos.

As extracdes que apresentaram oleina foram rotavaporadas em vacuo até a
completa eliminacdo do etanol. Em seguida retirou-se uma aliquota de 250 mg do
extrato concentrado e levou-se para um baldo de 10 mis e completou com uma
solucao de etanol a 70%. Apos a diluicdo realizou-se uma agitacdo e centrifugou-se o
novo extrato a 10000 rpm por 10 minutos e separou-se a fracdo polar e apolar,
conforme descrito por Montedoro et al (1992). A fracdo polar foi utilizada para as
andlises dos compostos fendlicos, flavonoides, antocianinas, saponinas, betalainas
clorofila e capacidade antioxidante. Enquanto que a fracdo apolar para analise de

carotenoides.
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4.4 ANALISES REALIZADAS NO EXTRATO

4.4.1 Determinacao de pH

A determinacao de pH foi realizada segundo método da AOAC (2005) n° 943.71
com auxilio de pHmetro digital da marca MS TECNOPON mPA210, previamente
calibrado com solucéo tampéao de pH 4 e 7.

4..4.2 Andlise Colorimétrica

A andlise da cor instrumental foi realizada nos extratos com um colorimetro
Minolta, modelo CR-300, utilizando o sistema CIELAB (CIE, 1986). No espaco
colorimétrico CIELAB, definido por L*, a* b* sendo a coordenada L* corresponde a
luminosidade, a* e b* referem-se as coordenadas de cromaticidade verde(-
)lvermelho(+) e azul(-)/amarelo(+), respectivamente, além da utilizacdo do iluminante

D65 e angulo do observador de 10°.

4.4.3 Determinacao de Fendlicos Totais

Utilizou-se o método espectrofotométrico descrito por Singleton, Orthofer e
Lamuela (1999), onde 0,5 ml de extrato foi adicionado a 2,5 mL do reagente de Follin-
Ciocalteu (10%), seguida da adicdo de 2,0 mL de Carbonato de Sodio (7,5%), tendo
a absorbancia lida a 750 nm utilizando um espectrofotdmetro uv visivel, apés 5
minutos de reagdo em um banho de 50°C. O conteudo de fendis totais foi determinado
por meio de uma curva de calibragdo usando o &cido galico, expressando em mg de

acido galico /g de amostra.

4.4.4 Determinacao de Flavonoides Totais

Realizou-se segundo o método de Lees e Francis (1972), onde se retirou do
extrato 0,25 mL e foi colocado em um tubo, em seguida adicionado 2,72 mL de agua
destilada e 0,12 mL de solucdo de nitrito de sodio (0,5 mol/L). Apds 5 minutos foi
adicionado 0,12 mL de cloreto de aluminio (0,3 mol/L). Por fim se adicionou 0,8 mL de
hidréxido de sodio (1 mol/L) e apds 5 minutos foi feito a leitura a 510 nm, tendo a agua
destilada como branco. Uma curva padrdo de quercetina foi preparada para

guantificacdo dos extratos em mg de quercetina/g de amostra.
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4.4.5 Determinagéo de Clorofila

Foi realizado conforme a metodologia descrita por Lichtenthaler (1987), onde
0s extratos foram submetidos a leituras no espectrofotdmetro para quantificacdo da
clorofila total, onde foram lidas nos comprimentos de 664,2 nm e 648,2 nm. Os teores
foram quantificados conforme os calculos de Lichtenthaler (1987) tendo os resultados

expressos em pg/ml de extrato.

4.4.6 Determinagdo de Antocianinas Totais

Foi determinado segundo o método de Lee, Durst e Wrolstad (2005), onde em
um tubo se adicionou 0,4 mL do extrato com 3,6 mL de cloreto de potassio (0,025
mol/L) e em outro tubo foi adicionado 0,4 mL do extrato com 3,6 mL de acetato de
sédio (0,4 mol/L). Uma vez feita a reacao apos 5 minutos leu-se em 520 nm o tubo 1
e em 700 nm o tubo 2, a agua destilada foi utilizada como branco. Desta forma, a
guantificacdo foi expressa na forma de antocianinas monomeéricas totais, onde se
utilizou a absortividade molar da cianidina-3-glicosideo (peso molecular: 449,2 g/mol
e absortividade molar: 26900 L/mol.cm) para determinar o teor na amostra, sendo

expressos em mg/g.

4.4.7 Determinacdo de Betalainas Totais

Determinou-se conforme o protocolo de Nilsson (1970), onde o extrato foi
submetido a leitura no espectrofotdmetro no comprimento de onda de 530 nm e 470
nm. Com base na absorbancia quantificou-se com base na absortividade molar da
betalaina (65000 L/mol.cm) (PIATTELLI e MINALE, 1964) sendo expresso em mg/g.

4.4.8 Determinacao de Carotenoides

Para quantificacdo de carotenoides foi utilizada a metodologia proposta por
Mercandante e Rodriguez-Amaya (1998), onde se pesou 0,1g da amostra liofiliza e
realizou uma extracdo com acetona no Agitador/Triturador Turratec a 4000 rpm por
10 minutos. Em seguida centrifugou-se o extrato e a fracédo limpida foi levada para um
funil de separacéo e realizada a extracdo com éter etilico e éter de petrdleo (1:1). Em
seguida realizou uma etapa de saponificacdo com KOH 10% em metanol a
temperatura de 20°C durante 16 horas. O extrato saponificado foi posteriormente
lavado com agua destilada até remocé&o dos alcalis e levado para leitura a 449nm.

Os extratos provenientes do ultrassom que apresentaram a oleina, foram

pesados 0,5g para analise de carotenoides, onde passaram por um processo de
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saponificagcdo com KOH 10% em metanol a temperatura de 20°C durante a noite. O
extrato saponificado foi posteriormente lavado com agua destilada até remocao dos
alcalis e levado para leitura a 449nm.

A quantificacdo dos carotenoides foi baseada em uma curva padréo de
zeaxantina, lendo no comprimento de onda de 449 nm, tendo os resultados expressos

em mg de zeaxantina/g de amostra.

4.4.9 Determinacao de Saponinas Totais

Foi realizado conforme o método descrito por Hiai et al., (1976), onde se utilizou
diosgenina como padréo. A analise foi realizada ao retirar 0,5 mL do extrato com 0,5
ml da solucéo de vanillin 8% que foi hidrolisado com acido sulfurico em banho Maria
a 60°C por 10 minutos. A absorbancia foi medida em 520 nm, tendo os resultados

expressos em mg de diosgenina/g de amostra.

4.4.10 Capacidade antioxidante por DPPH

Ocorreu conforme a metodologia de Mensor et al. (2001), onde se utilizou 2,5
mL do extrato com 1 mL da solucao do radical de DPPH (0,3mM). Em seguida efetuou-
se a leitura em 520 nm até estabilizacdo da leitura. Utilizou-se uma curva padréao de

trolox tendo o resultado expresso ECso% em pmol de trolox/ g de amostra.

4.4.11 Capacidade antioxidante por FRAP

A atividade antioxidante avaliada quanto ao potencial de redugdo do Ferro
(FRAP), foi realizada segundo Firuzi et al. (2005), onde a solu¢cdo FRAP foi preparada
por adicdo de 25,0 mL de tampao acetato (300,0 mM), 2,50 ml de cloreto férrico hexa-
hidratado (20,0 mM) e 2,50 mL de TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) a 10,0 mM. A
analise ocorreu pela adigdo de 0,09 ml da amostra em um tubo de ensaio com 0,27
ml de agua destilada e 2,70 ml de reagente FRAP. Apds 30 min de incubacéo a 37°
C, os dados de absorbancia foram lidos em 595 nm. Utilizou-se uma curva padréao de

sulfato ferroso, tendo como resultado em pumol de sulfato ferroso/g.

4.4.12 Estabilidade oxidativa (Rancimat)

Realizou-se as andlises de estabilidade oxidativa nos extratos que
apresentarem a oleina como solvente, seguindo conforme o método (EN14112 2003),
onde foi utilizado o equipamento modelo 873 da Metrohm operado por meio do auxilio

do software Biodiesel Rancimat 873 Control. Pesou-se cerca de 3 gramas de amostra
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de oleina em um tubo de ensaio. A amostra foi exposta a uma temperatura de ensaio
de 110 °C sob um fluxo de ar de 10 L/h. Sob esta condi¢ao, a formacao de compostos
oxidados foi intensificada e os gases levados para uma célula contendo agua
ultrapura, onde a condutividade foi monitorada continuamente. O término da analise
ocorreu quando um subito aumento da condutividade for observado, correspondendo

ao inicio do processo de propagacao da reacao de oxidacdo das amostras.

4.5 MODELAGEM MATEMATICA

A modelagem matematica do processo de extracdo de compostos bioativos
(fendlicos, flavonoides, antocianinas, betalainas, carotenoides, clorofila e saponinas)
foi realizada com ajustes de um modelo tedrico de um processo de extracao soélido-
liqguido, visando predizer a cinética de transferéncia de massa. O modelo utilizado

neste estudo esta descrito a sequir.

Neste estudo, o entendimento e predicdo do processo de extracdo de
compostos bioativos nos solventes etanol e oleina foram fundamentados nos aspectos
cinéticos envolvendo apenas a transferéncia de massa. Na aplicacdo do modelo
teorico foi admitida a transferéncia de massa como o principal mecanismo no controle
da taxa de extragdo dos compostos presente na matriz sélida para a fase liquida.
Neste caso, a taxa de transferéncia de massa para a fase liquida, matematicamente
pode ser descrita pela equacdo 1 (HANDAYANI et al., 2008):

dNa

W=Kla>|<As>l<(Cae—Ca) (1)

Onde: dNa/dt é a razdo de transferéncia de massa (Kg / Kg), CA e Cae séo as
concentracbes dos compostos bioativos (fendlicos, flavonoides, antocianinas,
betalainas, carotenoides, clorofila e saponinas) na fase liquida (oleina e etanol) e no
equilibrio, respectivamente. Kla é o coeficiente de transferéncia de massa e AS € a
area superficial da particula. Segundo Handayani et al., (2008), nos casos em que o
procedimento de extracao é realizado em sistema descontinuo (batelada), e o volume

de solucéo (V) é mantido constante durante o processo, pode-se admitir a equacao 2:

dNa =V *dCa (2)
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A substituicdo da equacao 2 na equacéo 1 resulta nas Equacdes 3 e 4 abaixo:

dCa

V*W=Kla*As*(Cae—Ca) (3)
dCa
W=Kla*A*(Cae—Ca) (4)

Aplicando as seguintes condi¢des iniciais:

1) Paratempo de processo de extragao, t = 0, a concentracdo de compostos

bioativos na solugéo base seré igual a zero (CA = 0);

2) Para tempo de processo de extracdo t > 0 a concentracdo de compostos

bioativos na solugcéo base serd CA = CA.

Com isto, a solucdo analitica da equacéo 4 pode ser apresentada na forma da

Equacao 5:
Ca = Cae * (1 — eCKlax)) (5)

Reescrevendo a equagéo 5, em termos do rendimento de compostos bioativos

por massa das amostras de chicéria e cariru, tem-se a equacao 6:
Y =Ye x (1 —eCKaD) 6)

Para o modelo cinético de transferéncia de massa (equacgéo 6), 0s parametros
Ye e kLa foram estimados através de ajuste utilizando o método dos minimos

guadrados nao linear, realizados com os dados da extracdo experimental

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram realizados em triplicatas e expresso na forma de média e
desvio padréo utilizando soft Statistica 7.0 com um intervalo de confiangca de 99%,

utilizando o teste de Tukey.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 RESULTADOS PRELIMINARES

Ao avaliar as distribuicdes granulometrias observou-se que ndo houve diferenca
estatistica ao avaliar os compostos bioativos e capacidade antioxidante, podendo

utilizar a granulometria dentro do intervalo de 18 mesh a 35 mesh.

Ao avaliar o rendimento da extracdo dos compostos bioativos e a capacidade
antioxidante durante o processo de extracao por ultrassom, a proporgéo do extrato de
0,1 grama de amostra para 20 ml de solugéo foi a que apresentou maior rendimento
de substancias em relacao a outras propor¢des estudadas de 1g/ 20 ml; 0,05g/20ml e
0,001g/20mls.
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5.2 REALIZACAO DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

5.2.1- 1° fase de extracdo: avaliacdo da concentracdo de etanol

Na tabela 04, encontram-se os resultados dos compostos bioativos em relagdo a primeira fase de extragdo, ao avaliar a

concentracdo de etanol para se obter os maiores teores de compostos. Enquanto que na tabela 05 encontram-se os resultados da

capacidade antioxidante e da coloracdo dos extratos.

Tabela 04 - Resultados dos compostos bioativos da 1° fase de extragéao.

Extratos Saponinas Clorofila (ug/ml) Betalaina Antocianinas Fendlicos Flavonoides
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)

CHI 1 (etanol 50%) 64,86 + 2,12¢ 5,47 £ 0,25¢ - 0,11 +£0,01¢ 10,61 +0,3° 6,23 £ 0,61°
CHI 2 (etanol 60%) 77,49 +1,18° 15,45 + 1,05° - 0,16 + 0,01° 11,03 £ 0,01° 8,56 + 0,8
CHI 3 (etanol 70%) 89,35 + 3,412 32,0+ 1,292 - 0,26 + 0,012 12,13+ 0,232 11,5+0,782
CHI4 (etanol 85%) 91,25+1,182 33,5+0,52 - 0,25 + 0,012 11,9 £ 0,152 10,9 £ 0,212
CAR 1 (etanol 50%) 91,71 +2,87° 11,40+ 0,27°¢ 0,23 +0,012° - 19,1 +0,2¢ 12,63 + 0,6°
CAR 2 (etanol 60%) 99,54 + 1,152 13,44+ 0,56 0,29 + 0,0152 - 22,2 +0,1° 15,02 + 0,1°
CAR 3 (etanol 70%) | 103,58 + 1,982 23,02+ 0,062 0,33 £ 0,018 - 25+ 0,22 17,18 + 0,382
CAR4 (etanol 85%) 102,78 + 0,982 22,95 + 0,022 0,31 £ 0,00112 - 24,78 £ 0,122 17,2 +0,122

Legenda: Médias de trés repeticdes + desvio padrédo. Em cada linha, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente

entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade CHI (Chicéria) e CAR (Cariru). Saponinas totais (mg diosgenina / g), Fendlicos

(mg de acido galico / g), Flavonoides (mg quercetina / g) e Antocianinas (mg cianidina-3-glicosideo/ g).
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Tabela 05 - Resultados da atividade antioxidante e coloragdo dos extratos da 1° fase de extragéo.

Extrato FRAP DPPH L* a* b* AE
(UM FeS04/qg) (UM trolox/g)
CHI 1 (etanol 50%) 136,76 + 10,5° 15,5+ 1,2° 23,45%+0,2 0,42 £0,01 4,09+ 0,5 70,62 £ 0, 91
CHI 2 (etanol 60%) 235,59 + 9,85 18,78 + 1,7° 19,74 £ 0,4 -1,44 £ 0,01 8,58 0,8 74,4 £ 0,82
CHI 3 (etanol 70%) 290,41 + 12,692 22,14 +£ 1,18 18,74 £ 0,5 -1,64 £ 0,03 9,88 0,2 75,47 £ 0,57
CHI4 (etanol 85%) 288,98 + 10,332 22,5 +0,52 18,0 £ 0,23 -1,61+ 0,02 9,55+0,5 74,3+ 0,71
CAR 1 (etanol 50%) 200,12 + 8,1° 25,56 + 0,9¢ 23,83+0,7 0,48 + 0,02 4,52 +0,6 70,24 £ 0,82
CAR 2 (etanol 60%) 276,44 + 4,58 30,5 +0,8° 23,65+0,8 -1,24 £ 0,04 8,43x04 70,49 £ 0,51
CAR 3 (etanol 70%) 351,06 + 19,52 4573 +1,5* |20,17+0,21| -0,45+0,01 7,3+0,1 73,92 £ 0,98
CAR 4 (etanol 85%) 355,12 + 11,52 44,12 + 0,92 19,2+0,16 | -0,43+0,012 6,9 £ 0,03 74,01+0,9

Legenda: Médias de trés repeticdes + desvio padrdo. Em cada linha, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade CHI (Chicdria) e CAR (Cariru).

Ao avaliar as tabelas 04 e 05 nota-se que houve diferenca estatistica significativa entre os extratos das amostras e que para
ambas as amostras as concentracdes de 70% e 80% de etanol mostrou-se mais eficiente na extracdo dos compostos bioativos e na
capacidade antioxidante.

A variacdo na concentracdo do etanol proporcionou aos extratos, de chicéria e cariru, uma variacdo de coloracdo. Ao avaliar
0s parametros a* (avalia a coloracdo do vermelho ao verde), b*(avalia a coloracdo do amarelo para azul), AE (que € a variacao de
coloracdo observada) e L* (luminosidade), constatou-se que os extratos predominaram a coloragcédo verde com luminosidade baixa.
A diminui¢cdo da luminosidade pode ser atribuida a reducdo na propor¢do de agua utilizada para realizar as extra¢des, tronando os
extratos mais escuros.
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Na figura 21 pode-se observar a analise do componente principal (PCA) da

primeira fase de extracao.
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Figura 21 — Avalicéo por meio do PCA da 1° fase de extragdo, onde A é a Chicoria, B
o Cariru, AT (antocianinas totais), BT (betalainas totais), FT (fendlicos totais), FIT

(flavonoides totais), Clt (clorofila total) e ST (saponinas totais)

Com base nos dados da figura 21, pode-se observar a influéncia da
concentracdo do etanol no rendimento dos compostos bioativos e capacidade
antioxidante, pois 0s pontos dos extratos que possuem altos valores de compostos
bioativos e capacidade antioxidante em médulo estdo mais proximos dos vetores (AT,
FT, FIT, FRAP, DPPH, CIlt, ST e BT) estando no mesmo sentido, desta forma,
representando 0s pontos em que o processo aplicado gerou a maior variancia, ou seja,
apresentam os maiores valores, sendo os extratos com concentracdo de etanol a
70%. Desta forma com base na direcdo dos vetores, da figura 21, os extratos que
apresentaram a maior variacdo do maior para o menor foi de CH3, CH4, CH2 eCH1
para chicéria. Enquanto que o cariru foi de CAR3, CAR4, CAR2 e CARL1.

Ao comparar esta primeira fase de extragdo com os dados da literatura, pode-
se observar que a utilizacdo da extracdo por ultrassom possibilitou resultados
superiores quando comparados com outros autores, como Andarwulan et al., (2010)
gue ao realizar uma extracdo em shaking utilizando etanol a 95% nas folhas de cariru
da Indonésia, obteve valores de 0,48 mg/g de fendlicos e uma capacidade

antioxidante em DPPH de 7,4 uM/g. Aja et al., (2010) ao realizar uma extracdo por
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maceracéo do cariru proveniente da Nigeria com acetato de etila, observou um teor
de flavonoides de 0,69 mg/g e 0,01mg/g de saponinas. Por fim, pode-se destacar a
pesquisa de Swarna et al., (2013) ao analisar o cariru proveniente da india, ao extrair
por enzimas aliado a maceracdo com metanol 80%, obteve valores de compostos
fendlicos de 21,6 mg/g, flavonoides com 9.61 mg/g e betalainas com teor de 1,09
mg/g, além de identificar a presenca de algumas betalainas sendo elas betanin,

isobetanin, Portulacaxanthin Il, Miraxanthin V.

Em relacdo a chicoria pode-se citar o trabalho de Mohamed (2009), o qual
extraiu as saponinas das amostras de chicoria do Egito por meio da agitacdo orbital

com etanol e obteve valores de 120 a 166 mg/100g.

Por fim pode-se citar a pesquisa de Daduang et al., (2011) que analisaram a
chicoria proveniente do Nordeste da Tailandia, por meio da extracéo por agitacdo com
etanol a 70% e obtiveram valores de 6,99 mg/g para fendlicos e 78,89 uM/g para
FRAP.

Com base nos dados da literatura, pode-se observar que a extracdo por
ultrassom se apresentou mais eficiente quando comparado com métodos de extracao
mais tradicionais, conseguindo superar os valores quando comparados os resultados

da 1° fase de extracdo com os da literatura, com excec¢do das betalainas para o cariru.

Com base nos dados obtidos, a partir da 2° fase de extracéo se utilizou o etanol
com a concentracdo de 70%, pois segundo o PCA foi o0 que apresentou mais variancia

nos resultados.
5.2.2 - 2° fase de extracdo: avaliacdo da proporcdo da mistura de oleina e etanol

Na tabela 06 encontram-se o0s resultados dos compostos bioativos
provenientes da 2° fase de extracdo, enquanto que na tabela 07 encontram-se 0s

resultados da capacidade antioxidante e da coloracao dos extratos.

60



Tabela 06 - Resultados dos compostos bioativos da 2° fase de extracdo da chicéria e cariru

Extratos Saponinas Clorofila Antocianin Betalainas Fenolicos  Flavonoides Carotenoides
(mg/g) (Hg/ml) as (mg/q) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (H9/9)
CHI 3 (etanol 70%) 90,12 +4,41° 23,15+ 0,079 0,26 +0,03° - 12,1+0,219 11,6 +0,722 -
CHI 5 (3:1 etanol e oleina) 502,75+ 9,7¢ 73,09+ 0,04* 0,28 +0,01 ¢ - 10,4+0,1° 6,45+0,35° 312,3+5,2¢
CHI 6 (1:1 etanol e oleina) 614,51 +5,8°® 37,60+0,13* 1,08 + 0,112 - 19,9+0,4% 11,9+0,732 345,4 + 3,8°
CHI 7 (1:3 etanol e oleina) 671,37 + 7,352 36,91 +0,15° 1,26 + 0,052 - 20,9 0,72 11,97 + 0,72 368,2+ 4,62
CHI8 (oleina) 557,9 £ 6,14°¢ 7,25 +0,06¢ 0,63 £ 0,01° - 17,9+ 0,6° 3,5+0,45° 320+ 3,5¢
CAR 3 (etanol 70%) 105,02 + 3,19 31,0+£0,3° - 0,32 +0,02° 252+0,1° 17,18+0,3° -
CAR 5 (3:1 etanol e oleina) 187,83 + 5,35¢ 45,53 + 0,052 - 0,28 + 0,01 15,6 + 0,19 14,93 +0,5° 250,31 + 6,4°
CAR 6 (1:1 etanol e oleina) 295,71 +6,58° 18,37+ 0,13¢ - 0,32 +0,32° 27,6 £+0,82 24,98+0,98% 268,55 + 5,252
CAR 7 (1:3 etanol e oleina) 359,55 + 5,982 19,23+ 0,27¢ - 0,46 £ 0,052 28 £ 0,28 25,51 £ 1,252 277,8 £4,782
CAR 8 (oleina) 202,99 + 6,45¢ 1,27+ 0,03° - 0,17 £ 0,01¢ 22,1+0,1° 14,66+ 1,4b 212,4 £ 6,12°

Legenda: Médias de trés repeticdes + desvio padrao. Em cada linha, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo

teste de Tukey a 1% de probabilidade CHI (Chicoria) e CAR (Cariru). Saponinas totais (mg diosgenina / g), Fendlicos (mg de &cido gélico / g),

Flavonoides (mg quercetina / g), Antocianinas (mg cianidina-3-glicosideo/ g) e Carotenoides Totais (g zeaxantina / g).
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Tabela 07 - Resultados da atividade antioxidante e coloracdo dos extratos da 2° fase de extracédo da chicéria e cariru

Extratos FRAP DPPH L* a* b* AE
(UM FeS0.4/g) (uM trolox/g)

CHI 3 (etanol 70%) 292,1 + 15,09¢ 22,21+ 1,24 18,74+0,81 -1,64+0,01 9,88 + 0,56 75,47 £ 0,91
CHI 5 (3:1 etanol e oleina) 2434,1 + 40,254 28,9 + 1,694 23,81 +0,7 -1,65 + 0,02 12,11 +0,9 70,6 +1,1
CHI 6 (1:1 etanol e oleina) 5512,6 + 26,8° 49,56 + 2,14 24,24 +0,92 -4,23+0,01 17,18 + 0,44 70,93 + 0,83
CHI 7 (1:3 etanol e oleina) 6451,8 + 11,92 65,25 + 1,532 24,15+0,84 -2,66 £ 0,02 12,70 + 0,58 70,35 + 0,55

CHI8 (oleina) 4998,25 + 38,48° 39,98 + 3,5¢ 23,1+0,6 -0,61+0,01 13,68 + 0,76 71,46 + 0,68

CAR 3 (etanol 70%) 355,42 + 20,1¢ 45,8 + 1,42 20,17+0,61 -0,45 +0,01 7,3+0,13 73,92 £ 0,92
CAR 5 (3:1 etanol e oleina)  1420,95 + 13,2¢ 51,2 + 2,95% 26,14+ 0,54 -5,05+ 0,02 19,67 + 0,77 69,58 + 0,85
CAR 6 (1:1 etanol e oleina)  4865,02 + 24,58 53,6 + 3,24% 32,40 £ 0,6 -6,73 + 0,03 24,83 + 0,86 64,99 + 0,99
CAR 7 (1:3 etanol e oleina)  7014,64 + 45,652 57,12 £ 6,692 23,69+0,99 -3,08+0,03 15,8 £ 0,12 71,84 +1,16

CAR 8 (oleina) 2393,83 + 13,84¢ 41,3 + 3,55° 27,6 +0,99 -0,09 + 0,01 4,77 £ 0,14 66,46+ 0,99

Legenda: Médias de trés repeticbes + desvio padrdo. Em cada linha, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si

pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade. CHI (Chicdria) e CAR (Cariru).



Ao observar as tabelas de 06 e 07, contatou-se que a incorporacdo da oleina
no processo de extracdo possibilitou uma melhora na captura dos compostos
bioativos, onde a variacdo na proporc¢ao oleina e etanol proporcionou uma diferenca
estatistica significativa entre os extratos das amostras. Sendo a propor¢ao de 1:3 de
etanol e oleina que se apresentou como melhor resposta para extracdo dos

compostos bioativos e capacidade antioxidante para as amostras de chicoria e cariru.

Destaca-se que a incorporacao de um solvente apolar possibilitou um arraste
mais eficiente dos compostos, pois devido a diversidade de ligacbes ou forcas

intermoleculares possibilitou tal eficiéncia em relacdo apenas a utilizacdo do etanol
como mostra a 1° fase de extragao.

Tal peculiaridade pode ser observado nas analises de bioativos, com destaque
para as saponinas totais que sdo substancias quimicas que possuem uma cadeia
formada por uma parte polar e apolar e dos carotenoides.

Em relacdo a coloracdo dos extratos, tabela 07, a incorporacdo da oleina no
processo de extracdo possibilitou uma coloragdo mais verde do que a extracdo da 1°
fase utilizando apenas etanol, demostrando que a incorporacao da oleina aumentou

a captura de clorofila, além do produzir um extrato mais luminoso.

Na figura 22 encontra-se o PCA da 2° fase de extracdo ao avaliar a propor¢cao

de solventes.
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Figura 22 — Avalicéo por PCA da 2° fase de extracdo, onde A é a Chicoéria, B o Cariru,
AT (antocianinas totais), BT (betalainas totais), FT (fendlicos totais), FIT (flavonoides
totais), Clt (clorofila total), ST (saponinas totais) e CT (carotenoides totais).
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Ao avaliar a figura 22, pode-se visualizar os efeitos das diversas propor¢cdes de
mistura de solventes entre etanol e oleina, proporcionando uma variagdo nos
resultados das amostras de chicoria e cariru, onde a proporcédo 1:3 de etanol e oleina
se mostrou mais eficiente na extracdo das biomoléculas, pois os extratos de cariru
(CAR 7) e chicoria (CHI 7) encontram-se na direcdo dos vetores (AT, FT, FIT, FRAP,

DPPH, CIt, ST e BT), apresentando maior variancia em relagdo aos demais.

Com base nos resultados, para fase 3° de extracao foi utilizado a propor¢éo 1:3

de etanol e oleina, sendo o etanol na concentragdo de 70%.
5.2.3 — 3° fase de extracdo: avaliacdo da amplitude do equipamento

Na tabela 08 encontra-se os resultados dos compostos bioativos provenientes
da 3° fase de extracdo, onde se avaliou a amplitude do equipamento. Enquanto que
na tabela 09 estam os resultados da capacidade antioxidante e coloracdo dos

extratos.
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Tabela 08- Resultados dos compostos bioativos da 3° fase de extragdo da chicéria e cariru

Extratos Saponinas Clorofila Antocianinas Betalainas Fenolicos Flavonoides  Carotenoides
(mg/g) (Hg/ml) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (H9/9)
CHI 9 (Amplitude A 581,21 + 4,5° 23,21+ 0,15¢ 1,01 £ 0,02¢ - 17,1 +£0,3° 9,15+0,2° 342,4 £ 4,4°
50%)
CHI 10 (Amplitude A 610,76 + 6,5° 24,98+ 0,12¢ 1,09 + 0,04°c - 18,56 + 0,4 10,12 +0,32>  356,7 + 3,82°
60%)
CHI 7 (Amplitude A 673,56+ 7,92 37,4 £0,15° 1,25 + 0,052 - 20,8 £ 0,62 11,51+ 0,812 370,2 £ 5,12
70%)
CHI 11 (AMPLITUDE A 668,98 + 7,92 38,34 +0,232 1,18 + 0,06 - 19,1+0,5° 10,58+ 0,55%  371,2 + 3,42
80%)
CAR 9 (Amplitude A 300,12 + 3,78° 28,90 + 0,8° - 0,36 0,012 21,67 +1,1°¢ 20,9 £ 0,2°¢ 256,15 + 3,65°
50%)
CAR10 (Amplitude A 326,87 +£5,98° 32,23 + 0,43 - 0,41+£0,022 24,98+0,9° 22,45+0,31° 264,12+ 4,68°
60%)
CAR7 (Amplitude A 350,01+ 6,012 33,23+ 0,27 - 0,46 +0,03@  28,1+0,12 25,51 +1,258  279,5+ 4,482
70%)
CAR 11 (Amplitude A 354,31+ 7,212 35,91 + 0,262 - 0,44 £0,022 26,3+0,8% 24,67+ 0,6% 280 + 3,12
80%)

Legenda: Médias de trés repeticbes + desvio padrdo. Em cada linha, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si

pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade. CHI (Chicéria) e CAR (Cariru). Saponinas totais (mg diosgenina / g), Fendlicos (mg de &cido galico /

g), Flavonoides (mg quercetina / g), Antocianinas (mg cianidina-3-glicosideo/ g) e Carotenoides Totais (ug zeaxantina / g).
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Tabela 09 - Resultados da atividade antioxidante e coloragdo dos extratos da 3° fase de extragdo da chicoria e cariru

Extratos FRAP DPPH L* a* b* AE
(UM FeS0.4/g) (UM trolox/g)

CHI 9 (Amplitude A 50%) 5812,3 £+ 25,9¢ 58,12 + 1,7° 25,35+0,25 0,04+0,01 7,12+0,2 68,38 +0,48
CHI 10 (Amplitude A 60%) 6133,7 £ 16,7° 62,45 + 1,673° 24,76 +0,88 -4,11+0,02 15,29+0,6 71,56+ 0,62

CHI 7 (Amplitude A 70%) 6441,8 + 12,22 65,1 + 1,432 2415+0,75 -2,66+0,01 12,71+0,11 70,35+0,95
CHI 11 (Amplitude A 80%) 6489,6 + 8,912 64,9 + 2,982 25,32+0,56 -7,47+0,03 20,93+0,33 68,5+0,55
CAR 9 (Amplitude A 50%) 6387,89 + 18,76° 51,2 +1,22 27,82+0,18 -4,24+0,04 16,81+0,81 69,89 +0,93
CAR10 (Amplitude A 60%) 6478,98 + 21,31° 53,4+ 1,42 25,32+0,68 -1,71+0,02 12,76+0,9 72,70+0,7
CAR7 (Amplitude A 70%) 7034,04 + 42,652 58,12 + 3,22 2469+0,99 -3,14+0,05 14,8+0,92 70,84+0,81
CAR 11 (Amplitude A 80%) 6991,19 + 35,762 58,2 + 1,252 26,82+0,86 0,45+0,01 8,45+0,5 70,9+0,6

Legenda: Médias de trés repeticbes + desvio padrdo. Em cada linha, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si

pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade. CHI (Chicéria) e CAR (Cariru).
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Ao avaliar a tabela 08 e 09, nota-se que a variavel amplitude gerou variacdes
nos resultados obtidos de compostos bioativos e capacidade antioxidante, onde
apresentaram diferenca estatistica significativa entre os extratos das amostras de
chicéria e cariru. Além de provocar variacdes na coloracdo dos extratos, porém nao

houve uma grande variacdo na luminosidade.

Dependendo do composto de interesse a intensidade da amplitude aplicada no
processo afeta o teor da concentracdo da biomolécula de interesse. Ao analisar a
amplitude de 70% e 80%, que apresentaram os maiores valores, ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa entre os resultados obtidos de FRAP, DPPH,
flavonoides, saponinas, carotenoides, fendlicos para o cariru, antocianinas e
betalainas. No entanto, em virtude de se obter um processo com teor maximo de
compostos bioativos e capacidade antioxidante com baixo gasto de energia, a
amplitude de 70% preenche esse quesito, pois apresenta um gasto enérgico de
6.951J (Joule) em relacdo a amplitude de 80% com 10.268J, sendo uma economia de

energia de 32,3% para a chicoria.

Em relacdo ao cariru o gasto energético da amplitude de 70% foi de 6.459J e

para 80% de 10.542, sendo uma economia energética de 38,8%.

Na figura 23 encontra-se os graficos da analise de PCA da 3° fase de extracao.
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Figura 23 — Avalicéo por PCA da 3° fase de extracdo, onde A é a Chicoéria, B o Cariru,
AT (antocianinas totais), BT (betalainas totais), FT (fendlicos totais), FIT (flavonoides

totais), Clt (clorofila total), ST (saponinas totais) e CT (carotenoides totais).
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Ao observar a figura 23, contata-se o efeito da variagdo da amplitude nas
amostras de chicéria e cariru, onde os extratos de chicéria (CHI 7) e cariru (CAR 7)

apresentaram as maiores variagdes em relacdo aos demais.

Com base nos resultados, para fase 4° de extracao foi utilizado a amplitude do

equipamento de70% que apresentou as melhores condi¢des de extracédo.
5.2.4 — 4° fase de extragcdo: avaliacdo da temperatura de extracéo

Na tabela 10 encontra-se a influéncia decorrente da variagdo da temperatura
aplicada nas amostras de cariru e chicoéria para extracdo de compostos bioativos,
enguanto que na tabela 11 encontra-se os resultados decorrente da capacidade

antioxidante e analise de cor.
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Tabela 10 - Resultados dos compostos bioativos da 4° fase de extragdo da chicéria e cariru

Extratos Saponinas Clorofila Antocianinas Betalainas Fendlicos Flavonoides Carotenoides
(mg/g) (ng/ml) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (ng/g)
CHI 7 (20°C) 661,1 + 6,94¢ 37,1 +0,22 1,24 + 0,042 - 20,6 + 0,5¢ 11,5+ 0,344 375,8 +7,4°
CHI 12 (30°C) 659,12 +7,97 ¢ 28,12 +1,12° 1,25 + 0,042 - 25,12+ 1,2° 23,42 +0,3° 572,4 +5,8°
CHI 13 (40°C) 700,23 £ 8,228> 32,55 +1,05° 1,28 £ 0,022 - 34,23+ 1,52 27,14 + 0,412 665,8 + 6,922
CHI 14 (50°C) 712,32 +£9,122 31,45+ 1,43 1,24+ 0,022 - 29,41+ 0,91° 18,55 + 0,21° 659,8 + 5,122
CAR 7 (20°C) 281,35+ 9,14° 19,56+ 0,3°¢ - 0,47 + 0,022 28+0,1° 25,31 + 1,18 282,4 + 3,24
CAR 12 (30°C) 641,1 +5,82 32,15 + 1,322 - 0,48 +0,012 34,68 +0,952 26,9 + 0,112 451,42 + 3,82
CAR 13 (40°C) 652,42 + 9,32 29,78 + 1,423 - 0,56 + 0,022 35,12 + 0,652 24,7 + 0,652 432,5+ 4,3°
CAR 14 (50°C) 659,1 + 4,62 26 +1,21° - 0,51 +0,032 31,55 +0,91° 20,12 + 0,22° 412,45 + 3,7°¢

Legenda: Médias de trés repeticbes + desvio padrdo. Em cada linha, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si

pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade. CHI (Chicéria) e CAR (Cariru). Saponinas totais (mg diosgenina / g), Fendlicos (mg de acido galico /

g), Flavonoides (mg quercetina / g), Antocianinas (mg cianidina-3-glicosideo/ g) e Carotenoides Totais (Ug zeaxantina / g).
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Tabela 11 - Resultados da atividade antioxidante e coloracdo dos extratos da 4° fase de extragdo da chicoria e cariru

Extratos FRAP DPPH L* a* b* AE
(UM FeS0u4/g) (uM trolox/g)

CHI 7 (20°C) 6399,9 + 8,2°¢ 65,25 + 1,53P¢ 2415+0,5 -2,66+0,01 12,71 +0,93 70,35+ 0,95
CHI 12 (30°C) 6623,4 + 20,4° 69,23 + 2,563° 23,64 +0,22 -2,27+0,02 13,58 + 0,86 70,93 + 0,39
CHI 13 (40°C) 6891,2 + 28,82 74,56 + 1,022 20,71+091 -0,65+0,03 10,84 +0,26 73,57 £ 0,71
CHI 14 (50°C) 6918,4 + 16,62 61,89 + 1,23¢ 2851+0,54 -3,39+0,01 13,83+0,33 66,18 + 0,19
CAR 7 (20°C) 7001,1 + 42,24 57,12 + 6,69° 24,69+0,93 -3,14+0,05 148+0,4 70,84 £ 0,81
CAR 12 (30°C) 8143,5 + 23,552 71,2+1,3442 20,25+0,55 0,16 £ 0,03 9,57 + 0,77 73,95 + 0,59
CAR 13 (40°C) 7999,2+ 18,5° 65,9 + 2,092 23,00+0,91 -2,2+0,03 12,46 + 0,56 71,37 + 0,39
CAR 14 (50°C) 6812,6 + 25,8¢ 60,12 + 1,873 23,78+ 0,82 -452+0,02 16,43+0,24 71,28 + 0,87

Legenda: Médias de trés repeticbes + desvio padrdo. Em cada linha, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade. CHI (Chicéria) e CAR (Cariru).
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Ao avaliar o efeito da temperatura aplicada no extrato, nota-se que houve uma
diferenca estatistica significativa entre os extratos das amostras. Para o cariru a
utilizacdo da temperatura de 30°C se mostrou mais efetiva para extracdo das
biomoléculas, enquanto que para chicoria a temperatura de 40°C possibilitou uma

melhor extracdo dos compostos.

Ao avaliar a aplicacao da temperatura na extracao do ultrassom, notou-se que
dependo da substancia a ser extraida, a temperatura pode facilitar a incorporacao das
substancias da matriz ao solvente, no entanto, a maioria dos compostos bioativos séo
termolabeis (ALARA et al., 2021) e a utilizagcéo de altas temperaturas, como no caso
de 50°C, apresentou um efeito destruidor da estrutura quimica durante a extracdo com
o ultrassom dos compostos, com excecado das saponinas que sao moléculas que se

apresentaram mais termo resistentes.

Ressalta-se que o efeito da cavitagcdo gerado pelo ultrassom possibilita a
permeabilidade ou destruicdo da membrana celular, possibilitado a entrado do
solvente e o arraste dos compostos (ROSELLO-SOTO et al., 2015; FU et al., 2020).
Sendo assim, a aplicacdo da temperatura sobre a oleina durante a extracdo, tornou o
0leo menos viscoso, o que pode ter facilitado na incorporacdo dos compostos pelo
solvente. Outros autores também observaram os efeitos benéficos de aplicacdo da
temperatura durante a extragdo com 0leos, como Orddfiez-Santos et al., (2015) que
utilizou a extracdo assistida por ultrassom com Oleo de soja para extrair 0s
carotenoides das amostras de péssego (Bactris gasipaes) e observou um efeito
favoravel na extracdo ao aplicar diferentes faixas de temperatura de 25 °C a 45°C.
GOULA et al., (2017) ao extrair por meio do ultrassom carotenoides das cascas de
roma (Punica granatum), observou que a variagdo da temperatura influenciou no
rendimento dos compostos bioativos ao utilizar o 6leo de soja e 6leo de girassol como

solvente, obtendo os melhores resultados com a temperatura de 51,5°C.

Na figura 24 encontra-se o PCA da influéncia da temperatura nos compostos

bioativos e capacidade antioxidante nas amostras de cariru e chicoéria.
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totais), Clt (clorofila total), ST (saponinas totais) e CT (carotenoides totais).

Ao analisar a figura 24, pode-se observar que a temperatura de 30°C foi a que
apresentou uma maior variagao nos resultados do cariru (CAR 12), enquanto que para
chicoria (CHI 13) foi na temperatura de 40°C. Desta forma, ao analisar os dois extratos
pode-se constatar essas variagées na figura 24, que estam indicadas pelos vetores
(AT, FT, FIT, FRAP, DPPH, CIt, ST e BT).

Com base nesses resultados, tabela 10 e 11, utilizou-se a temperatura de 30°C

para cariru e 40°C para chicéria para avaliar a Ultima etapa de extracao.

5.2.5 - 5° fase de extracdo: avaliacao da cinética de extracao

Natabela 12 encontra-se a influéncia decorrente da variagéo de tempo aplicada

nas amostras de cariru e chicoéria para extragdo de compostos bioativos, enquanto

gue na tabela 13 encontra-se os resultados decorrente da capacidade antioxidante e

analise de cor.
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Tabela 12 - Resultados dos compostos bioativos da 5° fase de extracdo da chicoria e cariru.

Extratos Saponinas Clorofila Antocianina Betalainas Fendlicos Flavonoides Carotenoides
(mg/g) (ng/ml) s (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (H9/g)
CHI 15 (5 min) 501,43 +£12,1°¢ 31,51 + 1,352 1,15+ 0,452 - 32,9+1,2° 27,4 +0,3° 658,55+ 12,54¢
CHI 13 (10 min) 635,24 + 9,57° 32,1 +1,08 1,27 +0,02 @ - 34,5 + 1,25b° 28,8 + 0,9¢ 662,4+ 6,8°
CHI 16 (15 min) 700,5 + 8,12 33,64 +£1,12 1,45+ 0,52 - 39,2+0,952 32,21 + 0,852 931,15+ 13,342
CHI17 (20 min) 732,59 +11,928 23,74+ 154> 1,29+ 0,32 - 37,9+0,45% 30,44+ 0,44% 84534+ 14,2°
CAR15(5min) 578,98+ 1256° 29,98 + 1,45P - 0,57+0,01° 33,5+0,9° 25,98 +0,68° 598,21 +10,98P
CAR 13 (10 min) 601,78 £ 16,98 29,78 + 1,42° - 0,63+ 0,022 34,68 + 0,91 27,7 £ 0,912 670,9+ 15,342
CAR 16 (15 min) 655,2 + 5,32 35,25 + 0,8% - 0,65+0,022 37,5+0,652 30,89 + 0,942 683,21 + 8,22
CAR 17 (20 min) 663,98 + 20,12 36,66 + 1,092 - 0,61+ 0,01%> 26,7 £ 0,76° 25,91 + 1° 451,42 + 3,8°¢

Legenda: Médias de trés repeticbes + desvio padrdo. Em cada linha, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si

pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade. CHI (Chicéria) e CAR (Cariru). Saponinas totais (mg diosgenina / g), Fendlicos (mg de &cido galico /

g), Flavonoides (mg quercetina / g), Antocianinas (mg cianidina-3-glicosideo/ g) e Carotenoides Totais (Ug zeaxantina / g).
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Tabela 13 - Resultados da atividade antioxidante e coloracdo dos extratos da 5° fase de extracdo da chicoria e cariru.

Extrato FRAP DPPH L* a* b* AE
(UM FeS0u4/g) (UM trolox/g)

CHI 15 (5 min) 5823,2 + 9,861 74,56 £ 1,02°¢ 20,53+041 -0,73+0,04 11,01+0,91 73,76 £ 0,71
CHI 13 (10 min) 6901,2+ 26,8°¢ 81,88 + 2,12b 20,71+0,81 -0,65+0,05 10,84 +0,82 73,57 £ 0,92
CHI 16 (15 min) 8036,48 + 12,82 86,3+ 1,82 21,89+0,28 -0,25+0,03 10,42 +0,67 72,56 + 0,86
CHI 17 (20 min) 7589,8 + 16,9° 83,67 +1,122° 23,6 £ 0,56 0,88 + 0,03 7,65+ 0,81 70,52 + 0,99
CAR 15 (5 min) 7999,2 + 18,5°¢ 73,98 + 2.12 18,06 £ 0,91 1,54+0,04 8,28 + 0,58 76,09 £ 0,12
CAR 13 (10 min) 9428,2 +13,1 ° 75,9 + 2,09 20,25+0,24 0,16 £0,03 9,57 £ 0,63 73,95 + 0,23
CAR 16 (15 min) 9834,98 + 18,92 75,33 £ 1,532 18,92 +£0,64 1,67 £0,02 7,47 £0,71 75,2 0,34
CAR 17 (20 min) 8812,44 + 23,9¢ 73,76 £1,732 18,85+0,78 1,12 +0,03 8,49 £ 0,55 75,3+0,18

Legenda: Médias de trés repeticbes + desvio padrdo. Em cada linha, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre Si

pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade. CHI (Chicéria) e CAR (Cariru).
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Ao avaliar o periodo de extracdo dos compostos do cariru e chicoria presentes
na tabela 12 e 13, pode-se perceber que a variagdo no tempo de extracdo causou
uma diferenca estatistica significativa entre os extratos das amostras, nos intervalos
de 5, 10, 15 e 20 minutos. Com base nessas informac¢des o periodo de extracao ideal

dentro do intervalo analisado para chicéria e cariru foi de 15 minutos.

Destaca-se que apesar das condicdes finais encontradas, a amostra de chicéria
e cariru ndo apresentaram grandes teores de antocianinas e betalainas,
respectivamente. No entanto, o pH dos extratos finais foi de 4,54 + 0,8 para chicéria e
4,92 + 0,52 para cariru, estes valores revelam que os extratos apresentam um pH que
possibilitam uma certa estabilidade destes compostos, ja que segundo a literatura, o
pH de estabilidade das betalainas é de 3 a 7, com alta estabilidade na faixa de 4 a 6,
sendo as betalainas moléculas mais estaveis em relacdo a variacdo do pH do que
antocianinas (CELLI & BROOKS, 2017; FU et al., 2020). No caso das antocianinas
sd0 mais sensiveis a variacdo de pH, o que pode afetar a estabilidade e funcao
bioldgica da molécula, além de apresentarem variacdes de coloracdo na faixa de pH
2a 12 (YONG & LIU, 2020).

Ressalta-se que o teor de carotenoides desta Ultima etapa de extracdo superou
os resultados do teor de carotenoides extraidos de maneira convencional nas folhas
de cariru e chicoria, onde se utilizou acetona, éter de petréleo e éter etilico conforme
o método de Mercandante e Rodriguez-Amaya (1998) tendo o auxilio do
Agitador/Triturador Turratec. As folhas de cariru apresentavam um teor de 540,3 *
18,9 ug/g, enquanto que a chicoria de 815,5 + 25,8 ug/g ao extrair pelo método
convencional, desta forma, a extracdo do ultrassom aliada a oleina apresentou-se
mais eficiente para capturar desses carotenoides, apresentando um aumento na

eficiéncia de extracdo de 14,18% para chicoria e 26,45% para o cariru.

Na figura 25 encontra-se o PCA da influéncia do tempo de extracdo nos

compostos bioativos e capacidade antioxidante nas amostras de cariru e chicoria.
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Figura 25 — Avalicao por PCA da 5° fase de extracé@o, onde A é a Chicéria, B o Cariru,
AT (antocianinas totais), BT (betalainas totais), FT (fendlicos totais), FIT (flavonoides

totais), Clt (clorofila total), ST (saponinas totais) e CT (carotenoides totais).

Ao avaliar a figura 25, pode-se observar as variacdes causadas pelos diferentes
intervalos de extracdo. Os extratos de chicoria (CHI 16) e cariru (CAR16) com intervalo
de extracao de 15 minutos possibilitou uma melhor extracdo dos compostos bioativos
e capacidade antioxidante indicados pelos vetores (AT, FT, FIT, FRAP, DPPH, Clt, ST
e BT).

Outras pesquisam indicam que a utilizacdo do ultrassom possibilita altos
rendimentos de biomoléculas, em virtude do processo de cavitacdo aplicado nos
extratos pelo equipamento, como demostra a pesquisa de Janior et al., (2021) ao
comparar a extracdo do ultrassom, micro-ondas e maceracdo (método convencional)
para extrair compostos fendlicos das amostras de ciriguela (Spondias purpurea L.),
constatou que a utilizacao do ultrassom foi mais eficiente que as demais apresentando
um teor de fendlicos de 35,15 mg/g e capacidade antioxidante pelo método de FRAP
17.373,73 umol Fe?*/g. Saifullah et al., (2020), ao estudar as folhas de Leptospermum
petersonii, observou que a extracdo de ultrassom foi mais eficaz na captura de
fendlicos (98,91 mg/qg), flavonoides (76,12 mg/g) e capacidade antioxidante por DPPH

(889,29 mmol/g) em relacdo a extracdo em banho shaking.

Na tabela 14 e 15 encontra-se a correlacdo de Person entre 0s compostos

bioativos e a capacidade antioxidante da chicoria e cariru respectivamente.
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Tabela 14 - Correlagdo de Pearson dos compostos bioativos e capacidade
antioxidante da chicoria.

FT FIT AT Clt ST CT FRAP DPPH
FRAP 0,80 0,58 0,94 0,09 0,95 0,70 1,00 -
DPPH 0,89 0,74 0,93 0,11 0,87 0,79 0,95 1,00

Legenda: AT (antocianinas totais), FT (fendlicos totais), FIT (flavonoides totais), Clt

(clorofila total), ST (saponinas totais) e CT (carotenoides totais).

Tabela 15 - Correlagdo de Pearson dos compostos bioativos e capacidade
antioxidante do cariru.

FT FIT BT Clt ST CT FRAP DPPH
FRAP 0,63 0,86 0,80 0,36 0,90 0,78 1,00 -
DPPH 0,75 0,87 0,91 0,42 0,87 0,73 0,87 1,00

Legenda: BT (betalainas totais), FT (fendlicos totais), FIT (flavonoides totais), Clt

(clorofila total), ST (saponinas totais) e CT (carotenoides totais).

Destaca-se que ao avaliar a correlacdo de Pearson calculada nas tabelas 13 e
14, pode-se observar a forte correlacdo positiva entre os compostos bioativos e a
capacidade antioxidante, com excecao da clorofila que apresenta uma correlagcao
fraca com capacidade antioxidante. Por meio destes dados, tabela 13 e 14, constata-
se que 0s compostos bioativos influenciam na atividade antioxidante, porém nao sao
0S Unicos responsaveis pela mesma, em virtude de existir outros fatores que
influenciam na capacidade antioxidante, como 0s minerais e outroS compostos
(SANTOS FILHO et al., 2020).

Desta forma, ao avaliar as extracdes das folhas de cariru e chicoria pelo
ultrassom utilizando solventes verdes, observou que para se encontrar 0S maiores
teores de bioativos e capacidade antioxidante para chicéria € necessario utilizar o
etanol na concentracdo de 70%, na proporcado de 1:3 de etanol e oleina, utilizando
uma amplitude de 70%, a 40°C por 15 minutos. Enquanto que para as folhas de cariru
a concentracdo de etanol deve ser de 70%, na proporcdol:3 de etanol e oleina,

utilizando a amplitude do ultrassom a 70%, na temperatura de 30°C por 15 minutos.

Na figura 26, encontra-se a imagem do extrato do cariru e chicéria com os

parametros de melhor extracdo dos compostos bioativos e capacidade antioxidante.
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Figura 26 — Coloracao do extrato, onde A é o extrato do cariru, B da chicoria e

O a oleina pura.

Com base nos resultados desta pesquisa a utilizacdo do ultrassom aliado a
utilizacdo de solventes verdes (etanol e oleina) proporcionou uma boa extracao dos
compostos bioativos. Biomoléculas que apresentam inumeros propriedades
bioldgicas, como no caso dos compostos fendlicos que proporcionam atuagcées que
possibilitam a capturar de espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e perdxidos em
decomposicao, por meio do potencial redox, eliminacao de eletréfilos, a possibilidade
de inibicdo da nitrosacgéo, capturar de metais pro oxidantes, o potencial de producao
de peroxido de hidrogénio na presenca de certos metais, a capacidade de modular
algumas atividades enzimaticas, a possibilidade de interacdo com macromoléculas
como as proteinas e, por fim, podem inibir enzimas envolvidas na geragao de radicais
livres (CHEYNIER, 2012; BARTWAL et al., 2013; KAPRAVELOU et al.,, 2015;
MARTINS et al., 2016; SARKAR & SHETTY, 2018; GRANATO et al., 2020). Além de
algumas estruturas fendlicas apresentarem uma alta atividade antimicrobiana, pois
causam danos a membrana citoplasmética (TSUCHIYA & IINUMA, 2000),
interferéncias na inibicdo da sintese de acidos nucleicos (PLAPER et al., 2003) e do
metabolismo energético (HARAGUCHI et al., 1998).

Em relacédo a clorofila dependendo da forma de armazenamento do extrato, a
clorofila pode atuar com pro-oxidante de compostos, no entanto, pesquisas mostram
gue caso o0 extrato seja protegido da luz e temperatura a clorofila e seus derivados
podem apresentar propriedades biolégicas a saude, como agdo anti-inflamatoria,
atividades antimutagénicas, captura de mutagénicos, modulacdo do metabolismo
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xenobidtico, inducdo de apoptose dentre outras propriedades (NAGINI et al., 2015;
SOLYMOSI & MYSLIWA-KURDZIEL, 2017; KANG et al., 2018; ZHENG et al., 2018;
ZEPKA et al., 2019).

No caso das saponinas podem apresentar diversas propriedades biolégicas
como atividade antitumoral, pois possibilita a reducéo da viabilidade celular, induz a
apoptose, inibe a neogénese sanguinea do tumor e o crescimento, restringir o
acumulo de gordura no figado, influencia na regulacéo do acucar no sangue, prevenir
a gota, aliviar a hiperuricemia (excesso de &cido Urico no sangue), desempenha
atividade antibacteriana e antivirais ,em virtude da natureza anfipatica da molécula
gue ajuda a penetrar nas membranas biolégicas de patdégenos e a torna-los
permeaveis, além de muitas outras propriedades biologicas que estdo em fase de
estudos (LIN et al., 2016; LUO et al., 2016; SINGH et al., 2017; ZHAO et al., 2018;
GORAL & WOJCIECHOWSKI, 2020).

Por fim pode se destacar as propriedades biolégicas das betalainas que podem
desempenhar diversas propriedades farmacoldgicas, tais como participar ativamente
na eliminacao de radicais livres e, consequentemente, pode prevenir 0 aparecimento
de cancer e doencas cardiovasculares, apresenta atividade antimicrobiana por meio
da captura dos cations internos indispensaveis (Ca?* Fe 2* e Mg?*), produz efeitos
adversos na estrutura, funcdo e permeabilidade da membrana celular dos
microrganismos. A acao antimicrobiana das betalainas ja foi reportado contra varias
bactérias gram-positiva (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia faecalis,
Listeria monocytogenes ), gram-negativas (Escherichia coli, Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi Ty2, Yersinia enterocolitica,
Klebsiella pneumonia) e alguns fungos (Candida albicans, Rhizoctonia solani,
Fusarium oxysporum, Cladosporium herbarum, Botrytis cinerea, Aspergillus flavus)
(HILOU et al., 2006; TENORE et al., 2012; GENGATHARAN et al., 2015; KHAN &
GIRIDHAR, 2015; FU et al.,2020). Por fim, pode se citar o potencial efeito protetor de
DNA (pré-tratamento de células HT-29 com betalainas reduziu significativamente o
dano ao DNA induzido por peréxido de hidrogénio) dentre outras possibilidades
farmacologicas (ESATBEYOGLU et al., 2014)
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5.3— MODELAGEM MATEMATICA

Na tabela 16 e 17, encontra-se os parametros de ajuste do modelo cinético de transferéncia de massa do cariru e chicoria,

respectivamente.

Tabela 16 — Modelagem matematica dos compostos bioativos do cariru

Componente Fendlicos Flavonoides Betalainas Carotenoides Saponinas Clorofila total
P1 0,033 £ 0,002 0,028 + 0,001 6,317e-4 + 1,04E° 6,0le-4 £ 6,1 E® 0,645+ 0,01 3,46e-5 + 1,79E
P2 14,61 +0,1 0,504 + 0,21 0,469 + 6,63 E2 1,07 +0,89 0,431 + 0,07 0,354 + 0,10
R? 0,932 0,979 0,997 0,901 0,994 0,976
X? 2,09E%° 4,21E7°° 2,80 E'10 1,138 5,85E04 7,06E12

Tabela 17 — Modelagem matematica dos compostos bioativos da chicéria.

Componente Fendlicos Flavonoides Antocianinas Totais Carotenoides Saponinas Clorofila total
P1 0,037 £ 0,0011 0,0307 + 8,02E* 0,00135+4,97E® 8,62E%+7,75E® 0,723+0,01 3,02E®+2,21E*®
P2 0,39 +£0,077 0,427 £ 0,08 0,371 £ 0,0961 0,243 £ 0,09 0,224 +£0,01  19381,53 £ 0,034
R? 0,991 0,993 0,987 0,950 0,998 0,920
X? 2,96E06 1,58E6 5,62E0° 8,84E° 1,72E04 1,96E11

Ao avaliar os parametros de ajustes do modelo de transferéncia de massa, nota-se que tanto para chicéria como cariru apresentaram
um R?elevado, acima de 0,9, além de um x? com valores pequenos, onde o teste chi-quadrado serve para avaliar quantitativamente a relacéo

entre o resultado de um experimento e a distribuicdo esperada para o fenbmeno, ou seja, pode demonstrar com quanta certeza os valores
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observados podem ser aceitos quando regidos pela modelagem matemética teoria em questdo. Desta forma, com base nos dados

observados das tabelas, o0 modelo cinético de transferéncia de massa aplicado pode descrever bem os dados experimentais.

Com base nos dados dos modelos pode-se estimar valores de compostos bioativos e avaliar a eficiéncia do modelo proposto com os

dados obtidos ao longo das extracdes. Esta comparacdo encontra-se nas tabelas 18 e 19, para a chicoria, e cariru, respectivamente.

Tabela 18 — Comparacdo da modelagem com os resultados encontrados da chicéria.

Periodo Fendlicos Flavonoides Antocianinas Carotenoides Clorofila Saponinas
(minutos) T R T R T R T R T R T R
5 3,15E02a| 3 29E0%a| 2 6QE0%3| 2 74E0%22| 1,12E032| 1,15E0%2| 5 96E%42| 6,59E04| 3,02E0%2| 3,15E0%2| 4,87E01a| 5,01E0%2
10 3,61E0%2| 3 45E0%a| 3 02E°0%2| 2,88E°0%2| 1,31E0%2| 1,27E0%2| 7,69E042| 6,62E04| 3,02E0%2| 3,21E°%| 6,46E012| 6,35E012
15 3,68E0%22| 3 92E0%a| 3 06E0%2| 3,22E0%8| 1,34E032| 1,45E03%2| 8 26E042| 9,31E 04| 3,02E0%| 3,36E°%2|6,98E012| 7,01E012
20 3,70E02a| 3 79E0%a| 3 07E0%2| 3,04E°0%2| 1,35E7032| 1,29E032| 8 47E04a| 8,45E04| 3,02E05%| 2,37E0%|7,15E01a| 7, 33E01a
Legenda: T (resultados tedricos obtidos em Kg/Kg) e R (resultados reais em Kg/Kg).
Tabela 19 — Comparacéo da modelagem com os resultados encontrados do cariru.
Periodo Fenolicos Flavonoides Betalainas Carotenoides Clorofila Saponinas
(minutos) T R T R T R T R T R T R
5 3,30E022 | 3 35E022 | 2 49E022 | 2 60E 022 | 5,69E042 | 5,70E042 | 5,27E042 | 5,98E042 | 2,831E%%® | 3,00E%@ | 5,67E0a | 5,79E0a
10 3,30E-%22 | 3,47E022 | 2 75E022 | 2 77E0%2 | 6,25E042 | 6,30E042 | 5,71E042 | 6,71E042 | 3,327E %% | 2,98E% | 6,35E012 | 6,02E01a
15 3,30E-%22 | 3,75E022 | 2, 79E022 | 3,09E 022 | 6,31E042 | 6,50E04 | 5,89E942 | 6,83E042 | 3,429E%%2 | 3,53E%% | 6,44E0%a | 6,55E012
20 3,30E022 | 2 67E020 | 2 8OE022 | 2, 59E022 | 6,32E042 | 6,10E042 | 5 96E042 | 4, 51E 042 | 3,452E%52 | 3,67E0% | 6,45E01a | 6,64E01a

Legenda: T (resultados tedricos obtidos em Kg/Kg) e R (resultados reais em Kg/Kg).
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Ao analisar a tabela 18 da chicoria em relacdo a comparacéo dos resultados
tedricos, provenientes dos dados do modelo, com os dados reais obtidos, pode-se
notar que ndo houve diferenca estatistica entre os valores tedricos e empiricos dos
compostos bioativos, demostrando novamente que a modelagem proposta consegue
prever os resultados com um limite de confianca de 99%. Contudo, deve-se destacar
que no caso da clorofila que foi o Unico que o modelo ndo consegui prever a
degradacéao sofrida por uma extracdo de 20 minutos.

Em relacdo ao cariru, tabela 19, assim como no caso da chicéria 0 modelo se
ajustou bem ao prever os resultados obtidos ndo apresentando diferenca estatistica
significativa a 99%, com excecédo dos compostos fendlicos que o modelo ndo consegui
prever uma alta degradacéo no periodo de extracao de 20 min.

Uma forma de melhorar o modelo proposto seria aumentar 0os ensaios de
extragcdo para incluir em dados reais a degradacao que os compostos bioativos podem

sofrer em periodo longos de extracao.
5.4- ESTABILIDADE TERMICA DO EXTRATO

A andlise de estabilidade oxidativa consiste em submeter a amostra a passar
por fluxo de ar constante em uma temperatura fixa, resultando na degradagcao da
amostra de forma gradativa. O tempo de inducdo medido é diretamente proporcional
a condutividade da amostra, que se elava devido a formacdo de compostos
provenientes do processo oxidativo. O término da analise é detectado pelo subito
aumento desta condutividade, o que gera o ponto de inflexdo como mostra na figura
27.

Em relacdo ao indice de estabilidade oxidativa, o perfil de acido graxos
influencia na estabilidade, onde amostras mais saturaras apresentaram uma
estabilidade maior do que as insaturadas, bem como o tamanho das moléculas e a
presenca de ramificacbes na cadeia, afetam diretamente a estabilidade (HU e
JACOBSEN, 2016). Os resultados dos extratos da chicéria e cariru do indice de

estabilidade oxidativa podem ser observados na tabela 20.
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Figura 27 — Curva de estabilidade oxidaditva dos extratos de chicdria, cariru e da
oleina.

Tabela 20 — indice de estabilidade oxidativas

Amostra indice de estabilidade oxidativa (h)
Oleina Pura 10,5+ 0,14
Extrato do Cariru (CAR16) 13,68 = 0,04
Extrato da Chicéria (CHI 16) 12,79 £ 0,16
Extrato do Cariru (CAR 5) 2,26 £0,19
Extrato da Chicoria (CHI 5) 6,79 +0,14

Ao avaliar a tabela 20, constatou-se que a presenca e a quantidade dos
compostos bioativos (fendlicos, flavonoides, betalainas, antocianinas, carotenoides e
saponinas) dos extratos otimizados (CHI 16 e CAR16) apresentaram um efeito
protetor no solvente verde (oleina), prolongando o indice de estabilidade. Com base
nestes dados, nota-se a acao protetiva dos compostos bioativos frente oxidagao.

A clorofila como mencionada anteriormente neste trabalho pode apresentar um

efeito antioxidante ou efeito pro-oxidante. O que direcionara a acao da clorofila no

83



meio sao as condi¢cdes do ambiente em que o extrato se encontra (KANG et al., 2018;
REDONDO-CUEVAS et al., 2018; TRYPIDIS et al., 2019; ZEPKA et al., 2019; PEREZ-
GALVEZ et al 2020).

Os extratos que apresentaram um efeito protetor apresentam uma
concentracdo de clorofila de 33,64 pug/ml para chicoria e de 35,25 pg/ml no cariru,
enquanto que ao avaliar os extratos que apresentaram os maiores niveis de clorofila,
(CHI 05 com 73,09 pg/ml e CAR 05 com 45,53 pg/ml), se observou uma grande
diminuicdo no indice de estabilidade oxidativa da oleina de 10,5 h para 2,26 h no
extrato do cariru e 6,70 h no caso da chicoria.

Dadas as condi¢des aplicadas de temperatura sobre os extratos, demonstrou
que elevados niveis de clorofila podem influenciar na estabilidade do extrato,
proporcionando um efeito oxidante. Contudo, apenas quantidade ndo € um fator
decisivo, existem outras varidveis que influenciam no processo, como, o tipo de
clorofila, pois a clorofila b € mais estavel que a clorofila a, em virtude do efeito de atrair
elétrons exercido pelo seu grupo aldeido, possibilitando uma maior resisténcia a
degradacéo em relacéo a clorofila a. (FUNAMOTO et al., 2002; FURTADO, 2003)

Em relacdo as amostras de chicoria e cariru ambas apresentam concentracdes
predominantes de clorofila a, o que pode ter influenciando no baixo nivel de
estabilidade oxidativa. Outro fator que pode ser citato € a quantidade e qualidade dos
compostos bioativos. Pode se citar como exemplo o caso da chicoria que apresentou
um teor de carotenoides maior que o cariru, o que pode ter influenciado na estabilidade
obtida das amostras, em virtude dos mecanismos de acdo fisica e quimica
(transferéncia de elétron, abstracéo de hidrogénio e reacéo de adi¢do) realizada pelos
carotenoides para conter a energia da clorofila ou produtos de oxidagdo gerados
(KHALID et al., 2019).
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6. CONCLUSAO

Ao avaliar as diferentes variaveis (concentracdo de etanol, proporcdo de
mistura de etanol e oleina, amplitude do equipamento, temperatura e tempo de
extracdo) aplicadas no processo de extracdo de biomoléculas com o ultrassom,
observou-se que na 1° fase de extracdo (avaliacdo da concentracdo do etanol), foi
possivel obter valores de compostos fendlicos, flavonoides, antocianinas, saponinas,
clorofila e capacidade antioxidante, mensurada pelos métodos de FRAP e DPPH, que
os valores foram superiores aos publicados pela literatura. Destaca-se que na
concentracdo de 70% para o cariru e chicdéria encontrou-se 0 maximo rendimentos de
compostos, com base nestes dados pode-se observar que o método nao convencional
ou emergente, possibilitou um melhor rendimento dos compostos bioativos, pois utiliza
de ferramentas (processo de cavitagdo) que garantem uma extracdo mais eficiente

com baixo custo de energia.

Ao avaliar a 2° fase de extracao (propor¢cdo de misturas de etanol e oleina),
contatou-se que a incorporacdo de um solvente ndo convencional oriundo do
processamento de fracionamento do 6leo de palma, possibilitou um aumento no
rendimento das biomoléculas pelas forcas de intermoleculares das substancias,
resultando em um aumento no rendimento das biomoléculas ao utilizar a proporgéo

de 1:3 de etanol e oleina para ambas as amostras.

Na 3° fase de extracdo (amplitude do equipamento) ao varia de 50 a 80%,
observou-se que dependendo do composto de interesse pode se variar a amplitude
utilizada, contudo, a amplitude de 70% apresentou o maior rendimento em relagcao
aos compostos bioativos e capacidade antioxidante para a chicoria e cariru.

Em relacdo a 4° fase de extracdo (temperatura), notou-se que a incorporagao
dessa variavel no processo possibilitou um aumento no rendimento das substancias,
no entanto, como a maioria dos compostos bioativos sdo elementos termolabeis,
contatou-se que a temperatura de 50°C, possibilitou uma degradacdo de alguns
compostos, porém na temperatura de 30°C e 40°C se apresentaram como a faixa ideal
para obtencdo dos compostos bioativos para o cariru e chicéria, respectivamente.

Na 5° fase de extracdo se avaliou o tempo de extragcdo, que apresentou
variacdo nos rendimentos obtidos. Todavia, o periodo de extracdo de 15 minutos

proporcionou um alto rendimento das biomoléculas presentes na chicéria e cariru.
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Em relacdo a modelagem pode-se destacar que o modelo cinético de
transferéncia de massa aplicado pode descrever bem os dados experimentais,
consegui prever valores de compostos bioativos com um limite de confianca de 99%,
com excecdo de periodos de extracdo muito prologados, como no caso da clorofila,

para o cariru, e fendlicos, para chicoria, no periodo de 20 minutos de extracao.

Ao avaliar a estabilidade oxidativa dos extratos pode-se constatar que o0s
compostos presentes nos extratos otimizados possibilitaram uma acao protetora,
conseguindo prolongar o indice de estabilidade da oleina. Contudo, destaca-se a agao
da clorofila em altas concentragdes que possibilitou uma reducdo no indice de

estabilidade da oleina, em virtude das condi¢cdes a que foi submetido este composto.

Desta forma, ao utilizar o ultrassom aliado a solventes verdes (etanol e oleina)
foi possivel encontrar as faixas com maior rendimento de fendlicos, flavonoides,
saponinas, betalainas, antocianinas, clorofila e capacidade antioxidante, onde estes
extratos apresentam um grande potencial para ser aplicados em diversos ramos da
indastria.
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