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RESUMO

A Plantago major e a Plantago lanceolata tém sido utilizadas como ervas
medicinais em distintas partes do mundo durante séculos. As
propriedades terapéuticas apresentadas por essas plantas vém sendo
relacionadas a diversas classes de compostos bioativos, os quais podem
ser obtidos por diferentes métodos de extracdo. O objetivo deste trabalho
foi obter extratos bioativos de P. major e P. lanceolata através da
aplicacdo de técnicas convencionais e técnicas avancadas de extracdo. Na
primeira parte do trabalho, a extracdo supercritica (ESC) com didxido de
carbono com e sem cossolvente foi comparada a métodos a baixa presséo,
como Soxhlet e ultrassom com diferentes solventes, em termos de
rendimento de extracdo e atividade antioxidante e antimicrobiana. Para a
P. major, as condi¢Oes avaliadas na ESC variaram de 40 a 60 °C e
pressdes entre 10 e 30 MPa e para a P. lanceolata as condi¢fes foram 50
e 60 °C e 20 e 30 MPa. O uso de etanol e metanol como cossolvente em
diferentes fragdes (0; 2,5; 5 e 10%) também foi avaliado. Os maiores
rendimentos de extracéo foram obtidos por ultrassom utilizando solventes
mais polares, sendo de 20,5% para a P. major e 23,1% para a P.
lanceolata. O teor de compostos fendlicos totais dos extratos obtidos foi
determinado pelo método de Folin-Ciocalteau. A capacidade antioxidante
dos extratos foi avaliada pelo método do radical DPPH e método de
descoloragio do sistema B-caroteno/acido linoleico. De maneira geral, o
teor de compostos fenolicos e atividade antioxidante foram maiores em
extratos obtidos solvente polares. A capacidade antimicrobiana dos
extratos foi avaliada pela determinacdo da concentragdo minima inibitoria
frente a Bacillus cereus e Escherichia coli. Os extratos obtidos por ESC
de P. major (10 MPa/40 °C) e P. lanceolata (20 MPa/60 °C) apresentaram
concentracdes minimas inibitorias para B. cereus de 15,62 e 31,25 pug/mL,
respectivamente. A analise dos extratos por cromatografia gasosa revelou
a presenga dos &cidos a-linolénico e palmitico e do a-sitosterol. Na
segunda etapa do trabalho, agua foi empregada como solvente nos
processos de extracdo com liquidos pressurizados (PLE) e por extracéo
assistida com micro-ondas (MAE). As extracbes em PLE foram
realizadas de forma individual e sequencial nas temperaturas entre 25 e
200 °C e as extracdes em MAE em temperaturas entre 50 e 200 °C. A
capacidade antioxidante foi avaliada pelos métodos DPPH e ABTS. O
rendimento, a quantidade de compostos fendlicos e a atividade



antioxidante dos extratos de P. major e P. lanceolata foram maximos
guando empregada adgua a 200 °C em ambas as técnicas avaliadas, sendo
superiores aos resultados obtidos por ESC. A analise cromatografica dos
extratos revelou a presenca do verbascosideo e da plantamajoside,
compostos que podem estar relacionados ao alto atividade antioxidante
desses extratos.

Palavras chaves: Plantago major; Plantago lanceolata; extragdo
supercritica; extragdo com agua subcritica.



ABSTRACT

The Plantago major and Plantago lanceolata have been used as
medicinal herbs in different parts of the world for centuries. The
therapeutic properties of Plantago species have been related to various
classes of bioactive compounds, which can be obtained by different
extraction methods. The objective of this study was to obtain bioactive
extracts from the P. major and P. lanceolata using conventional and
advanced extraction techniques. In the first part of this work, the
supercritical extraction (ESC) with carbon dioxide with and without co-
solvent has been compared to the low-pressure methods such as Soxhlet
and ultrasound with different organic solvents in terms of extraction yield
and antioxidant and antimicrobial activity. For P. major, the conditions
evaluated in the ESC were temperatures from 40 to 60 °C and pressures
from 10 to 30 MPa; for P. lanceolata, the conditions were 50 and 60 °C
and 20 and 30 MPa. The use of ethanol and methanol as co-solvent in
different fractions (0; 2.5; 5 and 10%) was also evaluated. The highest
yield were obtained using ultrasound and polar solvents, with 20.5% for
P. major and 23.1% for P. lanceolata. Total phenol content was evaluated
by the Folin-Ciocalteu. The potential antioxidant was evaluated by DPPH
method and B-carotene/linoleic acid system. In general, the content of
phenolic compounds and antioxidant activity was higher in extracts
obtained with polar solvent. Antimicrobial activity was evaluated by
minimum inhibitory concentration against Bacillus cereus and
Escherichia coli. The extracts obtained by ESC of P. major (ESC 20 MPa/
40° C) and P. lanceolata (ESC 20 MPa/60 °C) showed values of minimal
inhibitory concentration for B. cereus of 15.62 and 31.25 mg/mL,
respectively. Gas chromatography analysis of the extracts revealed the
presence of a-linolenic and palmitic acids and a-sitosterol. In the second
part of this work, water was used as a solvent in the extraction process
with pressurized liquids (PLE) and microwave-assisted extraction
(MAE). The PLE extractions were performed individually and
sequentially at temperatures between 25 and 200 °C and the MAE
extractions at temperatures between 50 and 200 °C. The antioxidant
capacity was evaluated by DPPH and ABTS methods. The yield, the
amount of phenolic compounds and the antioxidant activity of the extracts
of P. major and P. lanceolata obtained by PLE and MAE were higher
employed water at 200 °C, being higher than the results obtained by ESC.



Chromatographic analysis of the extracts revealed the presence of
verbascoside and plantamajoside, compounds that may be related to
antioxidant activity of the extracts.

Keywords: Plantago major; Plantago lanceolata; supercritical
extraction; subcritical water extraction.
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1. INTRODUCAO

A busca por compostos bioativos naturais para o tratamento e
prevencdo de doengas humanas, bem como com potencial tecnolégico
para aplicacdo na industria de alimentos, fArmacos e cosmética é um tema
importante em muitos laboratérios e indUstrias. Quando se deseja obter
substancias ativas de plantas, uma estratégia que pode ser adotada é
observar as informagdes oriundas da medicina popular.

As plantas do género Plantago, especialmente a P. major e P.
lanceolata, tém sido usadas desde os tempos antigos como um recurso da
medicina alternativa. Essas plantas sdo globalmente distribuidas e
vegetam espontaneamente em &reas de pastagens, terrenos cultivados,
locais Umidos e sombreados, do nivel do mar até altitudes de 3300 m,
sendo que em alguns casos sdo consideradas invasoras de culturas. No
Brasil essas plantas sdo facilmente encontradas, sendo popularmente
conhecidas como tansagem (P. major) e carrijo ou lingua-de-ovelha (P.
lanceolata) (GONCALVES; ROMANO, 2016; KARTINI et al., 2014;
SAMUELSEN, 2000).

O cha da P. major e P. lanceolata é comumente utilizado
como depurativo, diurético, antibacteriano, regulador intestinal e para
tosses, bronquites, dor de estbmago, diarreia e disenteria. Em gargarejos
as folhas de Plantago sdo indicadas para combater dor e inflamagéo da
garganta. As folhas frescas maceradas possuem propriedades
cicatrizantes, sendo Uteis contra picadas de insetos, irritagdes da pele,
Glceras, queimaduras e pequenos cortes (BLANCO; SABORIO;
GARRO, 2008; CHAECIA, 2015). As folhas dessa planta também podem
ser consumidas em saladas e sopas, enquanto as sementes sao utilizadas
na producéo de pées e bolos (ZHOU et al., 2013).

Dentre os métodos tradicionalmente usados pela indUstria
para a extracdo de compostos bioativos de matrizes vegetais esta a
extracdo com solventes organicos. Uma das linhas de pesquisa do
Laboratorio de Termodinamica e Extracdo Supercritica -LATESC do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal de Santa Catarina é baseada na aplicacao do dioxido
de carbono supercritico na obtengdo de compostos bioativos como uma
alternativa aos métodos tradicionais de extracdo. O interesse da
comunidade cientifica pela extracdo supercritica tem sido impulsionado
pela grande versatilidade de dioxido de carbono (solvente mais utilizado),
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cujas propriedades podem ser ajustadas a fim de proporcionar extratos
com composicOes desejaveis, € a0 mesmo tempo, garantem um processo
de separacdo in6cuo tanto para a salde humana como para 0 meio
ambiente.

O presente documento esta dividido em seis capitulos. No
Capitulo 2 pode se encontrar uma revisdo bibliogréafica sobre a P. major
e a P. lanceolata, que sdo as matérias-primas selecionadas para esse
estudo. Além disso, apresenta uma breve descricdo do processo de
obtenc¢do de compostos bioativos e dos métodos in vitro utilizados para a
determinacdo da atividade antioxidante e antimicrobiano.

No Capitulo 3 estdo descritas as técnicas tradicionais de
extracdo com solventes organicos (Soxhlet e extragdo assistida com
ultrassom) e a extracdo supercritica com dioxido de carbono. Nesse
Capitulo se desenvolveu um plano de trabalho em que se objetivou
comparar as extracBes de P. major e P. lanceolata realizadas com
solventes organicos (Soxhlet e extracdo assistida por ultrassom) e
solvente supercritico quanto ao rendimento de extracdo. Além disso,
procedeu-se a caracterizacdo funcional dos extratos obtidos em todos os
métodos, sendo determinada a capacidade antioxidante e antimicrobiana
através da utilizacdo de ensaios in vitro e caracterizacdo quimica por
cromatografia gasosa. Os resultados obtidos no Capitulo 3 levaram a
selecdo de outras técnicas de extracdo ambientalmente amigaveis
utilizadas no Capitulo 4.

No Capitulo 4, agua foi empregada como solvente de
extracdo, sendo que este é o primeiro trabalho do LATESC nessa linha de
pesquisa. Nesse capitulo, uma breve revisdo sobre a extragdo com agua
subcritica e a extragao assistida com micro-ondas € apresentada. O plano
de trabalho desenvolvido no Capitulo 4 teve como objetivo comparar as
extracdes de P. major e P. lanceolata realizadas com agua subcritica e
extracdo assistida com micro-ondas. Os extratos foram caracterizados
quanto a atividade antioxidante através da utilizago de ensaios in vitro e
também pela caracterizacdo quimica pelo uso do método HPLC-DAD,
buscando correlacionar a presencga de certos compostos bioativos com a
capacidade antioxidante.

No Capitulo 5 fez-se a comparagdo de todas as técnicas de
extracdo estudadas quanto a rendimento e atividade antioxidante.
Finalmente, no Capitulo 6 estdo descritas as conclusfes derivadas dos
Capitulos 3, 4 e 5 e as perspectivas de trabalhos futuros.
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11 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi obter extratos bioativos de
Plantago major e Plantago lanceolata através da aplicacdo de técnicas
compativeis com o conceito de quimica verde de extragao.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a obtencdo de extratos de P. major e P.
lanceolata por meio do emprego da extragdo em Soxhlet e assistida por
ultrassom utilizando diferentes solventes organicos;

b) Avaliar a extracdo supercritica de P. major e P.
lanceolata em diferentes condi¢fes de pressdo, temperatura e fracdo de
cossolvente;

c) Awvaliar a atividade antioxidante dos extratos obtidos por
Soxhlet, ultrassom e ESC de P. major e P. lanceolata por meio da
aplicacdo dos testes in vitro: teor de compostos fendlicos totais, radical
DPPH e descoloragio do sistema -caroteno/acido linoleico;

d) Awvaliar a atividade antimicrobiana dos extratos obtidos
por Soxhlet, ultrassom e ESC de P. major e P. lanceolata frente as
bactérias Bacillus cereus e Escherichia coli;

e) Selecionar e avaliar extratos por CG-EM, buscando
correlacionar bioatividade e composi¢&o;

f)  Avaliar a extracdo de P. major e P. lanceolata
empregando agua subcritica como solvente em diferentes temperaturas;

g) Awvaliar a extracdo de P. major e P. lanceolata assistida
por micro-ondas em diferentes temperaturas;

h)  Avaliar a atividade antioxidante dos extratos de P. major
e P. lanceolata obtidos com agua subcritica e extracdo assistida por
micro-ondas por meio da aplicagdo dos testes in vitro: teor de compostos
fendlicos totais, radical DPPH e radical ABTS; e caracterizar
quimicamente o0s extratos, buscando correlacionar bioatividade e
composicao.
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1. O GENERO Plantago L. (PLANTAGINACEA)

O género Plantago compreende cerca de 275 espécies,
amplamente distribuidas no mundo, especialmente em regibes
temperadas. No Brasil, ocorrem aproximadamente 16 espécies,
principalmente em areas elevadas das regides Sul e Sudeste, sendo apenas
nove nativas (GONCALVES; ROMANO, 2016; HEFLER;
RODRIGUES; CERVI, 2011; WERYSZKO-CHMIELEWSKA et al.,
2012).

As plantas do género Plantago sdo popularmente conhecidas
como ervas medicinais desde os tempos antigos, sendo utilizadas para
problemas relacionados com os 6rgéos digestivos e respiratdrios, doencas
infecciosas e da pele e para o alivio da dor. Além disso, estudos
publicados na literatura indicam que certas espécies de Plantago
apresentam efeito citotoxico significativo em linhagens de células
tumorais (GALVEZ et al., 2005) e atividades antiviral (CHIANG et al.,
2002), antioxidante (GALVEZ et al., 2003; HEIMLER et al., 2007), anti-
inflamatéria (SAMUELSEN, 2000), analgésica (NUNEZ GUILLEN et
al., 1997) e antiespasmddica (FLEER; VERSPOHL, 2007).

Vérias industrias fitoterapicas da Indonésia comercializam
formulagdes farmacéuticas modernas produzidas de folhas de P. major
(KARTINI et al., 2014). Além de seu uso como erva medicinal, algumas
espécies de Plantago também sdo utilizadas na alimentacdo humana.
Normalmente, as folhas sdo consumidas como saladas frescas ou
utilizadas na elaboracdo de sopas. As sementes de algumas espécies
podem ser cozidas, ou moidas e adicionadas na elaboracgéo de pées e bolos
(BEARA et al., 2012; GONCALVES; ROMANO, 2016; HEIMLER et
al., 2007).

As plantas do género Plantago sdo cada vez mais utilizadas
como ingredientes de ra¢fes animais. Os efeitos positivos dessas plantas
no organismo animal consistem na melhoria do sabor e cheiro da ragéo,
regulacdo das funces digestivas, aumento da resisténcia a infec¢fes dos
animais e melhoria das caracteristicas da carne e da gordura
(WERYSZKO-CHMIELEWSKA et al., 2012).

As folhas e sementes de plantas do género Plantago também
sdo utilizadas pela industria cosmética. O suco fresco e infusfes aquosas
estabilizadas de P. lanceolata e P. major sdo utilizadas para o preparo de
cosméticos, com fungdes antissépticas, antibacterianas e adstringentes. O
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extrato das folhas de P. lanceolata é utilizado para produzir diferentes
produtos cosméticos, como cremes, loges e mascaras para peles oleosas
e acne (WERYSZKO-CHMIELEWSKA et al., 2012).

Dentro do género Plantago, a espécie mais renomada, usada
tanto na medicina tradicional como na medicina moderna é a P. major L.
(SAMUELSEN, 2000). No entanto, outras espécies vém sendo
investigadas e os estudos publicados indicam um alto potencial dessas
plantas como fonte de compostos biologicamente ativos. Apesar disso, a
maioria das espécies de Plantago ndo foi descrita até 0 momento em
termos de composi¢do fitoquimica e atividade biolégica (BEARA et al.,
2012).

1.1 Plantago major

As folhas da P. major tém sido utilizadas durante séculos em
diversas culturas ao redor do mundo. O médico grego Dioscorides
descreveu em “De matéria médica” o uso de folhas de P. major para
cicatrizacdo de feridas no século I. As folhas também eram prescritas para
0 tratamento de mordidas de cachorro (SAMUELSEN, 2000). A
capacidade de cicatrizacdo de feridas da P. major foi mencionada pelo
autor islamico Ibn EI Beithar nos séculos XIl e XIII (FLEURENTIN;
MAZARS; FELT, 1983). Os Vikings utilizavam as folhas de P. major
para fins de cicatrizacdo de feridas e 0 povo noruegués e sueco chamavam
esta planta de “groblad”, que significa “folhas de cura". As folhas de P.
major foram usadas no tempo de Shakespeare, sendo mencionadas em
"Romeu e Julieta”, Ato I, Cena Il (SAMUELSEN, 2000).

A P. major, pertencente & familia Plantagincea, € uma planta
herb4cea nativa da Europa e da Asia que atualmente encontra-se
distribuida pelo mundo em regiGes subtropicais com clima temperado
(WHO, 2010). A planta é vivaz, bianual ou perene, acaule, ereta e cresce
entre 20 e 30 cm de altura, podendo variar de acordo com a regido de
cultivo. As folhas sdo dispostas em roseta basal, ovaladas ou elipticas,
com margens irregulares (Figura 1). As flores sdo pequenas, dispostas em
inflorescéncia espigada ereta e colorago variando de marrom a verde. As
sementes possuem formato ovalado e sabor ligeiramente amargo. O
endosperma da semente tem paredes espessas, altamente celuldsicas, e
limen celular cheio de 6leo e proteina (HARRI LORENZI; MATOS,
2002; SAMUELSEN, 2000).
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No Brasil, a P. major é facilmente cultivada, sendo conhecida
popularmente por tansagem, transagem e tanchagem. A sua utilizacdo
como fitoterapico é reconhecida pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, sendo seu uso indicado como anti-inflamatério e antisséptico
da cavidade oral (ANVISA, 2011). Além disso, esta espécie compde a
Relac&o Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de
Saude — RENISUS (SUS, 2014).

Figura 1 - Plantago major

Fonte: Wikimedia, 2015.

1.1.1 Usos medicinais

A P. major é matéria prima para a produ¢do de medicamentos
e cosméticos comercializados em diversos paises. No entanto, essa planta
é utilizada especialmente como um medicamento caseiro. As formas mais
comuns de preparo sdo infusdo e maceracdo das folhas para aplicacéo
diretamente na pele (BLANCO; SABORIO; GARRO, 2008). A planta é
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empregada como expectorante, cicatrizante, adstringente, emoliente,
depurativa do sangue; antidiarreica, além de utilizada em inflamagGes
bucofaringeas, dérmicas, gastrintestinais e das vias urinarias. Em
gargarejos a P. major é usada contra inflamagdes da garganta, anginas e
gengivas sangrentas (BLANCO; SABORIO; GARRO, 2008;
SAMUELSEN, 2000).

As propriedades medicinais da P. major despertaram o
interesse de diversos pesquisadores em muitos paises. Os extratos obtidos
dessa matéria prima foram testados frente a diversas atividades
bioldgicas. A maioria dos testes tem sido realizada utilizando extratos
brutos sem a devida identificacdo dos compostos biologicamente ativos
(SAMUELSEN, 2000). A Tabela 1 apresenta alguns desses resultados.

Tabela 1 - Atividades biologicas descritas para a Plantago major

Atividade biolégica Autores

Atividade antioxidante Beara et al., 20092;080t§nisavljevic etal.,
Atividade anti-inflamatdria Tarel et al., 2009
Atividade antimicrobiana Metiner, 2012
Atividade antifungica Mccutcheon et al., 1994
Atividade antimalarica Weenen et al., 1990
Atividade antiviral Chiang et al., 2002
Atividade analgésica Nafez Guillén et al., 1997
Atividade moduladora Chiang et al., 2003
Atividade anticancer Kobeasy; El-Salam, 2011
Atividade hepatoprotetora Tdrel et al., 2009

Efeito antidepressivo Xu et al., 2004

Efeito anti-hipertensivo Nhiem et al., 2011

Efeito hipotensivo Schmeda-Hirschmann et al., 1992
Efeito hiperglicémico Rodriguez et al., 1994
Efeito diurético Doan et al., 1992

1.2 Plantago lanceolata

As propriedades medicinais da P. lanceolata sdo conhecidas
h& muito tempo, sendo que essa espécie ja era usada na ha China a 3000
anos. Na antiga Roma, Plinio, o Velho, recomendava essa planta como

31



um medicamento para 24 doencas. Na Italia, a resina de P. lanceolata foi
usada como incenso em rituais da igreja. As inflorescéncias desta espécie
eram misturadas com caules de outras plantas para produzir incensos que
depois eram queimados para perfumar roupas e quartos (WERYSZKO-
CHMIELEWSKA et al., 2012).

A P. lanceolata (Figura 2) é uma planta herbacea nativa da
Europa e da Asia que atualmente encontra-se distribuida pelo mundo. Na
regido Sul do Brasil ocorre no Rio Grande do Sul (especialmente leste do
planalto rio-grandense) e Parana. No Brasil, a P. lanceolata é conhecida
popularmente como carrijo, lingua-de-ovelha, tanchagem, tanchagem
rasura e tanchagem-menor (HEFLER; RODRIGUES; CERVI, 2011).

Figura 2 - Plantago lanceolata

Fonte: Africa Museum, 2015.
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A P. lanceolata cresce em solos Umidos, férteis, arenosos,
pedregosos e pode em alguns casos ser considerada uma cultura invasora.
A planta é perene, ocasionalmente anual, e cresce entre 15 e 83 cm de
altura, podendo variar de acordo com a regido de cultivo. As folhas sdo
acaules e apresentam-se em roseta, de formato linear e com margens lisas
com nervuras paralelinérveas. As flores sdo pequenas, dispostas em
inflorescéncia espigada ereta sobre haste floral (HEFLER; RODRIGUES;
CERVI, 2011). Apesar das diferencas apresentadas entre a P. lanceolata
(Figura 2) e a P. major (Figura 1), pode ocorrer confusdo na identificacao
das espécies (EMA, 2010).

1.2.1 Usos medicinais

Na Tabela 2 sdo apresentadas algumas propriedades
bioldgicas ja avaliadas para a P. lanceolata. As folhas frescas séo
tradicionalmente aplicadas na pele para picadas de abelhas, espinhas,
furdnculos e para a cicatrizacdo rapida de cortes. Além disso, sdo usadas
no preparo de infusdo ou decoccdo para o tratamento de dores de
estbmago, tuberculose, asma e bronquite (DALAR; TURKER,;
KONCZAK, 2012).

Tabela 2 - Atividades biologicas descritas para a Plantago lanceolata

Atividade biolégica Autores
Atividade antioxidante Beara et al., 2012
Atividade anti-inflamatéria Beara et al., 2012
Atividade antiviral Abdin, 2006
Atividade antiespasmddica Fleer; Verspohl, 2007
Atividade anti-Glcera Melese et al., 2011
Atividade citotoxica Beara et al., 2012
Atividade anti obesidade Yoshida et al., 2013
Efeito anti-mitotico Askin Celik; Aslantirk, 2006
Efeito anti-genotdxico Askin Celik; Aslanturk, 2006

A P. lanceolata pode ser utilizada também como pastagem
para a alimentagdo animal, pois apresenta um interessante valor
nutricional, além de efeitos terapéuticos desejaveis. Na medicina
veterindria existem diversas referéncias sobre seu uso como anti-
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helmintico (SIEVERS; NANNIG, 2006), indicios de efeitos antibioticos
na flora do rdmen e efeito diurético (RUMBALL et al., 1997).

1.3 Compostos bioativos de plantas do género Plantago

O interesse pelas plantas do género Plantago tem aumentado
nas Ultimas décadas por se tratar de um produto de origem natural que
pode ser empregado na formulacdo de alimentos funcionais,
medicamentos e cosméticos (GONCALVES; ROMANO, 2016;
WERYSZKO-CHMIELEWSKA et al., 2012). A Figura 3 representa a
estrutura quimica de alguns desses compostos presentes nas plantas do
género Plantago.

Figura 3 - Estrutura de alguns compostos com atividade bioldgica de
plantas do género Plantago

Flavonoides Glicosideos iridoides

HO, H
N
HO H
O-gluc
Baicaleina: Rt=H; R2=0H; R3=H Aucubina
Acido cafeico Monoterpenos
OH
(0]
HO
X OH
HO

Linalol

Fonte: Wikimedia (2015).
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Estudos fitoquimicos tém demonstrado que essas plantas
apresentam  diversos compostos biologicamente ativos como
polissacarideos, lipidios, flavonoides, compostos fenodlicos, glicosideos
iridoides, monoterpenos, triterpenos (BLANCO; SABORIO; GARRO,
2008; CHIANG et al, 2003; GONCALVES; ROMANO, 2016;
SAMUELSEN, 2000), compostos benzoicos (CHIANG et al., 2003),
taninos, saponinas e esterdis (GRUBESIC et al., 2005). Entre esses
compostos, o0s glicosideos iridoides, glicosideos fenilpropanoides,
flavonoides e acidos fenilcarboxilico tém sido utilizados como
marcadores taxondmicos para o género Plantago (JANKOVIC et al.,
2012; RONSTED et al., 2003).

A baicaleina (Figura 3), baicalina e luteolina sdo exemplos de
flavonoides identificados nas plantas do género Plantago. Os flavonoides
sdo conhecidos por apresentarem atividades antiviral, antialérgica e anti-
inflamatdria, acdes vasodilatadoras, bem como pela sua capacidade de
induzir a morte de células de carcinoma (BEARA et al., 2009).

Outros constituintes de destacada importancia sdo o0s
glicosideos iridoides. O glicosideo aucubina (Figura 3) foi identificado
nas folhas, flores e caule de plantas do género Plantago. As atividades
antibacteriana e anti-inflamatoria dessas plantas podem ser associadas a
presenca dessa substancia (BLANCO; SABORIO; GARRO, 2008).

Os compostos fendlicos sollveis em agua (acido cafeico,
clorogénico e fertlico) de plantas do género Plantago exibiram atividades
antivirais contra o virus da herpes simples e adenovirus (CHIANG et al.,
2002). Chiang et al. (2003) verificaram que o monoterpeno linanol
apresenta atividade imunomoduladora (Figura 3).

A aplicacdo de folhas de P. major em queimaduras permite o
alivio da dor e auxilia no processo de cicatrizagdo. Essas propriedades sao
atribuiveis ao conteido de taninos, com funcdo cicatrizante e hemostatica,
e seu conteddo de alantoina. A alantoina é uma substancia caracterizada
pela estimulagdo da regeneragéo das células da epiderme. Esse composto
é utilizado na composicdo de cremes para a pele e é de grande interesse
da industria de cosméticos (BLANCO; SABORIO; GARRO, 2008;
FAROKHI; KHANESHI, 2013).

As propriedades medicinais apresentadas pelas plantas do
género Plantago ndo se devem exclusivamente a um Gnico constituinte
quimico, mas sim a interagdo dos varios constituintes. As atividades
bioldgicas apresentadas por essa planta sdo produtos da agdo em conjunto
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das diferentes substancias e de seu efeito sinérgico (BLANCO;
SABORIO; GARRO, 2008; SAMUELSEN, 2000).

2. OBTENGAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

A Figura 4 representa um esquema basico para a obtencéo e
avaliacdo de compostos bioativos de plantas. A primeira etapa desse
processo consiste na extracdo dos compostos de interesse. A extracdo é
uma operacao unitaria que tem por objetivo a separacao de determinadas
substancias a partir de diversas matrizes, solidas ou liquidas, através de
processos quimicos, fisicos ou mecanicos (EGGERS; JAEGER, 2003).
Nos processos de extracdo, a escolha do solvente, a temperatura e a a¢do
mecanica (agitacdo e pressdo) sdo importantes. A extracdo é influenciada
pela estrutura molecular do soluto, o tamanho, localizag&o e a sua ligacéo
com outros componentes da matriz. As caracteristicas quimicas do
solvente e a estrutura e composi¢do do produto natural asseguram que
cada sistema material-solvente mostre comportamento particular, o qual
ndo pode ser previsto facilmente. Os processos extrativos dependem em
grande parte dos fenbmenos de transferéncia de massa, sendo que a
renovacao do solvente desempenha um papel importante na velocidade
da dissolugdo, bem como a agitacdo pode determinar a duracdo do
processo extrativo (SOARES et al., 1998; TSAO; DENG, 2004).

A extracdo com solvente organico ou agua e a extracdo
liquido-liquido j& séo incorporados na obtengdo de compostos naturais,
enquanto que a extracdo com fluido supercritico e subcritico e extracao
assistida por micro-ondas sdo métodos alternativos ainda pouco utilizados
no Brasil e que podem ser utilizados para novas aplicagdes ou aplicacbes
melhoradas nas industrias de alimentos, farmacos e cosméticos. Cada uma
destas técnicas apresenta vantagens e desvantagens. E importante lembrar
gue 0 método de extracdo a ser selecionado para o processamento dos
produtos naturais deve levar em conta trés fatores principais: (i) obtencdo
de produto diferenciado do existente no mercado (qualidade, atividade
biologica, composicdo quimica, estabilidade, auséncia de traco de
solvente, etc.), (ii) custo de manufatura mais vantajoso (maior
rendimento, menor tempo, menor consumo de energia), e/ou (iii) reducdo
no impacto ambiental. No Capitulo 3 do presente trabalho estdo descritos
0s métodos de extracdo com solventes organicos e extracdo supercritica
com didxido de carbono, enquanto que no Capitulo 4 estéo apresentados
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0s métodos de extragdo com &gua subcritica e extracdo assistida por
micro-ondas.

Figura 4 - Esquema bésico para a avaliacdo de compostos bioativos de
plantas.
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A avaliagdo dos extratos obtidos é outra etapa importante,
sendo possivel verificar os extratos mais ativos. Para isso 0s extratos sao
submetidos a testes bioldgicos, selecionados com base na sua suposta
bioatividade. Os testes in vitro sdo rapidos e requerem pequenas
guantidades de amostra e por isso sdo frequentemente utilizados. Uma vez
verificada a atividade biol6gica, os compostos bioativos devem ser
identificados e para isso existem diversos métodos cromatogréaficos. Apés
a identificacdo dos compostos presentes nos extratos, deve-se tentar

correlacionar os compostos e sua funcionalidade (BRUSOTTI et al.,
2014).
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14 Atividade antioxidante

Nas Ultimas décadas tem sido um desafio para os produtores
de alimentos garantir a seguranca alimentar e atender as exigéncias dos
consumidores particularmente preocupados com a salde e conscientes
dos possiveis efeitos dos aditivos sintéticos usados na conservacdo dos
alimentos. Neste contexto, aumenta a procura por novos agentes
antioxidantes e antimicrobianos que possam garantir a seguranca e, ao
mesmo tempo, atender a demanda para a conservacdo de atributos
nutricionais e de qualidade e que possam ser utilizados sozinhos ou em
combinagdo com outra tecnologia (PAPETTI, 2012; SULTANBAWA,
2011).

A capacidade antioxidante esta relacionada com a presenca de
compostos capazes de proteger um sistema bioldgico contra o efeito
potencialmente nocivo de processos ou reacdes que envolvem espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio. Devido aos diferentes tipos de radicais
livres e as suas diferentes formas de atua¢do nos organismos Vivos,
dificilmente existird um método simples e universal pelo qual a atividade
antioxidante possa ser medida precisa e quantitativamente (ALVES et al.,
2010). Por isso, as metodologias para a determinacdo da capacidade
antioxidante sdo numerosas e baseadas em fundamentos diversos
(KARADAG; OZCELIK; SANER, 2009).

O método do radical DPPH se baseia na medida da
capacidade antioxidante de uma determinada substancia em sequestrar o
radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina. Quando uma determinada
substancia que age como doador de atomos de hidrogénio é adicionada a
uma solucdo de DPPH, ocorre uma mudanca na coloracdo de violeta a
amarelo palido. Esse método € um dos mais utilizados por sua facilidade,
precisdo e reprodutibilidade na avaliagdo da atividade antioxidante de
sucos de frutas, extratos vegetais e substancias puras (ALVES et al., 2010;
BORGES et al., 2011; SUCUPIRA et al., 2014).

O método de branqueamento do B-caroteno trata-se de um
ensaio espectrofotométrico baseado na oxidagdo (descolorag¢do) do f-
caroteno, induzida pelos produtos da degradacdo oxidativa do acido
linoleico. Este método tem sido amplamente utilizado para avaliar a
atividade antioxidante de extratos vegetais e sucos de frutas. No entanto,
a utilizacdo do meio emulsionado pode interferir nos valores de
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absorbancia causando baixa reprodutibilidade (ALVES et al., 2010;
BORGES et al., 2011; SUCUPIRA et al., 2014).

O método do radical ABTS baseia-se na reducdo do ABTS*
a ABTS pela a¢do de um composto antioxidante, o que acarreta a perda
da coloracdo do meio reacional. Com a perda de cor, a porcentagem de
inibicdo do ABTS** é determinada em funcdo do Trolox, um padrdo
submetido as mesmas condi¢des de analise do antioxidante. O método
pode ser utilizado para o estudo de antioxidantes hidrossolUveis e
lipossoluveis, compostos puros e extratos vegetais (ALVES et al., 2010;
BORGES et al., 2011; SUCUPIRA et al., 2014).

Considerando os pontos fortes, pontos fracos e aplicabilidade
de cada tipo de ensaio, atualmente preconiza-se a utilizacéo de duas ou
mais técnicas, ja que nenhum ensaio usado isoladamente para determinar
a capacidade antioxidante ird refletir exatamente a “capacidade
antioxidante total” de uma amostra (BADARINATH et al.,, 2010;
KARADAG; OZCELIK; SANER, 2009).

15 Atividade antimicrobiana

Os consumidores estdo cada vez mais interessados em
alimentos seguros e de alta qualidade, fato que pode ser atribuido em parte
a ampla disponibilidade e acessibilidade a informacGes e dados sobre
salde, bem como pela crescente ocorréncia de surtos de doengas de
origem alimentar causadas por micro-organismos patogénicos. A
inativacdo ou inibi¢do do crescimento de micro-organismos patogénicos
e deteriorantes ¢ um desafio consideravel, visto que ha uma preocupacao
crescente por parte dos consumidores em relagdo ao uso de conservantes
guimicos e antimicrobianos artificiais (TAJKARIMI; IBRAHIM,;
CLIVER, 2010).

As vantagens esperadas da utilizacdo de antimicrobianos
naturais incluem a reducéo da dependéncia total de antibidticos, a reducéo
do desenvolvimento da resisténcia aos antibi6ticos por micro-organismos
patogénicos, o controle de contaminac¢des cruzadas por patdégenos de
origem alimentar, o0 melhoramento da tecnologia de preservagdo de
alimentos e o fortalecimento do sistema imunolégico em humanos
(VOON; BHAT; RUSUL, 2012).

Atualmente, existem varios métodos para avaliar a atividade
antimicrobiana e antiflngica dos extratos vegetais. Os mais conhecidos
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incluem método de difusdo em &gar e métodos de macrodiluicdo e
microdiluicdo. O método de difusdo em agar é um método qualitativo,
amplamente utilizado na selecdo dos extratos dos quais se deseja
determinar a atividade antimicrobiana. Através deste método verifica-se
a capacidade do extrato de inibir ou ndo o crescimento do micro-
organismo de interesse (VIEIRA, 2005). A atividade antimicrobiana de
extratos vegetais é avaliada através da concentracdo minima inibitoria
(CMI), que consiste na determinacdo da quantidade de substancia
necesséria para inibir o crescimento do micro-organismo testado
(OSTROSKY et al., 2008).

3. CONSIDERACOES A RESPEITO DO ESTADO DA ARTE

A busca por compostos bioativos de alta qualidade
impulsiona as pesquisas envolvendo plantas e outras fontes naturais. No
entanto, cada vez mais se busca uma producgdo mais limpa e com menos
geracdo de residuos, garantindo que os fabricantes assumam uma maior
responsabilidade para os produtos que eles produzem.

Nos processos de obtengdo dos compostos bioativos o uso de
solventes é fundamental. Como usualmente os solventes ndo sdo
incorporados ao produto final é necessaria uma ou mais etapas para a sua
remogdo, 0 que pode gerar uma grande quantidade de residuo. Em tese,
0s solventes podem ser reciclados, porém durante sua eliminacéo ocorrem
perdas para 0 meio ambiente. Desta forma, as pesquisas buscam solventes
alternativos que tenham um ciclo funcional mais verde, reduzindo o
impacto ambiental e que também garantam a obtencdo de produtos de
gualidade. Neste contexto, podemos destacar o uso dos fluidos
supercriticos e da &gua.

As matérias-primas estudadas neste trabalho, P. major e P.
lanceolata, sdo reconhecidas na medicina popular devido as suas acdes
terapéuticas. Como citado na revisdo bibliografica, o uso da P. major é
reconhecido Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e esta espécie
compde a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS.
O interesse nessas plantas é devido aos diversos compostos bioativos
presentes em sua composicdo, podendo-se destacar seu potencial
antioxidante e antimicrobiano.

Tais relatos justificam o estudo de diferentes técnicas de
extracao para a obtencao de extratos bioativos de P. major e P. lanceolata.
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Muitos sd8o os estudos a respeito das atividades antioxidante e
antimicrobiano dessas plantas. No entanto, até o0 momento ndo foram
encontrados trabalhos sobre P. major e P. lanceolata que reportem o
estudo de diferentes métodos de extragdo na obtencdo de extratos
bioativos, buscando preferencialmente processos que permitam maiores
rendimentos, potencializacdo das atividades biolégicas e menor impacto
ambiental.
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Capitulo 3

EXTRACAO SUPERCRITICA DE Plantago major E Plantago
lanceolata
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1. INTRODUCAO

A sustentabilidade dos processos empregados para extrair e
purificar compostos bioativos € um tema cada vez mais relevante. Os
métodos mais modernos de extragdo visam a utilizacdo de solventes
alternativos, com minimizacdo da geracdo de residuos, reducdo do
consumo de energia e de operagdes unitarias, fomentando a
automatizacao dos processos e produzindo extratos de maior qualidade.
Dessa forma, novos processos de extracdo respeitadores do ambiente que
proporcionam altos rendimentos associados a extratos bioativos sédo
preferiveis a protocolos convencionais de extracdo. Entre estas
tecnologias, a extragdo com fluido supercritico (ESC) € bastante utilizada
na obtencao de compostos bioativos a partir de fontes naturais, oferecendo
diversas vantagens em relagéo aos procedimentos de extracao tradicionais
(HERRERO et al., 2015).

O Capitulo 3 do presente trabalho objetiva avaliar o emprego
da extracdo supercritica na obtencdo de compostos bioativos de P. major
e P. lanceolata. Métodos tradicionais de extragdo também foram
utilizados com a finalidade de compara¢do com os dados obtidos por
ESC. O trabalho experimental do Capitulo 3 desse trabalho foi realizado,
em sua maioria, no Laboratério de Termodindmica e Extracdo
Supercritica (LATESC) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Extracdo com solventes organicos

A extracdo com solventes consiste basicamente na exposicao
da matéria-prima pré-tratada a diferentes solventes, o que resulta na
extracdo de compostos de interesse. Para a utilizagdo dos extratos,
especialmente em aplicacbes em alimentos, as amostras devem ser
submetidas a operacOes posteriores, como filtracdo, centrifugacdo e
remog&o do solvente (JOANA GIL-CHAVEZ et al., 2013; STARMANS;
NIJHUIS, 1996).

Nos processos de extracdo diversos solventes podem ser
usados, como hexano, éter, cloroférmio, acetonitrila, benzeno e etanol,
podendo ser utilizados puros ou em misturas com diferentes proporgoes
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de &gua. Estes solventes podem ser empregados para a extragdo de
compostos organicos polares e apolares, tais como alcaloides, pesticidas
organoclorados, fendis, hidrocarbonetos aromaticos, &cidos graxos e
6leos, entre outros. No entanto, alguns desses solventes sdo toxicos para
0s seres humanos e perigosos para 0 meio ambiente e devem ser utilizados
com cuidado (JOANA GIL-CHAVEZ et al., 2013; STARMANS;
NIJHUIS, 1996).

As técnicas classicas de extracdo com solventes organicos
utilizadas para a extracdo de compostos bioativos de produtos naturais
incluem Soxhlet, hidrodestilagdo e maceragdo. Outras técnicas foram
desenvolvidas para aprimorar a extracdo de compostos nutracéuticos de
produtos naturais, como a extragdo assistida por ultrassom e a extracdo
assistida por micro-ondas (WANG; WELLER, 2006). Nesse capitulo
serdo apresentadas as técnicas de extragdo em Soxhlet e extragao assistida
por ultrassom.

2.1.1. Soxhlet

O extrator Soxhlet foi desenvolvido em 1879 e esta técnica
vem sendo considerada como uma metodologia padrdo por mais de um
século. Nessa técnica, a seletividade é unicamente influenciada pela
escolha do solvente. A extracdo com Soxhlet apresenta diversas
vantagens. Nesse processo a amostra estd sempre em contato com o
solvente, havendo a constante renovacgao do solvente. Além disso, ndo ha
necessidade de filtracdo ao término da extragdo, a metodologia é simples
e 0 equipamento apresenta baixo custo. (LUQUE DE CASTRO;
PRIEGO-CAPOTE, 2010).

As maiores desvantagens da extragdo com Soxhlet em
comparacdo a outras técnicas sdo o longo tempo necessario para a
extracdo e a grande quantidade de solvente utilizado. A amostra
geralmente é extraida no ponto de ebuligdo do solvente durante longos
periodos, 0 que pode resultar na decomposicdo térmica das espécies
termolabeis. Além disso, para a recuperacdo do extrato ha a necessidade
de eliminacdo do solvente, que pode ser incompleta (LUQUE DE
CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).
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2.1.2. Extracdo assistida por ultrassom

A extragdo assistida por ultrassom proporciona maiores
rendimentos de extracdo, utilizando menos solvente e de forma mais
rapida do que extracdo com solventes organicos por meio de Soxhlet e
maceracao. Além disso, possibilita a extracdo de compostos termicamente
sensiveis (LUQUE-GARCIA; LUQUE DE CASTRO, 2003). Esse
método tem sido utilizado para a obtencdo de varios compostos de
produtos naturais, como proteinas, agucares, complexos polissacarideos-
proteinas, 6leos, antioxidantes, entre outros. Assim como a técnica de
Soxhlet, a seletividade € unicamente influenciada pela escolha do
solvente (JOANA GIL-CHAVEZ et al., 2013).

A maior eficiéncia de extracdo desse método esta relacionada
com o fendmeno chamado de cavitacdo acustica. Quando a intensidade
do ultrassom é suficiente, os ciclos de expansdo podem criar cavidades ou
microbolhas no liquido. Uma vez formadas, as bolhas irdo absorver a
energia das ondas sonoras e expandir durante os ciclos de expansdo e
comprimir durante o ciclo de compressdo. Na etapa de compressao, 0s
gases e vapores ndo retornam completamente para o liquido, resultando
em aumento efetivo do tamanho da cavidade durante os ciclos seguintes
de compressdo e expansdo até que seja atingido seu diametro critico,
entrando em violento colapso. O colapso das bolhas transientes provoca
a liberacdo de grande quantidade de energia, gerando temperaturas e
pressdes locais instantaneas muito elevadas. Dessa maneira, a implosédo
das bolhas de cavitacdo pode atingir a superficie da matriz sélida e
desintegrar as células, causando a liberacdo dos compostos de interesse
(JOANA GIL-CHAVEZ et al., 2013; SORIA; VILLAMIEL, 2010).

As principais desvantagens apresentadas por esse método
estdo associadas a utilizacdo de solventes organicos e da necessidade de
etapas posteriores de recuperacdo do extrato, como filtracdo ou
centrifugacdo e eliminacdo do solvente. Além disso, a otimizagdo das
variaveis de processo tempo, temperatura e frequéncia é necessaria para
manter a estabilidade dos compostos, evitando degradacdes e perdas de
atividade (JOANA GIL-CHAVEZ et al., 2013).
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2.2. Extracdo com fluidos supercriticos (ESC)

Um fluido supercritico é qualquer substancia a uma
temperatura e pressdo acima de seu ponto critico termodinamico. Os
fluidos supercriticos sdo os Unicos solventes que podem ter seu poder de
solvatagdo controlado por pequenas alteracbes na pressdo e/ou
temperatura. Sua massa especifica é muito maior do que aquela dos gases
tipicos e ligeiramente menor do que aquelas dos liquidos. Por outro lado,
a viscosidade do fluido supercritico assemelha-se a dos gases, e é muito
menor do que a dos liquidos. Esta caracteristica assegura a capacidade
elevada da fase fluida para a transferéncia de massa, fazendo com que 0s
fluidos supercriticos sejam escolhidos como solventes de extragcdo
(BRUNNER, 1994).

As aplicagbes da extragdo com fluidos supercriticos na
industria de alimentos, de farmacos e de cosméticos sdo indmeras. Alguns
exemplos de processos consolidados que utilizam a extracdo com fluido
pressurizado sdo: a remocdo de nicotina do tabaco e cafeina do café e
chés, extracdo de aromas, 6leos essenciais e antioxidantes, extragéo de
6leos de sementes oleaginosas, extracdo de ervas medicinais e producao
de extrato de lipulo para a producdo de cervejas. O Unico residuo
acumulado ao final do processo ESC é o solido do qual foi extraido o
soluto. Como a matéria-prima é uma matriz bioldgica ou parte desta, o
residuo pode ser incorporado ao solo sem prejuizo ao meio-ambiente. Em
alguns casos, como na extragdo da cafeina do café, tanto o residuo (graos
de café descafeinados) quanto o extrato (cafeina) sdo produtos
comercializaveis (HERRERO et al., 2010; MUKHOPADHYAY, 2000).

A selecdo do solvente no processo de extragdo com fluido
supercritico é muito importante, vista a vasta gama de substancias que
podem ser utilizadas nessa técnica. No entanto, apesar da diversidade de
substancias que podem ser utilizadas como solvente nesse método de
extracdo, a maioria dos processos emprega o didxido de carbono
(DAINTREE; KORDIKOWSKI; YORK, 2008).

O dioxido de carbono (CO-) é barato, ecoldgico, seguro e
apresenta alta difusividade. A temperatura e presséo critica do CO2 (31,1
°C e 7,38 MPa) sao favoraveis no processo por permitirem a extragao de
compostos termicamente labeis ou compostos facilmente oxidaveis. Além
disso, em temperatura e pressao ambiente 0 CO, é gasoso, 0 que torna a
recuperacdo dos compostos muito simples e livre de solventes

46



(BRUNNER, 1994; HERRERO et al., 2010). Todavia, devido a sua baixa
polaridade, o0 CO; ndo é eficiente na extracdo de compostos polares de
matrizes (HERRERO; CIFUNTES; IBANEZ, 2006).

No processo de extragdo, as moléculas polares sdo pouco
solubilizadas no CO; supercritico e dessa forma, seu rendimento de
extracdo é baixo. Para aumentar a extragdo de moléculas polares podem
ser utilizados modificadores, os quais devem ser adicionados ao solvente
supercritico apenas em pequenas quantidades. Esse fendmeno € atribuido
ao aumento da solubilidade devido a acdo conjunta dos componentes,
sendo chamado de efeito cossolvente. O etanol é o cossolvente ou
modificador mais utilizado nos processos de extragao supercritica devido
a sua baixa toxicidade e sua miscibilidade no CO, (DAINTREE;
KORDIKOWSKI; YORK, 2008; JOANA GIL-CHAVEZ et al., 2013).

2.2.1. Procedimento de extracdo

A técnica de extracdo é baseada no contato entre um leito fixo
da amostra com um solvente em estado supercritico, sendo um processo
de separacdo fisica que remove um soluto ou mistura de solutos da fase
solida, consistindo de duas etapas principais: extracdo e separacdo do
extrato do solvente. A Figura 5 ilustra um esquema simplificado do
processo de ESC.

O solvente pressurizado escoa continuamente através do leito
de particulas. A matriz sélida o absorve e sua estrutura celular se dilata,
sendo que a resisténcia ao transporte de massa diminui. Na etapa de
difusdo, os componentes solubilizados sdo transportados para a superficie
do solido. Paralelamente, os compostos sollveis sdo dissolvidos pelo
solvente. Estes componentes dissolvidos fazem parte da fase fluida e
escoam para a saida do extrator. Ap6s a extracdo ocorre a etapa de
separacdo em que a pressdo do sistema é reduzida, o poder de
solubilizacdo do solvente extrato diminui drasticamente e o soluto
precipita. Apds a separacdo, o solvente pode ser recirculado no sistema
(BRUNNER, 1994; PEREIRA; MEIRELES, 2010).

Os parametros que afetam o processo de extragao supercritica
podem ser divididos em dois grupos principais. O primeiro grupo inclui
caracteristicas especificas do material, como massa especifica, diametro
do poro, porosidade, geometria e teor de umidade. O segundo grupo inclui
pardmetros do processo como pressdo e temperatura de extracéo, vazdo
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do solvente, tempo, temperatura e pressio de separacio (MARTINEZ;
VANCE, 2007).

A extracdo com fluidos supercriticos tipicamente utiliza
pressbes entre 20 e 50 MPa, temperaturas de até 80 °C, razdo de
alimentacdo de solvente entre 6 e 30 kg de CO por kg de amostra e adi¢éo
méaxima de 20 % de cossolvente (KASSING et al., 2010). O tempo do
processo de ESC varia de acordo com as caracteristicas da matéria-prima,
equipamento e condi¢cdes de operacdo, sendo definido com base nas
informacBes fornecidas pelo comportamento cinético da extracdo
(BRUNNER, 1994). A representacdo da cinética da ESC é feita através
da construcédo da curva global de extracéo.

Figura 5 - Fluxograma simplificado do processo de ESC
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Fonte: Suflux, 2014.

2.2.2. Curvas globais de extracao

A curva de extracdo é um grafico da massa acumulada ou
rendimento de extrato em funcdo do tempo de extragdo ou quantidade de
solvente. A curva obtida depende dos pardametros de processo e dos
fendmenos que ocorrem no leito fixo durante a extracdo. So varios 0s
fatores que afetam o comportamento das curvas de extragdo, como por
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exemplo vazdo de solvente utilizada e tamanho da particula formadora do
leito. Desta forma, é dificil fazer a comparacdo entre curvas obtidas a
partir de matérias-primas diferentes e de diferentes equipamentos, mas as
informagdes que elas podem fornecer, como a duracdo da velocidade
constante de extracdo, sdo Uteis para comparar uma série de experimentos
com 0 mesmo substrato e 0 mesmo equipamento (BRUNNER, 1994). Na
Figura 6 pode ser observado um exemplo de uma curva de extragdo com
0s trés periodos de extragdo.

Figura 6 - Exemplo de uma curva de extracao.
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De acordo com a literatura, as curvas de extracdo sdo
divididas em trés periodos: (1) periodo de velocidade constante de
extracdo (CER); (2) periodo de velocidade decrescente de extracdo (FER)
e (3) periodo difusional. Cada periodo é controlado por diferentes
mecanismos de transferéncia de massa (MEZZOMO; MARTINEZ;
FERREIRA, 2009; PEREIRA; MEIRELES, 2010; SOVOVA, 1994;
TALANSIER et al., 2008). No periodo CER, o soluto esta facilmente
acessivel na superficie das particulas da matriz. Nesta situacéo o processo
de transferéncia de massa é controlado pela convecgdo (escoamento do
solvente). Em geral, este periodo pode ser caracterizado pelos seguintes
parametros: tcer (duracdo do periodo CER, s); Ycer (razdo massica de
soluto na saida do leito); Mcer (velocidade de transferéncia de massa, kg
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s1) e Rcer (rendimento do periodo CER). No periodo FER, a taxa de
transferéncia de massa decresce rapidamente como resultado da
diminuicdo da area efetiva de transferéncia de massa e passa a ser
significativo o processo de transferéncia de massa por difuséo. O periodo
difusional € caracterizado pela auséncia de soluto facilmente acessivel na
superficie das particulas e predominio do fenémeno difusivo no sélido.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Amostras
3.1.1. Plantago major

A amostra P. major utilizada para as extracdes foi adquirida
junto a empresa Cha & Cia Ervas Medicinais. Como pode ser observado
na Figura 7, a matéria-prima era composta pelas partes aéreas da planta,
contendo folhas, talos e sementes. As plantas foram produzidas no Brasil,
colhidas em agosto de 2012 e secas em estufa. As amostras recebidas no
laboratério foram moidas em moinho tipo Willey (De Leo, Porto
Alegre/RS - Brasil), empacotadas em saco plastico identificado e
armazenadas em congelador doméstico a -18 °C.

Figura 7 - Foto da amostra de Plantago major utilizada nos
experimentos.

Fonte: a autora.
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3.1.2. Plantago lanceolata

A amostra P. lanceolata utilizada para as extragdes foi
adquirida junto a empresa Kampo de Ervas Indistria e Comércio LTDA
ME. Como pode ser observado na Figura 8, a matéria-prima era composta
pelas partes aéreas da planta, contendo folhas e talos. As plantas foram
produzidas no Brasil, colhidas em janeiro de 2013 e secas a sombra. As
amostras recebidas no laboratério foram moidas em moinho tipo Willey
(De Leo, Porto Alegre/RS - Brasil), empacotadas em saco plastico
identificado e armazenadas em congelador doméstico a -18 °C.

Figura 8 - Foto da amostra de P. lanceolata utilizada nos experimentos

Fonte: a autora.

3.1.3. Determinacéo do teor de umidade e substancias volateis

O teor de umidade e substancias volateis das amostras foi
determinado de acordo com a metodologia proposta pela AOAC (2005).
O método n°® 925.09 se fundamenta na perda de umidade e substancias
volateis em estufa a 105 °C. O procedimento foi realizado em duplicata e
0s resultados expressos em porcentagem + desvio padréo.
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3.1.4. Determinacéo do diametro médio de particula

O diametro médio de particula foi determinado em acordo
com o célculo proposto por Gomide (1983). Em peneiras da série Tyler
de mesh -24/+48 foram adicionadas 100 g de amostra. O conjunto foi
agitado por 30 min e ap0s esse tempo, mediram-se as massas retidas sobre
cada peneira. As EquacBes 1 e 2 foram utilizadas para o célculo do
didmetro médio de particula.

1)
d, =
m. (2)
Al;= L
M
Onde:

ds: diametro médio superficial das particulas;
m;: massa de amostra retida na peneira i;

di: didametro da peneira i;

n: nimero total de fracGes.

3.1.5. Determinacéo da massa especifica real

A massa especifica real (pr) das amostras de P. major e P.
lanceolata foi determinada no Laboratério de Termodinamica e Extracéo
Supercritica (LATESC), utilizando a técnica de picnometria em gés hélio,
qual segue o principio de Arquimedes de deslocamento de fluidos, com o
uso do equipamento AccuPyc Il 1340 da Micrometrics. A utilizacdo dessa
técnica em geral apresenta bons resultados, uma vez que o gas hélio
penetra nos poros da matriz vegetal devido a sua baixa tenséo superficial
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sem alterar as caracteristicas das particulas. Os resultados foram
expressos em g cms.

3.1.6. Caracterizagdo do leito de particulas

A massa especifica aparente (pa) foi determinada por meio da
relacdo entre a massa de amostra utilizada nas extra¢fes e o volume do
leito ocupado.

A porosidade total do leito de particulas (¢) foi calculado com
os dados da massa especifica real (pr) obtida na se¢do 3.1.5 e a massa
especifica aparente (pa) por meio da Equagéo 3.

e=1_Pa @3)
Pr

3.2. Extracdo com solventes organicos

Os processos de extracdo empregando solventes organicos
das plantas de P. major e P. lanceolata foram efetuados pelos métodos de
Soxhlet e ultrassom. Essas extracfes objetivam fornecer resultados
comparaveis aos obtidos com extracdo supercritica em termos de
rendimento e atividade bioldgica. Além disso, a sele¢do do cossolvente
empregado na extragdo supercritica foi realizada com base nesses
resultados.

3.2.1. Extracao Soxhlet

A extracdo Soxhlet foi realizada de acordo com o método n°
920.39C da AOAC (2005). Nas extra¢fes com P. major utilizaram-se 0s
solventes organicos hexano, diclorometano, acetato de etila, etanol e
metanol. Baseando nos resultados obtidos nas extra¢cdes com P. major e
também buscando reduzir a utilizacdo de solventes toxicos, as extracdes
de P. lanceolata foram realizadas utilizando apenas os solventes hexano,
etanol e metanol. A Tabela 3 apresenta as polaridades dos solventes
empregados.
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O sistema Soxhlet consiste em um extrator que é acoplado na
extremidade inferior a um baldo e na extremidade superior a um
condensador. Para cada extracdo, 5 g de amostra foram envolvidos em um
cartucho de papel filtro e inseridos no extrator. O baldo foi preenchido
com 150 mL de solvente, o que corresponde a uma proporcao de amostra-
solvente igual a 1:30 (v/v).

Tabela 3 - indice de polaridade de solventes utilizados nos processos de
extracdo em Soxhlet.

Solvente Indice de polaridade
Hexano 0,0
Diclorometano 3.1
Acetato de etila 4.4
Etanol 52
Metanol 6,6

Fonte: Byers (2009).

No processo de extracdo o solvente é aquecido até sua
temperatura de ebuli¢cdo por uma manta. O vapor do solvente sobe até o
condensador, resfria e condensa gotejando sobre a matriz vegetal,
solubilizando os compostos. Quando a mistura soluto/solvente preenche
0 sifdo, este é esvaziado, retornando ao baldo onde é novamente aquecido
e 0 processo de refluxo é repetido até o final de extragdo. As extracOes
foram realizadas durante 6 h, em duplicata e a eliminacéo do solvente foi
realizada em rotaevaporador a °C com arrefecimento (Fisatom, Brazil),
sob véacuo de 400 mmHg e rotacdo de 50 rpm. Os extratos foram
acondicionados em frascos ambar, armazenados em congelador
domeéstico a -18 °C e os resultados de rendimento expressos como média
* desvio padréo.

3.2.2. Extracdo assistida por ultrassom

A extracao assistida por ultrassom das amostras de P. major
e P. lanceolata foi realizada em acordo com Vinatoru (2001) e Andrade
et al. (2012). Os solventes organicos hexano, diclorometano, acetato de
etila, etanol e metanol e duas misturas etanol/agua nas proporc¢des 50/50
e 70:30 (v/v) foram utilizados nas extragdes com a P. major. Para as
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extracbes com a P. lanceolata os solventes utilizados foram hexano,
etanol e metanol, etanol/agua na proporg¢éo 70:30 (v/v).

Em um baldo de 250 mL foram adicionados 7 g de amostra e
210 mL de solvente, 0 que corresponde a uma proporgdo de amostra-
solvente igual & 1:30. O baléo foi acoplado a um condensador de bolas, e
este, por sua vez, conectado a um banho refrigerado. O conjunto foi
submetido a banho indireto em ultrassom (USC-700/55 kHz, Unique
Ltda., Indaiatuba/SP, Brasil) utilizando uma lavadora ultrassénica por 45
min.

Apo6s o tempo de extracdo estabelecido, o sistema foi filtrado
e realizou-se a eliminacdo dos solventes em rotaevaporador (Fisatom,
Brazil) com arrefecimento, sob vacuo de 400 mmHg, rotagéo de 50 rpm
e temperatura de 50 °C. Os extratos foram acondicionados em frascos
ambar e armazenados em congelador doméstico a -18 °C. As extracdes
foram realizadas em duplicata e os rendimentos expressos como média +
desvio padrdo.

3.3. Extracdo com fluidos supercriticos

Nos experimentos com fluido supercritico foi utilizado o
método dindmico de extracdo, que é caracterizado pela passagem
continua do solvente supercritico pela matriz soélida, tanto nos
experimentos cinéticos como na determinacdo do rendimento global de
extracdo.

3.3.1. Unidade de extracéo supercritica

O equipamento de ESC utilizado foi desenvolvido pelo
Laboratério Thermische Verfahrenstechnik da Technische Universitét
Hamburg-Harburg (TUHH), na Alemanha e esta representado na Figura
9. A unidade de extracdo opera até uma pressdo maxima de 30 MPa e
vazdes de solvente de 1,67 a 36,67 g mint! (ZETZL; LOZANO;
BRUNNER, 2007).

O sistema da Figura 9 consiste em:

1 - Cilindro de COg;

2 - Reservatoério de cossolvente;
3- Coluna de extracao;

4- Frasco coletor;
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5- Bomba de COy;

6- Bomba de cossolvente;

7- Rotametro;

8 - Compressor de ar;

9 - Banho de resfriamento do CO3;

10 - Banho de aquecimento;

11 - Banho de aquecimento da coluna de extrag&o.

Figura 9 - Diagrama da unidade de extracdo

M3

V3 V4

A identificacdo das valvulas é:

V1- vélvula e entrada de ar comprimido na bomba;
V2- vélvula de entrada de CO; no extrator;

V3- valvula de saida de CO; no extrator;

V4- vélvula de expansdo (micrométrica).

A identificagdo dos mandmetros é:

M1- manbémetro de controle do cilindro de COg;
M2- manémetro de controle da bomba;

M3- manémetro de controle do extrator.

Fonte: a autora.
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3.3.2.  Procedimento experimental

Michielin et al. (2005) descreveram o procedimento de
extracdo. Na unidade supercritica representada na Figura 9, o cilindro de
CO_ com tubo pescador alimenta diretamente a linha de extracdo. A linha
de solvente é imersa no banho termostatico (9) programado para manter
a temperatura inferior a 0 °C, garantindo assim que o CO; esteja no estado
liquido antes de sua entrada na bomba (5). A bomba trabalha alimentada
por uma linha de ar comprimido, filtrado e ajustado na pressdo para cada
condicdo de trabalho desejada.

Durante o funcionamento, a bomba encaminha o CO;
pressurizado a linha de extracdo, passando pelo extrator (3), que consiste
de um cilindro de aco inox encamisado de 32,9 cm de comprimento, 2,0
cm de didmetro interno e volume de 100 mL, com extremidades
rosqueadas. O banho termostatico de aquecimento (10) é mantido a uma
temperatura constante de 65 °C, de modo a evitar o congelamento da linha
e da valvula micrométrica (\V4) durante a despressurizacdo da mistura
soluto/solvente. A temperatura de operacdo do extrator € mantida
constante através de um banho termostatico de aquecimento (11).

No inicio do processo de extracdo as valvulas V2, V3 e V4
sdo mantidas fechadas. O cilindro (1) é aberto e aguarda-se a equalizagdo
dos manémetros 1 e 2. A valvula V2 da linha de CO; é aberta e ocorre a
equalizacdo do mandmetro 3 com 1 e 2. A bomba (5) é acionada e
estabelece-se a pressdo de trabalho desejada através da regulagem do ar
comprimido que entra na bomba. A valvula V3 conectada na saida do
extrator auxilia a V4 na despressurizacao do solvente e permite o controle
da vazao de solvente. Apos passar pela V4, o soluto é coletado em frascos
ambar (4) e a vazdo de CO; é medido no rotdmetro (7). Para 0s
experimentos com cossolvente, a bomba (6) é acoplada a linha antes da
entrada no extrator.

3.3.3. Determinacéo da cinética de extracéo

A curva global de extracdo fornece informagfes sobre o
comportamento cinético da extragdo, possibilitando a determinagédo do
tempo mais viavel para um processo. Nos ensaios para a determinacédo da
cinética de extragdo da P. major a coluna foi preenchida com 15 g de
matéria-prima, o que permitiu a formagéo de um leito de particulas com
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altura de pelo menos o dobro do didmetro do extrator considerando-se
gue, com esta relacdo entre altura e diametro do leito, a dispersdo axial
pode ser desprezada. ApGs a pressurizagdo, o CO; puro foi admitido no
sistema a uma vazao de 8 + 2 g min’. Os ensaios foram realizados a uma
pressdo de 20 MPa e temperatura de 50 °C, correspondentes ao ponto
central dos experimentos. Os frascos de coleta foram previamente
medidos e a coleta do soluto extraido foi realizada em intervalos de tempo
pré-determinados. Apds 5 min da coleta, a massa dos frascos foi medida
e determinou-se a massa de extrato obtida em fungéo do tempo.

A determinacdo da cinética de extragdo da P. lanceolata foi
realizada de forma similar a descrita para a P. major, utilizando pressao
de 20 MPa, temperatura de 50 °C, vazdo de CO, de 8 +2 g minte 30g
de matéria-prima. Como os rendimentos de extracdo da P. major foram
baixos, optou-se em realizar a extragdo de P. lanceolata com o dobro de
matéria-prima.

As curvas globais de extracdo da P. major e P. lanceolata
estdo representadas na Figura 10. Os tempos de cada um dos periodos de
extracdo foram calculados a partir da curva de extragdo. Os tempos tcer €
trer representam o final das etapas de velocidade constante e decrescente
de extracdo, respectivamente. A velocidade de transferéncia de massa na
etapa CER (Mcer) foi obtida a partir de regressao linear da curva de
extracdo no periodo CER, realizada com o auxilio de planilha eletronica,
enquanto a concentra¢do de soluto na fase solvente na etapa CER (Y cer)
foi determinada pela raz&o entre Mcer € Qco2.

3.3.4. Determinacéo do rendimento de extracéo

A influéncia da pressdo e da temperatura no rendimento
global (Xo) da ESC da P. major foi avaliada por meio de um planejamento
experimental com 3 niveis e 2 variaveis, totalizando 9 experimentos
(Tabela 4). Nos experimentos, realizados em duplicata, a temperatura
variou entre 40 e 60 °C e a pressdo entre 10 e 30 MPa. O limite inferior
de temperatura (40 °C) estd um pouco acima da temperatura critica do
CO2 (31,1 °C) e é normalmente utilizada na extracdo de materiais vegetais
nos processos de ESC. O limite superior de temperatura (60 °C) permite
a extracdo de compostos de materiais vegetais e ndo causa danos térmicos
no material.
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A influéncia da pressdo e da temperatura no rendimento
global (Xo) da ESC da P. lanceolata foi avaliada por meio de um
planejamento experimental com 2 niveis e 2 varidveis, totalizando 4
experimentos (Tabela 5). Com base nos resultados da P. major, ndo foram
realizados experimentos a 10 MPa, uma vez que os rendimentos obtidos
foram muito baixos (Tabela 9).

Tabela 4 - Planejamento experimental fatorial completo 32 com a
temperatura (T) e a presséo (P), variando em trés niveis para a Plantago
major.

Variaveis Varidveis  Variaveis Variaveis
Experimento codificadas codificadas  reais de reais de

de T de P T(°C) P (MPa)
1 -1 -1 40 10
2 -1 0 40 20
3 -1 +1 40 30
4 0 -1 50 10
5 0 0 50 20
6 0 +1 50 30
7 +1 -1 60 10
8 +1 0 60 20
9 +1 +1 60 30

O tempo de extracdo da P. major e da P. lanceolata foi
definido em 3,5 h por meio da observagéo das curvas globais de extracdo
obtida com 20 MPa, 50 °C e vazéo de solvente de 8 + 2 g min, descritas
na se¢do 3.3.3 (Figura 10). Nos experimentos foram utilizadas as mesmas
massas de matéria-prima empregadas na determinacdo da cinética de
extracdo, ou seja, 15 e 30 g para P. major e P. lanceolata,
respectivamente. As extremidades da coluna foram revestidas com
algodao para evitar a entrada de particulas sélidas na linha de extracdo e
0 espaco restante do leito foi preenchido com esferas de vidro.

A massa de extrato obtida nos frascos foi medida em balanca
analitica e armazenada em congelador doméstico a -18 °C até a realizacdo
dos ensaios de avaliagéo da atividade bioldgica. O rendimento global (Xo)
foi calculado através da razdo entre a massa de extrato obtida e a massa
de matéria-prima utilizada para formar o leito.
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Tabela 5 - Planejamento experimental para a Plantago lanceolata.

Experimento Temperatura (°C) Presséo (MPa)
1 50 20
2 50 30
3 60 20
4 60 30

3.3.,5. Emprego de cossolvente

As condicgdes de extracdo de P. major e P. lanceolata para a
adicdo de cossolvente foram selecionadas com base nos resultados de
rendimento de extracdo em Soxhlet e ultrassom, atividade antioxidante
dos extratos e dados da literatura.

A P. major foi submetida a extragdes com os cossolventes
etanol em fracbes de 2,5; 5,0 e 10,0% (m/m) e metanol na fragdo de 5,0
(m/m). As extracOes foram realizadas em duplicata, na condicdo de
operagdo de 30 MPa, 50 °C, vazédo de CO, de 8 + 2 g min e tempo de
3,5h.

A P. lanceolata foi submetida a extragdes com etanol como
cossolvente em fragdes de 2,5; 5,0 e 10,0% (m/m). As extracdes foram
realizadas em duplicata, na condigdo de operacdo de 20 MPa, 60 °C,
vazdo de CO de 8 £ 2 g min*t e tempo de 3,5 h.

3.4. Determinacao do teor de fendlicos totais e da atividade
antioxidante

As determinacGes do teor de compostos fendlicos totais e da
atividade antioxidante dos extratos de P. major e P. lanceolata foram
realizadas no Laboratério de Termodinamica e Extracdo Supercritica
(LATESC). A atividade antioxidante in vitro dos extratos de P. major e
P. lanceolata foi avaliada por duas técnicas distintas, sendo elas: método
do radical DPPH e método de descoloragdo do sistema B-caroteno/acido
linoleico.
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3.4.1. Determinacédo do teor de compostos fendlicos totais

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais
presentes nos extratos de P. major e P. lanceolata foi realizada através do
método de Folin-Ciocalteau (PESCHEL et al., 2006; SINGLETON;
ROSSI J A JR., 1965).

Para a construcdo da curva analitica de acido galico preparou-
se uma solucdo estogue de 0,005 g mL* de 4cido galico em agua
destilada. Em bal6es volumetricos de 100 mL, foram diluidas aliquotas
da solugdo estoque para a obtencdo de fragGes finais de 0, 50, 100, 150,
200, 250 e 350 mg L. A reacdo de oxidagdo foi realizada em balGes
volumétricos de 10 mL, sendo transferidos para estes 100 uLL de cada uma
das fracBGes, 2 mL de agua destilada e 0,5 mL do reativo de Folin-
Ciocalteau. Ap6s 30 segundos e antes de 8 min apds a adicdo do reativo,
foram adicionados 1,5 mL de solucdo aquosa de carbonato de sddio a 20
% (m/v). Os balBes foram aferidos com agua destilada até a marca de 10
mL, agitados e deixados em repouso ao abrigo da luz e a temperatura
ambiente por 2 h para que a rea¢do ocorresse. A absorbéncia de cada uma
das solugbes foi medida a 765 nm em espectrofotbmetro. A curva
analitica de acido galico foi representada através do grafico de
absorbancia versus concentracdo de é&cido galico (mg L1) e estd
apresentada no Apéndice I.

Os extratos de P. major e P. lanceolata avaliados foram
diluidos em alcool etilico absoluto P.A. na fracdo final de 1667 mg L%, e
seguiu-se 0 mesmo procedimento de reacdo de oxidagdo descrito para a
curva analitica de acido galico. Os valores de absorbancia encontrados
para cada tipo de extrato foram correlacionados com a curva analitica, e
o0 teor de compostos fendlicos totais (TFT) foi determinado através da
Equacdo 4. Os ensaios foram realizados em triplicata, e os resultados
expressos em mg de GAE g de extrato, como média + desvio padrao.

TFT (mg GAE g™1) =

GAE.1000
] @

Dextrato

Onde:
GAE: equivalente em &cido galico, obtido através da curva analitica
(mg GAE LY);
D: diluicdo da amostra (mg extrato L1).
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3.4.2. Meétodo do radical DPPH

A atividade antioxidante foi determinada em acordo com a
metodologia descrita por Mensor et al. (2001). Nesse método,
concentracdes crescentes (5, 10, 25, 50, 125, 250 e 500 mg mL) dos
extratos obtidos de P. major e P. lanceolata foram adicionadas a uma
solucéo etandlica de DPPH 0,3 mmol L. Ap6s 30 min, ao abrigo da luz
e temperatura ambiente, efetuou-se a leitura em espectrofotdmetro em
517 nm.

A concentracdo das amostras necessarias para captar 50% do
radical livre DPPH (ECso — Effective concentration) foi calculada por
andlise de regressdo linear. Os resultados encontrados de concentracéo
efetiva (ECso) para os extratos analisados foram expressos como média +
desvio padréo.

3.4.3. Método de descoloracio do sistema B-caroteno/acido
linoleico

A atividade antioxidante dos extratos de P. major e P.
lanceolata a partir do sistema [-caroteno/acido linoleico foi realizada de
acordo com o método descrito por Matthdus (2002) e Kang et al. (2006).
Para o preparo da solugdo sistema p-caroteno/&cido linoleico, utilizaram-
se 3,4 mg de B-caroteno, aos quais adicionaram-se 40 pL de acido
linoleico, 400 mg de Tween 20 e 1 mL de cloroférmio. O cloroférmio foi
evaporado em rotaevaporador e 100 mL de agua destilada foram
acrescentados.

Em tubos de ensaio, 5 mL dessa solugdo sistema foram
adicionados a 0,2 mL de solucéo de extrato etanélico (1,667 mg mL1).
As leituras foram realizadas em espectrofotémetro a 470 nm. Os tubos
foram colocados em banho-maria, a 50 °C, e as leituras realizadas antes
da incubacéo e apos 2 h. Essas leituras foram realizadas para as amostras
e para o controle, que sdo os tubos em que a amostra foi substituida por
etanol. Os resultados de atividade antioxidante (AA %) foram calculados
pela Equacéo 5 e expressos como média + desvio padréo.
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Abs amostra,. ., — Absamostra . .
AA% _ l— final almual XlOO (5)
Abscontrole;,,, — Abscontrole, .

3.5. Determinacao do atividade antimicrobiano
3.5.1. Teste de difusdo em agar

A atividade antimicrobiana dos extratos de P. major e P.
lanceolata foi avaliada para as bactérias Escherichia coli ATCC 8739 e
Bacillus cereus ATCC 11778. As espécies foram selecionadas por serem
causadoras de doencas transmitidas por alimentos (chamadas DTAS) de
ocorréncia frequente. Os ensaios de difusdo em agar foram realizados no
Laboratério de Bioprocessos, do Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia da UFSC.

No método de difusdo em &gar, uma suspensdo bacteriana de
cada espécie contendo 108 UFC mL™ foi semeada na superficie do agar
de Mdeller-Hinton com auxilio de swab estéril. Em seguida, foram feitos
8 orificios de 7 mm de diametro no agar com auxilio de um furador de
aco estéril. Em cada orificio foram adicionados 50 UL de uma suspenséao
de concentragdo de 20 mg de extrato mL* de DMSO (dimetilsulféxido) a
60%. A concentracdo de DMSO foi testada previamente e verificou-se
que essa fracdo de 60% ndo oferece nenhuma inibicdo aos
microrganismos testados (Figura 17).

O antibiético cloranfenicol foi utilizado como controle
positivo, sendo que a Figura 18 ilustra seu efeito antibacteriano. Os
sistemas foram incubados por 24 h a 36 °C, em estufa bacterioldgica e em
condicdes aerdbicas. Apo6s a incubacdo, as placas foram observadas
guanto a homogeneidade do crescimento bacteriano e, nos casos em que
foi verificada inibicdo do crescimento, o didmetro do halo foi medido
(MICHIELIN et al., 2009; SMANIA et al., 1995; VALGAS et al., 2007).
As amostras que apresentaram halos de inibicdo superiores a 9 mm foram
avaliadas quanto a concentragdo minima inibitéria.
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3.5.2. Determinagéo da concentracdo minima inibitéria (CMI)

A concentracdo minima inibitéria (CMI) foi determinada pelo
método de microdiluigdo em caldo, conforme a metodologia descrita por
(AVILA et al., 2008), no Laboratorio de Bioprocessos, do Departamento
de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UFSC.

Em 250 pL de DMSO previamente esterilizado foram
dissolvidos 20 mg dos extratos e posteriormente, preparadas diluicGes
seriadas com o mesmo solvente, obtendo-se concentragdes finais
variando entre 2.000 e 3,90 pg mL1. Em uma placa de microdiluicdo de
96 pogos foram distribuidos 10 pL de cada diluicdo, 85 pL de caldo de
Modeller-Hinton e 5 pL de indculo bacteriano, o qual consistiu de uma
suspenséo contendo aproximadamente 108 UFC mL™ de Bacillus cereus
e Escherichia coli. Como controles de crescimento e esterilidade foram
usadas apenas misturas meio de cultura e inéculo e meio de cultura e
DMSO.

Os experimentos foram realizados em duplicata e as placas
incubadas por 24 h a 36 °C. A leitura de cada placa foi realizada através
de densidade dptica (DO) a 630 nm, com uso de leitora de microplacas e
nos casos em que a turvacgdo e/ou a coloragdo do extrato interferiram na
leitura da DO, foi utilizada uma solucdo alcéolica reveladora de
crescimento bacteriano INT (cloreto de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-
5-feniltetrazolium). Em cada micropogo foram adicionados 20 pL da
solucéo alcéolica 70 % de INT (5 mg mL1) e incubou-se as placas por 30
min a 36 °C. A CMI foi considerada a menor concentracdo do extrato que
inibiu o crescimento bacteriano (ap6s revelagdo com INT, amarelo indica
auséncia de crescimento bacteriano, purpura indica crescimento), sendo
os resultados expressos em pg mL?.

3.6. Caracterizacédo por CG-EM

A analise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM) dos extratos foi realizada no Departamento de
Quimica Analitica, do Instituto de Quimica da Universidade Federal do
Rio de Janeiro - UFRJ. Para a referida analise foi empregado um
espectrdbmetro de massas triplo quadrupolar (Scion MS-TQ, Bruker
Daltonics Inc.) acoplado ao cromatdgrafo gasoso (456-GC, Bruker
Daltonics Inc), coluna VF5-MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um, Varian, Inc.,
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CA, USA). Os ensaios foram realizados empregando o modo de injecao
por split a uma taxa de 1:20. A temperatura do injetor foi de 250 °C. O
gas de arraste foi o hélio usado a uma vazéo de 1 mL min-*. A temperatura
inicial da coluna foi de 50 °C, 62 mantendo por 3 minutos, aquecendo a
uma taxa de 5 °C min? até 250 °C, mantendo por 10 minutos. Os
compostos majoritarios foram identificados usando uma base de dados
para produtos naturais (Standard Reference Data Series of the National
Institute of Standard and Technology/NIST - Mass-Spectral Library with
Windows Search Program — Version 8).

3.7. Analise estatistica

Os resultados de rendimento global de extracdo, teor de
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante foram avaliados
estatisticamente por andlise unidirecional de varidncia (ANOVA).
Quando se verificou diferengas significativas ao nivel de 5 % de
significancia (p < 0,05) entre as médias dos resultados, deu-se
continuidade a analise aplicando o teste de Tukey. Dessa forma, a analise
estatistica foi realizada para detectar diferencas significativas entre os
valores de rendimento de extracdo e entre a porcentagens de compostos
fendlicos totais e atividade antioxidante.

4, RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Determinacao do rendimento global de extragdo (Xo)
4.1.1. Extracio com solventes organicos

A extracdo é um passo muito importante no isolamento,
identificacdo e utilizacdo de compostos bioativos, sendo que esse
processo pode ser efetuado por diferentes métodos. O estudo de diferentes
processos de extracdo permite a selecdo do método mais adequado para
obter um produto com as caracteristicas desejadas. Os rendimentos de
extracdo de P. major e P. lanceolata obtidos com diferentes solventes
organicos em Soxhlet e ultrassom estdo apresentados na Tabela 6.

Conforme apresentado na Tabela 6, o melhor rendimento de
extracdo para P. major foi 20,5 + 0,8% para a extragdo em ultrassom com
a mistura de etanol/agua 50/50 (v/v). Para a P. lanceolata o melhor
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rendimento de extracdo foi de 23,1 £ 0,3% para a extragdo em ultrassom
com metanol.

Tabela 6 - Rendimento globais (Xo) obtidos para as extracfes com
solventes organicos de Plantago major e Plantago lanceolata.

Rendimento (%0)®

Técnica de

extracio Solvente Plantago major Plantago
lanceolata
Hexano 3,9+ 0,2¢ 1,79 +0,01¢
Diclorometano 2,13 + 0,09 -
Soxhlet Acetato de etila 3,31 +0,03¢f -
Etanol 11,6 +0,14 18 £ 2b
Metanol 18,3+ 1,2° 23,1+0,32
Hexano 1,5+0,2f 0,67 £ 0,07¢
Diclorometano 1,58 + 0,05f -
Acetato de etila 1,46 + 0,08f -
Etanol 45 +0,5° 2,88 + 0,019
Ultrassom Metanol 11,1+ 0,49 12,1 +0,7¢
Agua/Etanol . .
(30/70) 16,7 +0,2 23+2
Agua/Etanol .
(50150) 20,5+0,8 -

@ média + desvio padrdo (n=2); Letras iguais na mesma coluna indicam que n&o
hé diferenca significativa (p > 0,05).

Como pode ser observado na Tabela 6, tanto para a P. major
como para a P. lanceolata, o emprego de misturas hidroalcoolicas e de
metanol como solventes proporcionaram 0s maiores rendimentos em
ambas as técnicas avaliadas. Segundo (CECHINEL FILHO; YUNES,
1998), um método adequado para a analise quimico-farmacologica é a
preparacdo de um extrato hidroalcodlico, que é analogo as tinturas
realizadas na cultura popular, onde se misturam as partes das plantas com
bebidas alcodlicas. Além disso, o solvente mais adequado para obtencédo
do extrato bruto é o metanol, pois causa o rompimento da membrana
celular, possibilitando a extragcdo de um maior nimero de compostos. De
acordo com Kartini et al. (2014), os solventes frequentemente utilizados
na extracdo de P. major sdo 4gua e metanol.
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A utilizacdo dos solventes metanol, &gua/etanol (30/70) e
agua/etanol (50/50) resultou nos maiores rendimentos em ambas as
técnicas de extracdes (polaridade 6,6; 6,3; e 7,1; respectivamente). A
solubilidade de diferentes compostos naturais varia de acordo com o0s
solventes empregados, por exemplo, solutos polares sdo solUveis em
solventes polares como metanol, etanol, agua, etc.; e solutos apolares
dissolvem-se em solventes apolares como hexano, benzeno, ciclohexano,
tolueno, etc. A solubilidade dos compostos naturais geralmente aumenta
com o0 aumento nos indices de polaridade (JADHAYV et al., 2009).

Comparando as técnicas de extracdo para um mesmo solvente
pode-se verificar que maiores rendimentos foram obtidos quando
utilizado a técnica Soxhlet (Tabela 6). Nessa técnica, a amostra esta
sempre em contato com o solvente, havendo sua constante renovagéo, o
gue ndo ocorre no processo de extragdo em ultrassom. Além disso, 0
tempo de extragdo (6 h) e a temperatura do solvente (temperatura de
ebulicdo) dessa técnica foram superiores as empregadas na técnica de
ultrassom (45 min, temperatura ambiente). O uso de temperaturas mais
elevadas reduz a tensdo superficial e viscosidade do solvente quando
comparado com temperaturas mais baixa, possibilitando ao solvente
alcancar sitios ativos dentro da matriz com maior facilidade, e dessa
forma, solubilizar um nimero maior de solutos (MARKOM et al., 2007).
A acdo conjunta desses fatores pode ter proporcionado uma extragdo mais
exaustiva das amostras submetidas a técnica de Soxhlet em comparacéo
ao ultrassom e, com isso, diferengas nos valores de rendimento.

O aumento dos rendimentos de extracdo de P. major nas
extracdes assistidas por ultrassom utilizando misturas de agua e etanol
pode estar relacionado a influéncia da concentracéo de agua na cavitagdo
do liquido. Durante o processo de extragdo os gases sdo adsorvidos nos
poros das particulas. Na etapa de compressdo 0s gases, no interior da
cavidade, sdo comprimidos para o interior da particula, e na etapa de
expansdo esses gases ou vapores sdo dirigidos para fora da particula.
(MARTINES et al., 2000).

Alguns trabalhos publicados na literatura apresentam valores de
rendimentos de extragbes de plantas do género Plantago. Galvez et al.
(2005), estudaram a atividade antioxidante de extratos de espécies de
Plantago obtidos em Soxhlet. Os rendimentos verificados pelos autores
das extragdes empregando metanol por 48 h foram de 18,04% para P. afra
e de 29,13% para P. lanceolata.
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Stanisavljevic et al. (2008) estudaram a atividade antioxidante
e antimicrobiana de extratos de folhas de P. major obtidos por ultrassom
e maceracdo com etanol 70%. Os rendimentos de extragdo por ultrassom
foram superiores aos obtidos por maceracdo. Kartini et al. (2014)
obtiveram um valor de rendimento de extragéo de folhas de P. major por
maceracdo com metanol de aproximadamente 18%. Na extragdo em
Soxhlet com diclorometano por 6 h de P. major, Stenholm; Géransson;
Bohlin, (2013), obtiveram um rendimento de 2,9%.

Ao realizar qualquer pesquisa envolvendo plantas deve-se
tomar cuidado ao extrapolar os resultados obtidos. De acordo com Freitas
et al. (2004), a producédo de metabdlitos secundarios ocorre em fungéo da
interacdo planta versus ambiente em resposta a fatores quimicos e
bioldgicos. Este fato pode explicar resultados de rendimento e atividade
bioldgica divergentes de extratos da mesma espécie, coletadas em locais
e periodos diferentes.

4.1.2. Extracdo com solvente supercritico
4.1.2.1. Caracterizacdo do leito de extragdo

O teor de umidade das amostras foi de 12,5 + 0,2% para a P.
major e 8,0 £ 0,4% para a P. lanceolata. Na Tabela 7 estdo apresentados
o diametro médio de particula, massa especifica real, massa especifica
aparente e porosidade do leito das amostras de P. major e P. lanceolata,
conforme descrito nas se¢fes 3.1.4, 3.1.5 e 3.1.6, respectivamente. O
conhecimento das caracteristicas das particulas, bem como do leito de
extracdo é importante para o entendimento dos mecanismos de
transferéncia de massa envolvidos no processo de extracao, quando estes
sédo avaliados por modelos matematicos.

Tabela 7 - Caracterizag&o do leito de extracdo de Plantago major e
Plantago lanceolata.
Diadmetro Massa
Planta médio das especifica
particulas real (g cm?)

Massa especifica Porosidade
aparente (g cm=3) do leito ()

P. major 0,22 1,70 2,65 0,56
P. 0,21 1,45 2,35 0,62
lanceolata

68



4.1.2.2. Determinacdo da cinética de extracao

A cinética de um processo de extracdo pode ser avaliada pela
determinacdo da quantidade de extrato (massa de extrato ou rendimento)
como funcdo do tempo do processo (ou consumo de solvente), o0 que
fornece uma curva global de extragdo. As curvas de extragédo de P. major
e P. lanceolata foram construidas para a condi¢cdo de 50 °C e 20 MPa e
estdo representadas na Figura 10. A vazdo de solvente empregada nas
extracOes foi de 8 + 2 g mint. A presséo e temperatura empregadas para
a determinacdo da cinética de extracdo foram selecionadas por serem as
condi¢des intermediarias do planejamento experimental. A determinacéo
do tempo de extracdo é necesséria para a avaliacdo da influéncia das
condi¢Bes de temperatura e pressdo empregadas na determinacdo do
rendimento global de extracdo (Xo) com fluido supercritico, sendo
definido com base nas etapas da curva de extrag&o.

Como citado na se¢do 2.1.3.2 do Capitulo 3, a curva de
extracdo pode ser dividida em trés etapas: etapa de velocidade constante
de extracdo (CER), etapa de velocidade decrescente de extragdo (FER) e
o0 processo difusional. Nas determinagdes do rendimento de extra¢do (Xo),
0 tempo de extracdo utilizado foi o0 necessario para assegurar que o
periodo difusional fosse alcancado (PEREIRA; MEIRELES, 2010). Pela
andlise do comportamento das curvas de extracao (Figura 10), verifica-se
gue as etapas de extracdo podem ser distinguidas tornando possivel o
ajuste simultdneo de trés retas aos dados experimentos, visando a
determinacdo dos pardmetros cinéticos da extracdo. A inclinacdo da
primeira reta representaria a velocidade de transferéncia de massa da
etapa CER (Mcer). O tempo correspondente a intersecgdo entre as duas
primeiras retas € 0 tcer, 0 qual pode representar o tempo minimo de
duragdo de um ciclo de ESC; o tempo de interseccdo entre a segunda e
terceira retas é o trer , que em geral, representa a duracdo maxima que um
ciclo de ESC pode ter para manter a viabilidade econémica do processo
(MEIRELES, 2007).

A avaliacdo do comportamento cinético da extracdo permite
a obtencdo de parametros que levam as melhores condi¢des operacionais
para o processamento da matéria-prima. Os parametros cinéticos de cada
um dos periodos, obtidos a partir da Figura 10, estdo apresentados na
Tabela 8 para as extracdes a partir de P. major e P. lanceolata. Os
parametros cinéticos tcer (tempo de duracédo da etapa CER) e Mcer (taxa
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de extracdo da etapa CER) e Ycer (concentracdo de soluto na fase
solvente na etapa CER) foram determinados pela regressdo linear dos
dados obtidos nas curvas de extragdo (Figura 10).

Figura 10 - Curvas de extracdo com fluido supercritico de Plantago
major e Plantago lanceolata a 20 MPa, 50 °C e 8 + 2 g min't de CO..
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O periodo CER para a P. major ocorre entre 0 e 60 minutos, o periodo
FER esta compreendido entre 90 e 210 minutos e a etapa controlada pela
difusdo inicia-se ap6s 210 minutos. O tempo necessario para que a etapa
difusiva seja alcancada é de aproximadamente 3,5 horas (210 min), sendo
este tempo fixado para todos os experimentos de determinacdo de
rendimento (Xo) devido a extragdo da maior parte de soluto disponivel.
Este tempo e vazdo de solvente implicam em um consumo de 1680 g de
CO; por extracdo (Msolvente/M = 112 Kg co2/Kg amostra). Na etapa CER, cerca
de 83% do extrato foi recuperado, enquanto que ao final da etapa FER
recuperou-se 96% do extrato. Dessa forma, com o tempo definido de
extracdo em 210 min, estimou-se que 96% do extrato foi recuperado.

Tabela 8 - Parametros cinéticos da extracdo com fluido supercritico de
Plantago major (PM) e Plantago lanceolata (PL) a 20 MPa, 50°C e 8 +
2 g mintde CO.

Periodo de extracdo

Parametro CER® FER® Difusional

PM PL PM PL PM PL
t® 0-60 0-90 60-210 90-210 >210 >210
m® 0,1113 0,2829 0,0176 0,0755 0,0048 0,0296
Xo® 0,74 0,94 0,12 0,25 0,03 0,09
M 0,0018 0,0031 0,00011 0,00063 0,00002 0,00014
Y© 0,00023 0,00059 - - - -

(Mt: duracéo da etapa de extragdo (min); m®: massa de extrato aproximada
(@); Xo®: rendimento da etapa (%); M®): taxa de extragdo (g min); Y©:
concentracdo de soluto na fase solvente (kg kg); CER® etapa de extracdo
constante; FER() etapa de extracdo decrescente.

Na extracdo de P. lanceolata o periodo CER ocorre entre 0 e
90 minutos, o periodo FER est4 compreendido entre 90 e 210 minutos e
a etapa controlada pela difusdo inicia-se apés 210 minutos. O tempo
necessario para que a etapa difusiva seja alcancada é de aproximadamente
3,5 horas, sendo este tempo fixado para todos os experimentos de
determinacdo de rendimento (Xo) devido a extracdo da maior parte de
soluto disponivel. Este tempo e vazdo de solvente implicam em um
consumo de 1680 g de CO- por extracdo (Msoivente/M= 56 kg co2/Kg amostra)-
Na etapa CER, cerca de 73% do extrato foi recuperado, enquanto que ao
final da etapa FER recuperou-se 92% do extrato. Dessa forma, com o
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tempo definido de extracdo em 210 min, estimou-se que 92% do extrato
foi recuperado.

4.1.2.3. Rendimento de extracdo

O rendimento global da extracdo para o processo de ESC em
leito fixo de particulas e método dinamico de extragdo é definido como a
guantidade de extrato presente na matriz sélida possivel de ser extraido
pelo solvente nas condicOes estabelecidas de temperatura e pressdo para
um tempo de processo pré-determinado (SOVOVA, 1994). A Tabela 9
apresenta os resultados médios de rendimento global de extracéo (Xo) dos
experimentos realizados por ESC com P. major e P. lanceolata e as
condicdes de temperatura e pressdo utilizadas nos ensaios. Os dados
correspondentes de massa especifica (p) do CO, também estdo
apresentados na Tabela 9 (ANGUS; ARMSTRONG; REUCK, 1976).

De forma geral, o rendimento de um soluto e a seletividade,
0s quais sdo fortemente dependentes da solubilidade, sdo determinadas
pela temperatura e pressdo de operagdo. O maior rendimento para a ESC
de P. major foi verificado na condicdo de 30 MPa e 60 °C, sendo
estatisticamente igual ao obtido na condicdo de 30 MPa e 50 °C. O menor
rendimento global de extragéo foi verificado na condigdo de 10 MPa e 60
°C, sendo estatisticamente igual aos valores obtidos na condi¢do de 10
MPa nas temperaturas de 40 e 50 °C.

A temperatura e a pressdo sdo fatores que afetam tanto o
rendimento de extragdo como a classe de compostos extraidos. Na Tabela
9 é possivel observar que, a temperatura constante, sdo obtidos maiores
rendimentos de extracdo com 0 aumento da pressdo. Por exemplo, para a
condigdo isotérmica de 60 °C, o rendimento aumenta de 0,57+ 0,02% para
0,99 £ 0,01% quando a pressdo de operacao é elevada de 10 para 30 MPa.
O poder de solvatacdo do solvente supercritico é afetado pela presséo e
temperatura de operacdo devido a sua agdo na densidade do solvente.
Como regra geral, a pressdo constante, um aumento de temperatura
diminui a densidade do solvente e seu poder de solvatagdo, enquanto que
a temperatura constante, um aumento da pressao aumenta a densidade do
fluido supercritico (BRUNNER, 1994). Dessa forma, 0 aumento no
rendimento de extracdo de P. major a temperatura constante pode ser
atribuido ao aumento da densidade do fluido supercritico decorrente do
aumento da pressao.
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Tabela 9 - Rendimento globais (Xo) obtidos por extragdo supercritica de
Plantago major e P. lanceolata em diferentes condi¢des de temperatura

(T) e pressdo (P).
. p CO; Rendimento (%)®

T(C)  P(MPa) (g cm?) P. major P. lanceolata

40 10 0,629 0,62°+ 0,01 -

40 20 0,840 0,8°+0,1 -

40 30 0,911 0,873+ 0,04 -

50 10 0,385 0,59°+ 0,02 -

50 20 0,785 0,81°+ 0,02 1,15°+0,08

50 30 0,871 0,972+ 0,03 1,82+0,2

60 10 0,295 0,57°+ 0,02 -

60 20 0,724 0,80°+ 0,02 1,2°+0,1

60 30 0,830 0,99+0,01 1,21°+0,07

@ média + desvio padrdo (n=2); Letras iguais na mesma coluna indicam que n&o
héa diferencga significativa (p > 0,05).

A solubilidade dos solutos no solvente supercritico é
dependente, além dos fatores temperatura e pressdo, da massa molecular,
polaridade e pressdo de vapor dos solutos. Dessa maneira, o efeito da
temperatura na solubilidade é complexo devido a combinacdo de dois
fatores: o incremento na temperatura aumenta a pressao de vapor do
soluto, aumentando sua solubilidade no solvente supercritico, no entanto,
ao mesmo tempo ocasiona a diminuigdo da densidade do solvente. Os
efeitos antagbnicos da densidade do solvente e da pressdo de vapor do
soluto podem ser observados na Figura 11, a qual apresenta as isotermas
de rendimento do extrato de P. major em CO- supercritico como funcéo
da presséo de operagdo, de acordo com os resultados da Tabela 9, para as
temperaturas de 40, 50 e 60 °C.

Em baixas pressdes a solubilidade diminui com o aumento da
temperatura uma vez que a densidade do solvente decresce rapidamente
com o0 aumento da temperatura; a altas pressdes as mudangas de densidade
com a temperatura sdo mais discretas, de modo que o aumento na pressao
de vapor causado pelo aumento de temperatura torna-se mais importante
do que a ligeira diminuicéo de densidade (BRUNNER, 1994). Esses dois
efeitos ocasionam uma inversdo da curva de solubilidade, fenbmeno
conhecido como retrogradacgdo, que € resultado da predominéncia de um
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dos dois fatores (MICHIELIN et al., 2005). Como pode ser observado na
Figura 11, nas proximidades de 15 - 25 MPa ha convergéncia das
isotermas (pressdo de inversdo), e entdo, a pressdes mais elevadas, o
rendimento global aumenta com a temperatura.

Figura 11 - Comportamento das isotermas de rendimento com a pressao
de extragdo para a ESC de Plantago major.

1,05
0,95
T

0,85

0,75

Rendimento (%)

0,65

0,55 s a
5 10 15 20 25 30 35

Pressdo (MPa)
—@— Temperatura 40 °C —@— Temperatura 50 °C —@— Temperatura 60 °C

Na Tabela 9 também estdo apresentados os rendimentos
globais de extracdo (Xo) da ESC de P. lanceolata. O maior rendimento de
extracdo para a ESC de P. lanceolata foi verificado na condicdo de 30
MPa e 50 °C (1,8 £ 0,2%). O menor rendimento global de extracdo foi
verificado na condicdo de 20 MPa e 50 °C, sendo estatisticamente igual
aos valores obtidos na condigdo de 60 °C e pressdes de 20 e 30 MPa.
Comparando as duas espécies de Plantago verifica-se que para todas as
condicles testadas a P. lanceolata apresentou valores de rendimentos
superiores aos obtidos para P. major. Esses resultados podem estar
relacionados, entre outros fatores, pela diferenca de massa de amostra
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utilizada para a formacdo do leito de particulas (15 g para a P. major e 30
g para a P. lanceolata).

Stenholm, Géransson e Bohlin, (2013) avaliariam a extragdo
supercritica de folhas de P. major e o maior rendimento obtido foi 0,7%,
verificado para a condicdo de 48,3 MPa, 75 °C e tempo de extracdo de
100 min. As condigdes avaliadas pelos autores sdo distintas das
empregadas no presente trabalho, embora os valores de rendimento de
extracdo obtidos sdo da mesma ordem de grandeza.

4.1.2.4. Emprego de cossolvente

Nos processos de extracdo supercritica o diéxido de carbono
é o0 solvente mais utilizado. Do ponto de vista da extracdo de compostos
bioativos de produtos naturais, a principal desvantagem do CO: é sua
baixa polaridade, o que limita seriamente sua habilidade de extrair
compostos de maior polaridade, como s&o a maioria das substancias com
propriedades antioxidantes. Como muitas outras substancias, sua
constante dielétrica pode ser alterada com a densidade, no entanto mesmo
em altas densidades, apresenta limitada habilidade em solubilizar
compostos de maior polaridade (PEREIRA; MEIRELES, 2010).

Com o objetivo de aumentar o rendimento de extracdo de
compostos polares fez-se o uso de um modificador. A adicdo de
modificadores ao CO; supercritico pode aumentar o rendimento de
extracdo, uma vez que aumenta a solubilidade dos compostos presentes
na matriz sélida e também aumenta o nimero de componentes
solubilizaveis (HERRERO et al., 2010). A definicdo das condicdes de
extracdo supercritica a serem empregadas utilizando cossolvente foi
realizada com base no rendimento obtido utilizando CO, e também pela
atividade antioxidante apresentada pelos extratos (resultados
apresentados no item 4.3 do Capitulo 3). Sendo assim, as condicGes de 50
°C/30 MPa e 60 °C/20MPa foram selecionadas para 0s ensaios de
cossolvente com P. major e P. lanceolata, respectivamente, sendo
adicionando etanol nas fracfes de 2,5, 5,0 e 10% em relacdo a massa de
CO utilizada, baseado em outros estudos ja realizados com adicéo de
modificadores a extracdo supercritica realizados no LATESC
(ANDRADE et al., 2012; BENELLI et al., 2010; MAZZUTTI et al.,
2012; MICHIELIN et al., 2009).
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O etanol foi selecionado como cossolvente ao CO» na ESC
devido a sua baixa toxicidade, por ser comumente utilizado na industria
de alimentos e farmacéutica e também devido & sua maior facilidade de
eliminagdo dos extratos por meio de rotaevaporacdo. Devido aos bons
resultados de atividade antioxidante apresentados pelo solvente metanol
(resultados apresentados na se¢do 4.3 do Capitulo 3), realizou-se uma
extracdo supercritica de P. major com 5,0% desse solvente para fins de
comparacao com os resultados obtidos com etanol.

Os resultados em termos de rendimento global de extracdo
(Xo) com cossolvente para a P. major estdo representados na Figura 12.
A adigdo de cossolvente ao processo de extragdo supercritica com CO;
elevou os valores de rendimento global. A adigdo de 10% de cossolvente
proporcionou um incremento de 2,3 vezes o rendimento obtido em relacéo
ao uso de CO; puro. O rendimento obtido com o uso de metanol foi
estatisticamente igual ao obtido com a mesma frac&o de etanol (p > 0,05).
Dessa forma, avaliando o processo com base no rendimento obtido, deve-
se usar etanol, ja que é um solvente GRAS (Generally Recognized as
Safe).

A Figura 13 representa o rendimento global de extracdo com
0 uso de etanol como cossolvente na extracdo supercritica de P.
lanceolata. De forma similar as extracbes com modificadores de P. major
(Figura 12), a adicdo de cossolvente ao processo de extracao supercritica
com CO; elevou o rendimento global. O maior rendimento foi verificado
guando adicionados 10% de cossolvente, proporcionando um incremento
de 2,3 vezes no rendimento obtido em rela¢&o ao uso de CO; puro.

Este comportamento se deve a maior solubilizacdo de
compostos polares na mistura cossolvente/CO3, 0 que ndo ocorre quando
se utiliza apenas 0 CO», reduzindo assim a seletividade do processo e
aumentando o rendimento de extracdo. Segundo Pereira e Meireles
(2010), esse efeito pode ser atribuido também a dois mecanismos:
interacdo entre o cossolvente e o soluto e ao inchamento da matriz, o que
facilita o contato entre solvente e soluto.

Stenholm, Goéransson e Bohlin (2013) avaliaram a extracdo
supercritica de P. major com o uso de 10% de etanol como cossolvente e
o rendimento foi de 1,2%, obtido na condicao de 48,3 MPa, 75 °C e tempo
de extracdo de 100 min. O uso do cossolvente aumentou em 1,7 vezes 0
rendimento de extracdo, sendo inferior ao verificado no presente trabalho
(2,3 vezes para as duas espécies de Plantago). Essa diferenca pode ser
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atribuida a diversos fatores, que vdo desde a matéria prima (fatores
genéticos e ambientais, partes utilizadas e processamento) e diferencas na
metodologia de extragdo empregada.

Figura 12 - Rendimentos globais (Xo) para os extratos de Plantago
major utilizando etanol e metanol como cossolventes a 30 MPa, 50 °C e
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Figura 13 - Rendimentos globais (Xo) para os extratos de Plantago
lanceolata utilizando etanol como cossolvente a 20 MPa, 60 °C e vazdo
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4.2. Teor de compostos fendlicos totais (TFT)

Os valores encontrados para o teor de compostos fenolicos
totais dos extratos de P. major e P. lanceolata obtidos por extracdo em
Soxhlet, ultrassom e ESC estdo apresentados na Tabela 10. A curva
analitica de éacido galico, utilizada para o célculo do teor de compostos
fendlicos totais consta no Apéndice I.

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios de
plantas que apresentam grande diversidade de estruturas, incluindo
moléculas simples como vanilina, &cido gélico e acido cafeico, e
polifendis como estilbenos, flavonoides e polimeros derivados desses
varios grupos (CHEYNIER, 2012). Na identificacdo e isolamento de
compostos bioativos em fontes naturais, muitas vezes é necessaria a
realizacdo da extragdo com solventes de polaridades diferentes, j& que a
atividade dessas substancias depende dos compostos fendlicos presentes
na matriz. De modo geral, os compostos fenolicos sdo caracterizados
como polares, e por isso sdo mais facilmente solubilizados em solventes
de maior polaridade.

Comparando as técnicas de extracdo a baixa pressdo pode-se
verificar que para a maioria dos extratos de P. major e P. lanceolata o
teor de compostos fenolicos totais obtidos por Soxhlet foi superior ao
obtido por ultrassom. Isso pode estar relacionado com o fato de que nesse
trabalho a extracdo em Soxhlet foi realizada de forma mais exaustiva do
que a técnica de ultrassom, uma vez que no Soxhlet ocorria a renovagao
do solvente e na técnica de ultrassom ndo, o que pode ter levado a
saturacdo do meio. Stanisavljevic et al. (2008) verificaram em seu
trabalho que a técnica de maceragéo apresentou melhores resultados em
termos de compostos fenolicos de P. major do que o ultrassom.

O emprego de solventes de maior polaridade proporcionou a
extracdo de maiores teores de compostos fendlicos para P. major e P.
lanceolata, tanto nas extragcGes em Soxhlet como ultrassom, confirmando
0 carater polar desses compostos. A mistura de etanol e agua revelou-se
como mais eficiente do que etanol puro na extracdo de compostos
fendlicos quando utilizada uma concentragdo de 30% de agua. No
entanto, a mistura de 50% de &gua proporcionou uma extracdo de
compostos fendlicos de P. major estatisticamente maior a extracdo com
etanol puro (Tabela 10). Os resultados obtidos estdo em acordo com
(YILMAZ; TOLEDO, 2006) que realizaram extracoes de 6leo de semente
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de uva a 60 °C durante 5 horas, empregando etanol e volumes de agua
variando entre 0 e 60%. Os autores verificaram que o teor de fendis
aumentou com o emprego de até 30% de 4gua, mantendo-se constante até
a concentracdo de 50%, e reduzindo quando utilizado concentragdes
maiores de agua.

Tabela 10 - Teor de compostos fendlicos totais (TFT), expressos em
equivalentes de acido galico para os extratos Plantago major e Plantago

lanceolata.
Técnica de TFET (mg GAE gH)®
extracao Solvente P. major P. lanceolata
Hexano 5,50k+09 11 +1
Diclorometano 21+ 2 -
Soxhlet Acetato de etila 76t + 4 -
Etanol 82¢+3 65,52+ 0,9
Metanol 994+ 2 49b + 2
Hexano 25'+0,3 11¢+2
Diclorometano 9,77+ 0,9 -
Acetato de etila 289+ 2 -
Ultrassom Etanol 112°+ 3 359+ 3
_ Metanol 79¢F+ 6 42,7+ 0,9
Agua/Etanol a d
' (30/70) 1213+ 6 339+0,9
Agua/Etanol .
(50/50) 107¢+ 2 -
ESC 10 MPa/40°C CO, 2,1'+0,3 -
ESC 10 MPa/50°C CO, 3,5+ 0,6 -
ESC 10 MPa/60 °C CO2 4,1% +0,6 -
ESC 20 MPa/40°C CO, 3,0'+0,6 -
ESC 20 MPa/50°C CO; 6,1k + 0,9 2,61 +0,5
ESC 20 MPa/60°C CO2 8,41 +0,6 -
ESC 30 MPa/40°C CO2 7,50k+0,9 -
ESC 30 MPa/50°C CO2 - 2,59+0,3
ESC 30 MPa/60°C CO2 16,5"+0,9 49t+0,7

@ Letras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca significativa (p >
0,05).
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O teor de compostos fendlicos totais dos extratos P. major
obtidos por ESC ndo apresentou uma tendéncia de variacdo com a
mudanca da presséo ou da temperatura. Os valores do teor de compostos
fenolicos totais variaram entre 2,1 + 0,3 e 16,5 + 0,9 mg GAE g*. Paraa
P. lanceolata, os valores do teor de compostos fendlicos totais variaram
entre 2,6 £ 0,5 e 4,9 £ 0,7 mg GAE g*. Como pode ser observado na
Tabela 10, os teores de compostos fendlicos totais obtidos por ESC foram
inferiores aos obtidos quando utilizados solventes de maior polaridade
nos métodos a baixa presséo.

O teor de compostos fendlicos encontrados por
STANISAVLIEVIC et al. (2008) para as folhas secas de P. major obtidas
pela técnica de ultrassom utilizando etanol 70% foi de 58,7 mg GAE g*.
Kobeasy et al. (2011) avaliaram o teor de compostos fendlicos de extratos
aquosos de folhas e sementes de P. major, encontrando 13,05 e 7,43 mg
GAE g, respectivamente. No presente trabalho, o teor de compostos
fendlicos obtidos para o extrato hidroalcodlico (agua/etanol 30/70, v/v)
obtido pela técnica de ultrassom foi superior aos demais estudos, sendo
de 121 mg GAE g. Essa diferenga pode ser atribuida tanto a genética
(variacdo dentro e entre as espécies de plantas) bem como fatores
ambientais que incluem fase de crescimento, cultivo do solo, pardmetros
como luz, adgua, temperatura e nutrientes, estresse causado por micro-
organismos e agentes quimicos, secagem e armazenagem do produto
(KABGANIAN et al., 2003).

A utilizacdo de cossolventes no processo de extragdo
supercritica de P. major proporcionou um acréscimo de até 3,9 vezes no
teor de compostos fendlicos extraidos em relacdo a mesma condicdo com
apenas CO., conforme pode ser observado na Tabela 11. O maior teor de
compostos fendlicos foi obtido quando adicionado 5% de metanol,
seguido pelo uso de 5% de etanol.

A Figura 14 representa o teor de compostos fendlicos totais
obtido por extracdo supercritica de P. lanceolata utilizando etanol como
modificador. De forma similar a P. major, a utilizacdo de etanol no
processo de extracdo proporcionou um acréscimo de até 8,5 vezes no teor
de compostos fendlicos extraidos em relagcdo a mesma condigdo sem o
uso de um modificador. Os maiores valores do teor de compostos
fendlicos totais foram obtidos quando adicionados fracOes de 5 e 10%,
ndo diferindo estatisticamente entre si (p > 0,05).
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Tabela 11 - Teor de compostos fendlicos totais (TFT), expressos em
equivalentes de 4cido galico, para os extratos de Plantago major obtidos
por extracdo supercritica com cossolvente a 30 MPa e 50 °C.

Cossolvente  Fracéo cossolvente (m/m)  TFT (mg GAE gH)®

R - 11,5+ 0,7
Etanol 2,5 2090+ 1
Etanol 5 260 +1
Etanol 10 23+ 1
Metanol 5 572+ 2

@ Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
(p>0,05).

Figura 14 - Teor de compostos fenodlicos totais (TFT), expressos em

equivalentes de &cido galico, para os extratos de Plantago lanceolata
utilizando etanol como cossolvente a 60 °C e 20 MPa.
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Quando utilizados maiores quantidades de cossolvente pode
ocorrer um favorecimento das interagGes soluto/cossolvente, aumentando
0 rendimento de extracdo (HOLLENDER et al., 1997). Embora os
maiores rendimentos de extracdo das duas espécies de Plantago avaliadas
tenham sido verificados nas extragdes supercriticas utilizando 10 % de
etanol, os extratos mais ricos em compostos fendlicos foram obtidos
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utilizando a fragédo de 5 % de cossolvente. Esses resultados sugerem que
na extragdo com 10 % de cossolvente ocorreu a solubilizagdo de um
nimero maior de compostos, no entanto, o conteldo de fendlicos
extraidos se manteve constante em relacdo a extracdo com 5 % de
cossolvente. Para avaliar esses compostos e sua COmMpoSicdo, esses
extratos deveriam ser analisados por cromatografia liquida.

4.3. Avaliacdo da atividade antioxidante
4.3.1. Método do radical DPPH

A Tabela 12 apresenta os resultados da atividade antioxidante
determinado através do método DPPH dos extratos P. major e P.
lanceolata obtidos em Soxhlet, ultrassom e ESC. A atividade antioxidante
foi apresentada em termos de ECsp, que expressa a concentragdo minima
necessaria para o antioxidante reduzir em 50 % a concentracdo inicial do
DPPH. Para fim de comparacdo de resultados, utilizou-se os resultados
obtidos por para 0 BHT, um composto sintético de reconhecida atividade
antioxidante, determinados com a mesma metodologia utilizada no
presente trabalho.

Na presenca de compostos antioxidantes, o radical DPPH
recebe um elétron, tornando-se mais estavel. Com isso, da-se a reducéo
da sua absorbéncia, e este processo pode ser avaliado visualmente, por
meio da descoloracdo da solucdo contendo o DPPH e também com a
utilizacdo de espectrofotdmetro. Quanto menor o valor de ECsg, maior a
atividade antioxidante do extrato (SUCUPIRA et al., 2014).

A atividade antioxidante dos extratos obtidos pelos métodos
Soxhlet e ultrassom das espécies de Plantago avaliadas aumentou com a
polaridade dos solventes utilizados, o que confirma a afinidade dos
compostos antioxidantes com os solventes polares (Tabela 12). Para a P.
major e a P. lanceolata a maior atividade antioxidante foi verificada para
os extratos obtidos por Soxhlet com etanol (65,6 + 0,6 g mL™) e metanol
(126,4 + 0,8 ug mL1), respectivamente. A mistura dos solventes agua e
etanol ndo proporcionou a extracdo de uma maior quantidade de
compostos com atividade antioxidante comparada a utilizacdo de etanol
puro.
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Tabela 12 - Atividade antioxidante dos extratos de Plantago major e P.
lanceolata através do método DPPH, expressos através da concentracdo

efetiva a 50 % (ECsp).
Técnica de Solvente ECso (ug mLH®
extracio P. major P. lanceolata
Hexano 393"+ 9 6779+ 4
Diclorometano 396"+ 1 -
Soxhlet Acetato de etila 102'+1 -
Etanol 65,6M+ 0,6 136,2f+ 0,2
Metanol 80,8m+0,3 126,47+0,8
Hexano 10570 + 22 971¢ + 16
Diclorometano 4759+ 3 -
Acetato de etila 3141 +3 -
Ultrassom Etanol 96,3™+ 0,7 162F+ 1
Metanol 75,1m+ 0,3 142,01+ 0,9
Agua/Etanol 157,11+ 0,5 156f + 3
(30/70)
Agua/Etanol 149,11+ 0,8 -
(50/50)
ESC 10 MPa/40°C CO; 1025°+ 10 -
ESC 10 MPa/50°C CO» 1069 + 12 -
ESC 10 MPa/60°C CO» 12962 + 20 -
ESC 20 MPa/40°C COz 672+ 2 -
ESC 20 MPa/50°C COz 762¢ £ 6 13932 + 65
ESC 20 MPa/60°C COz 7598 + 24 -
ESC 30 MPa/40°C COz 9069 + 16 -
ESC 30 MPa/50°C CO; - 1042°¢ + 20
ESC 30 MPa/60°C CO» 7448 + 11 11190 + 15
BHT @ - 261+ 12
@ Letras iguais na mesma coluna indicam que n&o ha diferenca significativa (p <
0,05).

@ Benelli et al. (2010).

A atividade antioxidante dos extratos de P. major obtidos por
ESC ndo apresentou uma tendéncia de variagdo com a mudanga da
pressdo ou da temperatura empregada na obtencdo dos extratos. Este
comportamento aleatério pode estar associado aos diferentes compostos
extraidos em cada uma das condigdes experimentais, refletindo em
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variagdes na atividade antioxidante, e também, a baixa afinidades dos
compostos polares antioxidantes com o CO,. Os valores da atividade
antioxidante foram inferiores aos obtidos nas demais técnicas testadas,
com valores de ECs variando entre 672 + 2 e 1269 + 20 ug mL* (Tabela
12).

Os extratos de P. lanceolata obtidos por ESC também
apresentaram atividades antioxidantes inferiores aos obtidos com
solventes de maior polaridade nas técnicas de ultrassom e Soxhlet, com
valores de ECsp variando entre 1042 e 1393 ug mL*. A menor atividade
antioxidante dos extratos obtidos por ESC pode estar associada a
guantidade de compostos fendlicos presentes nos extratos. Como pode ser
observado na Tabela 10, as extracBes com CO, puro resultaram em
valores menores de compostos fendlicos totais, uma vez que o COx,
solvente apolar, ndo favorece a solubilizagdo de tais compostos. O mesmo
fato foi verificado por Benelli et al. (2010) na extracdo com fluido
supercritico de bagaco de laranja.

A Tabela 13 apresenta a avaliagdo da atividade antioxidante
expressa através do ECsp para os extratos de P. major utilizando etanol e
metanol como cossolvente. O emprego dos modificadores promoveu um
aumento na extracdo dos compostos antioxidantes. Como podem ser
observados na Tabela 13, os resultados apresentaram diferencas
significativas entre si (p < 0,05), sendo que o melhor resultado foi obtido
guando empregado 5 % de etanol como cossolvente.

Tabela 13 - Atividade antioxidante dos extratos de Plantago major
obtidos por ESC a 30 MPa e 50 °C com cossolvente através do método
DPPH, expressos através da concentracao efetiva a 50% (ECso).

Cossolvente  Fracdo cossolvente (m/m) ECso(ug mL1)®
- - 7262+ 4
Etanol 2,5 396¢ + 2
Etanol 5 2769+ 1
Etanol 10 387°+ 3
Metanol 5 414+ 1
BHT @ 261 +12

@ Letras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca significativa (p >
0,05).
@ Benelli et al. (2010).
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A Figura 15 apresenta a atividade antioxidante expressa
através do ECsp para 0s extratos de P. lanceolata utilizando etanol como
cossolvente. Como pode ser observado na Figura 15, a adicdo de etanol
promoveu um aumento na extragdo dos compostos antioxidantes. O valor
do ECs verificado para o extrato obtido com a fracdo de 5% de etanol foi
2,6 vezes inferior ao valor de ECso obtido na mesma condi¢do com 0 uso
de CO; puro.

O uso de 10% de cossolvente apresentou 0 maior rendimento
de extracdo. No entanto, de forma similar ao teor de compostos fendlicos,
0s extratos com maior atividade antioxidante foram obtidos com o uso de
5,0% de cossolvente. Esses resultados se correlacionam, visto que 0s
compostos fendlicos sdo uma das principais classes de compostos com
atividade antioxidante.

Comparando o0s resultados apresentados ao antioxidante
sintético usado como referéncia BHT, pode-se verificar que alguns
extratos de P. major e P. lanceolata apresentaram valores de ECso
inferiores ou iguais ao verificado para o0 BHT. Isso demonstra a potente
atividade antioxidante verificada para os extratos de P. major e P.
lanceolata, inclusive do extrato de P. major obtido por ESC com o uso de
5% de etanol como cossolvente (276 + 1).

Kartini et al. (2014) avaliaram a atividade antioxidante de
folhas de P. major obtidas por maceragdo com metanol, obtendo um valor
de ECso de 263,57 pug mL™. Gélvez et al. (2005) avaliaram a atividade
antioxidante de extratos metandélicos de P. lanceolata obtidos por 48 h
Soxhlet submetidos a uma lavagem com hexano e obtiveram um ECso de
30,86 pg mL*. A comparacdo dos resultados obtidos com trabalhos
publicados € dificil, uma vez que as particularidades na obtencdo dos
extratos e metodologias podem resultar em valores diferentes. Além
disso, os fatores genéticos, ambientais e processamento da matéria-prima
interferem no contelldo de compostos bioativos (KABGANIAN et al.,
2003).
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Figura 15 - Atividade antioxidante dos extratos de ESC a 60 °C e 20
MPa com cossolvente de Plantago lanceolata através do método DPPH,
expressos através do ECso.
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4.3.2. Método de descoloracio do sistema B-caroteno/acido
linoleico

A determinacdo da atividade antioxidante dos extratos foi
complementada com a utilizag&o de outro método de avaliagdo. Na Tabela
14 estdo apresentados os valores obtidos para o método de descoloracéo
do sistema p-caroteno/acido linoleico, expressos em percentual de
atividade antioxidante (% AA) ap6s 120 minutos de reacdo, para 0S
extratos de P. major e P. lanceolata.

No método de descoloragdo do sistema [-caroteno/acido
linoleico, o B-caroteno sofre descoloracdo na auséncia de um composto
antioxidante, resultando na reducdo da leitura espectrofotométrica da
absorbancia da solugdo, num dado tempo de reacdo. Isto ocorre devido a
formacéo de radicais livres a partir da oxidagdo do B-caroteno e do acido
linoleico (ALVES et al., 2010; SUCUPIRA et al., 2014).
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Tabela 14 - Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos de
Plantago major e Plantago lanceolata através do método descoloracéo
do sistema B-caroteno/acido linoleico, expressos através do percentual

de atividade antioxidante.

Técnica de % Inibicdo®
~ Solvente -
extracio P. major P. lanceolata
Hexano 86,02 + 0,6 428 + 4
Diclorometano 87,82+ 0,6 -
Soxhlet Acetato de etila 67,8+ 0,5 -
Etanol 24,3"+0,9 10,39+ 0,7
Metanol 35% + 2 2,79+0,7
Hexano 83,6 +0,8 37,3*+0,3
Diclorometano  80,1°+ 0,3 -
Acetato de etila 68¢+ 2 -
Ultrassom Etanol 2691_h +2 7,4% +0,6
Metanol 13+£2 1,49+0,3
Ag(‘g%lﬁtg‘)”o' 9i+1 4,39 +0,7
Agua/Etanol :
(50/50) 10+1 )
ESC 10 MPa/40°C CO2 18,6+ 0,9 -
ESC 10 MPa/50°C CO2 34°"+ 3 -
ESC 10 MPa/60°C CO; 230+ 2 -
ESC 20 MPa/40°C CO2 39,39+ 0,4 -
ESC 20 MPa/50°C CO2 399+3 -
ESC 20 MPa/60°C CO2 29,79+ 0,4 3,20+ 0,6
ESC 30 MPa/40°C CO; 309+ 2 -
ESC 30 MPa/50°C CO2 - 16,8¢+ 0,7
ESC 30 MPa/60°C CO; 39,00+ 0,9 5,3+ 0,1
BHT® - 11317
@ Letras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca significativa (p >

0,05).
@ Benelli et al. (2010).

A atividade antioxidante dos extratos das espécies de
Plantago obtidos nas extragcdes com solventes organicos em Soxhlet e
ultrassom foi maior quando utilizados solventes de menor polaridade,
como o hexano. Esses resultados eram esperados, visto que esta técnica é
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adequada a sistemas de polaridade baixa. Comparando os resultados
obtidos nesse trabalho (Tabela 14) com os determinados para o
antioxidante BHT, pode-se verificar que a atividade antioxidante dos
extratos das espécies de Plantago avaliadas é inferior a do antioxidante
sintético BHT.

Nas espécies de Plantago avaliadas, as extracfes com CO;
supercritico apresentaram valores de percentual de inibicdo inferior aos
obtidos com solventes de menor polaridade em Soxhlet e ultrassom. Além
disso, ndo foi observada nenhuma tendéncia dos valores de atividade
antioxidante com a temperatura e pressdo. O percentual de atividade
antioxidante verificada nas extraces de P. major variou entre 18,6 + 0,9
e 39,3 £0,4% e de P. lanceolata entre 3,2 + 0,6 e 16,8 £ 0,7%.

A Tabela 15 apresenta a avaliagdo da atividade antioxidante
dos extratos de P. major obtidos com ESC com etanol e metanol como
cossolvente através do método descoloragdo do sistema [-caroteno/acido
linoleico. O emprego de etanol e metanol como cossolvente néo
promoveram um aumento da atividade antioxidante como observado no
método do radical DPPH. O uso do etanol e metanol permite a
solubilizacdo de um maior nimero de compostos, no entanto, sdo
solubilizados compostos de maior polaridade. Como verificado na Tabela
14, esse método de determinacdo de atividade antioxidante apresenta
melhores resultados para compostos de menor polaridade.

Tabela 15 - Atividade antioxidante dos extratos de Plantago major
obtidos com ESC a 30 MPa e 50 °C com cossolvente através do método
descoloragio do sistema B-caroteno/acido linoleico, expressos através do

percentual de atividade antioxidante.

Cossolvente Fracdo cossolvente (m/m) % de inibicéo
- - 382+ 3
Etanol 2,5 412+ 1
Etanol 5 377+ 6
Etanol 10 377+ 1
Metanol 5 30°+1
BHT® 113+7

@ Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
(p>0,05).
@ Benelli et al. (2010).
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A Erro! Autoreferéncia de indicador ndo valida.
representa a avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos de P.
lanceolata obtidos com ESC com etanol como cossolvente através do
método descoloragdo do sistema B-caroteno/acido linoleico. A adi¢édo de
maiores fracdes de cossolvente (5 e 10%) resultaram em atividades
antioxidantes menores do que quando utilizado a fracdo de 2,5% de
etanol. Comparando as duas espécies de Plantago, pode-se verificar que
melhores resultados de atividade antioxidante determinada por esse
método foram obtidos para a P. major.

Figura 16 - Atividade antioxidante dos extratos de Plantago lanceolata
obtidos com ESC a 60 °C e 200 MPa com cossolvente através do
método descoloragdo do sistema B-caroteno/acido linoleico, expressos
através do percentual de atividade antioxidante.

21
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A analise da atividade antioxidante das amostras de P. major
e P. lanceolata determinadas pelos métodos DPPH e descoloragédo do
sistema p-caroteno/acido linoleico demostraram que essas ervas
medicinais apresentam uma potente atividade antioxidante. Comparando
os resultados obtidos com o antioxidante sintético BHT observa-se que
alguns extratos apresentaram resultados comparaveis ou até melhores em
termos de atividade antioxidante. Com base nesses resultados, pode-se
verificar que tanto substancias polares como apolares apresentam
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atividade antioxidante, no entanto, as fragdes polares parecem ser mais
relevantes e apresentam maiores rendimentos. A identificacdo quimica
desses compostos é importante para a melhor interpretacdo dos
resultados. No entanto, considerando o grande nimero de compostos
quimicos presentes, 0 mais provavel é que a sua atividade antioxidante
ndo seja atribuivel a um dnico mecanismo especifico, mas sim, o
sinergismo entre esses COmMpostos.

44. Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Atualmente, hd um crescente interesse em encontrar
compostos antimicrobianos naturais como uma alternativa as substancias
sintéticas, que sdo frequentemente utilizadas na indUstria de alimentos. A
atividade antimicrobiana dos extratos de P. major e P. lanceolata obtidos
por diferentes técnicas de extracdo foi determinada pelas técnicas de
difusio em agua e microdiluicdo em meio liquido (AVILA et al., 2008),
frente a uma bactéria Gram-positiva (Bacillus cereus) e uma Gram-
negativa (Escherichia coli).

As Figuras 17 e 18 ilustram fotos dos testes realizados
previamente aos ensaios da atividade antimicrobiana com as espécies de
Plantago. Na Figura 17 pode-se observar que ndo houve formacdo de
halos de inibi¢&o para solugdes de DMSO de até 60%. Na Figura 18 pode-
se observar a formacédo de halos de inibicdo para solucdo de antibidtico
cloranfenicol em uma placa de B. cereus.

As Tabelas 16 e 17 apresentam a concentragdo minima
inibitéria (CMI) dos extratos de P. major e P. lanceolata,
respectivamente, obtidos por Soxhlet, ultrassom e ESC contra as bactérias
citadas. De forma geral, ndo hd um consenso sobre o nivel aceitavel de
inibicdo de extratos quando comparado com padrdes. De acordo com
(SARTORATTO; MACHADO, 2004), (DUARTE et al., 2007) e
(WANG et al., 2008) é possivel classificar os materiais como agentes
antimicrobianos baseando-se no valor de CMI apresentado pelos seus
extratos. Comumente, a classificacdo do extrato é estabelecida como forte
inibidor para CMI até 500 pg mL*; moderado inibidor para CMI entre
600 e 1500 pg mL* e fraco inibidor para CMI acima de 1600 pg mL™*
(DUARTE et al., 2007; MICHIELIN et al., 2009; SARTORATTO;
MACHADO, 2004; WANG et al., 2008).
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Como pode ser observado nas Tabelas 16 e 17, diversos
extratos apresentaram concentragfes minimas inibitorias inferiores a 500
pg mL*, o que permite classifica-los como fortes inibidores. Entre esses
extratos, pode-se destacar os extratos de P. major obtido por ESC a 10
MPa e 40 °C e de P. lanceolata obtido por ESC a 20 MPa a 60 °C, os
quais apresentaram valores de concentracdo minima inibitoria para B.
cereus de 15,62 e 31,25 pug mL™?, respectivamente.

Figura 17 - Placa de teste apresentando auséncia de halos de inibicéo
para solu¢des de DMSO até 60% para B. cereus

Os extratos das espécies de Plantago obtidos por Soxhlet,
ultrassom e extracdo supercritica apresentaram maiores atividades
antimicrobianas frente a bactéria B. cereus (Gram-positiva) em
comparagdo a bactéria E. coli (Gram-negativa). A maioria dos
antimicrobianos tem o espectro de acdo limitado por causa da alta
especificidade ou porque sdo ativos somente em altas concentracGes
(BRANEN; DAVIDSON, 2000). Geralmente, bactérias Gram-negativas
s80 menos sensiveis aos agentes antimicrobianos, fato que pode ser
explicado pela estrutura da parede celular que difere substancialmente das
bactérias Gram-positivas. As bactérias Gram-negativas possuem uma
membrana exterior em torno da parede celular, o que restringe a difuséo
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dos compostos hidrofébicos através do seu  revestimento
lipopolissacarideo. A parede celular de bactérias Gram-positivas, que ndo
possui uma membrana exterior, pode ser permeada com mais facilidade
pelos constituintes dos extratos (TIAN et al., 2009). No entanto, isto ndo
significa que as bactérias Gram-positivas sdo sempre mais susceptiveis
(TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010).

Figura 18 - Placa de teste apresentando presenca de halos de inibigéo
para solugdo de antibidtico cloranfenicol.

Como pode ser observado nas Tabelas 16 e 17, tanto o
emprego de solventes polares como apolares proporcionaram a obtencao
de extratos com atividade antimicrobiana. Os compostos ativos
responsaveis pelas propriedades bioldgicas normalmente séo os produtos
do metabolismo secundario (6leos essenciais, polifendis, terpenos). Os
metabdlitos secundarios sdo definidos como produtos que, embora nédo
sejam necessariamente essenciais para o organismo produtor, garantem
vantagens para a sua sobrevivéncia e para a perpetuacdo de sua espécie,
em seu ecossistema (SIMOES, 2001). O mecanismo de a¢do, bem como
os efeitos toxicoldgicos e sensoriais de antimicrobianos naturais nao esta
completamente elucidado, embora a expressdo da atividade seja
frequentemente clara (TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010;
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TIWARI et al., 2009). Considerando o grande nimero de compostos
guimicos presentes, 0 mais provavel € que a sua atividade antimicrobiana
ndo seja atribuivel a um Gnico mecanismo especifico (BURT, 2004).

Tabela 16 - Concentragdo minima inibitéria (CMI) dos extratos de
Plantago major contra Bacillus cereus e Escherichia coli.

Técnica de B. cereus E. coli
extracdo Solvente (ugmL?) (ugmL™?)
Hexano 250 >1000
Diclorometano 250 >1000
Soxhlet Acetato de etila 250 >1000
Etanol 250 1000
Metanol 250 500
Hexano 125 1000
Diclorometano 250 250
Acetato de etila 250 1000
Ultrassom Etanol 500 250
) Metanol 1000 >1000
Agua/Etanol
' (30/70) 500 250
Agua/Etanol
(50/50) 1000 >1000
ESC 10 MPa/40°C CO; 15,62 1000
ESC 10 MPa/50°C CO; 62,5 1000
ESC 10 MPa/60°C CO; 62,5 >1000
ESC 20 MPa/40 C CO; 250 >1000
ESC 20 MPa/50°C CO; 62,5 >1000
ESC 20 MPa/60°C CO; 125 >1000
ESC 30 MPa/40°C CO; 125 >1000
ESC 30 MPa/50°C CO; 125 >1000
ESC 30 MPa/60°C CO; 62,5 >1000
ESC 30 MPa/50°C 2,5% etanol 125 >1000
ESC 30 MPa/50°C 5% etanol 125 >1000
ESC 30 MPa/50°C 5% metanol 250 >1000
ESC 30 MPa/50°C 10% etanol 125 >1000
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Stanisavljevic et al. (2008) avaliaram a atividade
antimicrobiana de extratos de folhas de P. major contra bactérias, fungos
e leveduras. Os autores verificaram que os extratos obtidos por maceragado
e ultrassom foram mais efetivos contra leveduras, em comparacdo a
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Além disso, ndo foram
verificadas diferencas estatisticas no tamanho dos halos formados para
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Tabela 17 - Concentracdo minima inibitéria (CMI) dos extratos de
Plantago lanceolata contra Bacillus cereus e Escherichia coli.

Técnica de B. cereus E. coli
extracdo Solvente (ugmL™?) (ngmL?)
Hexano 62,5 500
Soxhlet Etanol 62,5 >1000
Metanol >1000 >1000
Hexano 62,5 1000
Ultrassom Etanol 62,5 500
Metanol 125 500
Agua/Etanol
(30/70) 125 1000
ESC 20 MPa/50°C CO, 31,25 250
ESC 20 MPa/60°C CO, 31,25 125
ESC 30 MPa/50°C CO, 31,25 500
ESC 30 MPa/60°C CO, 62,5 500
ESC 20 MPa/60°C 2,5% etanol 31,25 500
ESC 20 MPa/60°C 5% etanol 62,5 500
ESC 20 MPa/60°C 10% etanol 31,25 1000

As variacOes referentes aos valores de CMI de extratos de
plantas podem ser atribuidas a varios fatores. Dentre eles podemos citar a
técnica aplicada, o0 micro-organismo e a cepa utilizada no teste, a origem
da planta, a época da coleta, se 0s extratos foram preparados a partir de
plantas frescas ou secas e a quantidade de extrato testada. Assim, ndo
existe método padronizado para expressar 0s resultados de testes
antimicrobianos de produtos naturais (FENNELL et al., 2004).

Em relagdo as técnicas de extragdo, pode-se verificar que 0s
extratos obtidos por extracdo supercritica apresentaram valores de
concentracdo minima inibitdria inferior a ultrassom e Soxhlet. O uso de
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cossolvente no processo de extragdo supercritica das espécies de Plantago
resultou na obtencéo de valores de CMI iguais ou maiores do que quando
utilizado apenas dioxido de carbono. Esse resultado estd em acordo com
os trabalhos que vém sendo realizados no LATESC, onde diversas
matérias primas tém mostrado que a extragdao supercritica possibilita a
obtencdo de extratos com maior atividade antimicrobiana do que técnicas
tradicionais de extracdo (BENELLI et al., 2010; KITZBERGER et al.,
2007; MAZZUTTI et al., 2012; MICHIELIN et al., 2009; OLIVEIRA et
al., 2013, 2016).

4.5. Caracterizacéo quimica dos extratos por CG-EM

A determinacéo do perfil quimico dos extratos de P. major e
P. lanceolata foi realizada apenas para alguns extratos, selecionados em
funcdo dos resultados de rendimento e/ou atividade antioxidante e
antimicrobiana. Assim, os extratos de P. major selecionados, obtidos
pelas técnicas a baixa e a alta pressdo, foram: Soxhlet com etanol,
ultrassom com diclorometano, ESC a 100 MPa/60 °C, 200 MPa/50 °C,
300 MPa/60 °C e 300 MPa/50 °C com 5% de etanol como cossolvente.
Os extratos de P. lanceolata selecionados foram: Soxhlet com etanol,
ultrassom com hexano, ESC a 200 MPa/60 °C, 300 MPa/50 °C, 300
MPa/60 °C e 200 MPa/60 °C com 5% de etanol como cossolvente.

A Tabela 18 apresenta a lista dos componentes identificados
nos extratos selecionados P. major obtidos pelas técnicas a baixa pressao
(Soxhlet e ultrassom) e com CO> supercritico. No total, 19 compostos
foram identificados nos extratos de P. major. Na Tabela 19 estdo
apresentados os 21 compostos identificados nos extratos selecionados de
P. lanceolata.

Os compostos identificados apresentam importantes
atividades bioldgicas, o que pode sugerir a utilizacdo dos extratos em
variadas aplicagdes terapéuticas. Observando os resultados apresentados
na Tabela 18 verifica-se que 0s compostos majoritarios dos extratos de P.
major identificados por CG-EM foram os acidos palmiticos e a-linolénico
e derivados, o o —sitosterol, o lupeol e o tetratriacontano. Nos extratos de
P. lanceolata selecionados, cujos resultados estdo apresentados na Tabela
19, os principais compostos identificados foram os acidos palmiticos ¢ -
linolénico e seus derivados, o o —sitosterol e o tetratriacontano.
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Tabela 18 - Compostos identificados nos extratos de P. major avaliados por CG-EM.

c ‘ % Area
Omposto 1 2 3 4 5 6
5,6,7,7a-Tetrahidro-4,4,7a-trimetill-
1 2(4H)-benzofuranona dihidro- - 0,32 - 0,53 0,40 -
actinidiolida

2 Acido palmitico - 74 38,47 18,47 13,34 11,28
3 Acido palmitico, etil éster 9,0 - - - - -
4 Fitol - 0,37 - - - -
5 2-metil-z,z-3,13-octadecadienol - - 5,78 - - -
6 Acido a-linolénico, metil éster 17,2 - - - - 5,83
7 Acido a-linolénico - 21,65 - 12,18 9,95 25,78
8 Acido 8,11,14-Eicosatriendico - 2,4 - - - -
9 Pentatriacontano - - 2,23 - 0,59 -
10 Hexacosano 3,08 - 0,83 - - -
11 Tetratriacontano 4,05 5,67 12,13 11,41 12,5 0,96
12 Heptacosano - 0,75 0,72 - - 4,97
13 Campesterol 1,14 2,35 0,38 1,76 1,81 2,09
14 Estigmasterol - 4.6 - 2,92 3,78 3,82
15 B-sitosterol 36,88 - - - - -
16 o-sitosterol - 40,18 9,53 31,47 38,96 35,74
17 Lupeol - 2,64 1,37 3,61 3,52 3,37
18 Acetato de lupeol - - - - 2,83 -
19 1-Heptatriacotanol - 4,24 - - - -

Onde: tr - tempo de retencdo; 1 - Soxhlet com etanol; 2 - ultrassom com diclorometano; 3 - ESC 100 MPa/60 °C; 4 - ESC 200

MPa/50 °C; 5 - ESC 300 MPa/60 °C; 6 - 300 MPa/50 °C com 5% de etanol.
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Tabela 19 - Compostos identificados nos extratos de P. lanceolata avaliados por CG-EM.

c ¢ % Area

0mposto 1 2 3 4 5 6

1 5,6,7,7a-Tetrahidro-fl,fl,?a-trir_ngti_lI-_2(4H)-benzofuranona 0,69 0,84 0,67 0,66 0,53 0,35
dihidro-actinidiolida

2 2-Ciclohexeno-1-one, 4-(3-hidroxi-1-butenil)-3,5,5-trimetil 0,55 0,82 0,64 0,4 - 0,43
3 n-Butilbenzenosulfonamida 0,26 0,34 - - - -
4 Sorbitol - - - - - 3,8
5 Acido cerético, metil éster - - - - 1,07 -
6 Acido pentandico, 14-metil-, metil éster 1,36 2,09 1,37 0,80 - -
7 Acido palmitico 26,1 25,0 26,72 20,35 21,16 17,2
8 Acido oleico - - - 0,35 - -
9 Acido palmitico, etil éster - - - 6,13 - 6,42
10 Metil (82,112,142)-8,11,14-heptadecatrienoato - - - - - 0,76
11 Fitol - - - 0,6 - 2,6
12 Acido a-linolénico, metil éster 4,3 47,5 49,6 2,14 3,57 29,45
13 Acido a-linolénico 43,0 - - 36,77 46,9 -
14 9,12(E,Z)-octadecadienoato de metila - - - - - 4,03
15 Acido a-linolénico, etil éster - - - 13,9 - 13,3
16 Tritetracontano - 0,88 - 0,78 - -
17 Pentatriacontano - - 0,80 - - -
18 Tetratriacontano 6,3 4,6 3,58 2,6 7,86 -
19 Heptacosano - - - - 4,56 -
20 a-sitosterol 5 3,5 5,58 45 8,63 3,7

Onde: t; - tempo de retencdo; 1 — ESC 200 MPa/60 °C; 2 - ESC 300 MPa/50 °C; 3 - ESC 300 MPa/60 °C; 4 - ESC 200 MPa/60 °C com 5% de

etanol; 5 - Soxhlet com etanol; 6 - ultrassom com hexan
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Seifi et al. (2014) avaliaram por cromatografia gasosa o perfil
quimico do 6leo da semente de P. ovata e verificaram que 0s compostos
majoritarios foram os acidos palmitico e oleico.

O é&cido palmitico é um &cido graxo que apresenta diversas
atividades  bioldgicas, como: antioxidante, hipocolesterolémica,
nematicida e pesticida (DUKE; BECKSTROM-STERNBERG, 2015). O
acido a-linolénico é outro &cido graxo identificados nos extratos e
apresenta as seguintes atividades bioldgicas: antiacne, anti-obesidade,
antitumoral, imunomodulador e vasodilatador (DUKE; BECKSTROM-
STERNBERG, 2015). Além dessas atividades decritas, esses dois acidos
graxos apresentam atividade antimicrobiana, tanto para bactérias Gram-
positivas como para Gram-negativas (DESBOIS; SMITH, 2010; ZHENG
et al., 2005; ZHOU et al., 2013).

O a-sitosterol, um composto esteroidal, foi identificado em
extratos de ambas as espécies de Plantago. De acordo com a literatura,
este composto apresenta atividade antidiabética, antimicrobiana, anti-
inflamatdria e anti-hiperlipidémica (BALAMURUGAN;
DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU, 2011; VENKATA RAMAN et
al.,, 2012). Entre as atividades atribuidas ao p-sitosterol estdo:
antibacteriana, anticancer, anti-inflamatéria, antitumoral, antiviral e
pesticida (DUKE; BECKSTROM-STERNBERG, 2015).

O fitol, um diterpeno oxigenado, € um componente da
clorofila das plantas detectado em varios extratos. Por ser um composto
aromatico é utilizado em muitas fragrancias e cosméticos. Além disso,
estudos relatam seu potencial uso como anticonvulsivo, antimicrobiano,
antitumoral e anti-inflamatéria (DUKE; BECKSTROM-STERNBERG,
2015; VENKATA RAMAN et al., 2012).

O estigmasterol é descrito na literatura como um composto
com atividade anti-inflamatéria (DUKE; BECKSTROM-STERNBERG,
2015; VENKATA RAMAN et al., 2012). O acido pentanoico é descrito
como um composto com atividade antioxidante (DUKE; BECKSTROM-
STERNBERG, 2015).

O luteol é um composto com atividade antiangiogénica, anti-
inflamatdria, antimalérica, antioxidante, antitumoral, antiviral e pesticida
(DUKE; BECKSTROM-STERNBERG, 2015). O campesterol apresenta
atividade antioxidante e hipocolesterolémica (DUKE; BECKSTROM-
STERNBERG, 2015).
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A forte atividade antimicrobiana verificada para os extratos
de P. major e P. lanceolata pode estar associada a presenca dos varios
compostos com atividade antimicrobiana identificados e descritos
anteriormente, principalmente aos acidos graxos a-linolénico e palmitico
(e seus derivados) e o o-sitosterol. Além disso, a forte atividade
antimicrobiana pode ser produto do sinergismo entre esses compostos. Os
melhores resultados dos extratos de ESC em relacdo aos extratos de
Soxhlet e ultrassom podem estar associados a auséncia de oxigénio e luz
durante o processo de extracdo, 0 que garante a preservacdo dos
compostos (PALMA et al., 1999).

Observando as Tabelas 18 e 19 pode-se verificar que alguns
compostos com atividade antioxidante foram identificados. No entanto,
esses dados ndo se correlacionam diretamente com a potente atividade
antioxidante dos extratos. A atividade antioxidante esta provavelmente
associada a esses compostos identificados e também & presenca dos
compostos fendlicos e flavonoides, os quais nao foram identificados por
essa analise de cromatografia.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

Neste capitulo foi demostrado que o uso de P. major e P.
lanceolata como matéria-prima para a obtencdo de extratos bioativos é
promissor. Nas extracdes realizadas com solventes mais polares (etanol,
metanol ou mistura de agua e etanol) em Soxhlet e ultrassom foram
obtidos extratos com melhores rendimentos em comparacao as extragdes
realizadas com CO; supercritico. O maior rendimento de extracdo para P.
major (20,5 + 0,8%) foi obtido por ultrassom com a mistura de
etanol/agua (50/50 v/v); enquanto que para a P. lanceolata o maior
rendimento foi obtido por ultrassom com metanol (23,1 + 0,3%).

Os extratos de P. major e P. lanceolata apresentaram um alto
conteido de compostos fendlicos e forte atividade antioxidante,
especialmente quando utilizados solventes de maior polaridade. A
extracdo supercritica de P. major com o uso de etanol como modificador
possibilitou a obtencdo de extratos com atividade antioxidante
comparavel a do antioxidante sintético BHT.

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana os extratos obtidos
com COy supercritico apresentaram melhores resultados em comparacao
a Soxhlet e ultrassom. Os extratos apresentaram forte atividade
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antimicrobiana, especialmente frente a bactéria B. cereus, com valores de
concentragdo minima inibitéria de 15,62 e 31,25 pg mL™?, para extratos
de ESC de P. major e P. lanceolata, respectivamente. A atividade
antimicrobiana provavelmente estd associada a presenca dos acidos
graxos o-linolénico e palmitico (e seus derivados) e do a-sitosterol.

Os resultados de compostos fendlicos e atividade antioxidante
(DPPH) apresentados sugerem que 0s compostos antioxidantes presentes
na P. major e na P. lanceolata sdo compostos principalmente polares.
Visando extrair esses compostos antioxidantes por meio de técnicas
ambientalmente amigaveis e em menos tempo, as amostras de P. major e
P. lanceolata foram submetidas a outros dois métodos de extracdo
utilizando 4gua como solvente (Capitulo 4).
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Capitulo 4

EMPREGO DE AGUA COMO SOLVENTE NA EXTRACAO DE
Plantago major E Plantago lanceolata
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1. INTRODUCAO

O extensivo uso tradicional e as modernas aplicacdes
medicinais de Plantago major e Plantago lanceolata sdo consequéncias
de sua variedade de propriedades curativas (SAMUELSEN, 2000). Entre
as propriedades terapéuticas, P. major e P. lanceolata foram amplamente
aceitas como plantas com forte atividade antioxidante (BEARA et al.,
2012; GALVEZ et al., 2005; GONCALVES; ROMANO, 2016;
SAMUELSEN, 2000; STANISAVLIEVIC et al., 2008). Como verificado
no Capitulo 3, os compostos antioxidantes dessas espécies avaliadas
possuem uma maior afinidade por solventes polares.

Véarios métodos podem ser utilizados para extrair
antioxidantes a partir de matrizes vegetais. As técnicas de extracdo e os
solventes utilizados devem ser cuidadosamente escolhidos para otimizar
o0 equilibrio entre maximizacdo de rendimentos e seletividade (AZMIR et
al., 2013; JOANA GIL-CHAVEZ et al., 2013). Além disso, durante 0s
ultimos anos, as técnicas ambientalmente amigaveis estdo se tornando
cada vez mais atraentes, 0 que tem impulsionado pesquisas que visam a
otimizacdo de processos de extracdo mais limpos. Entre essas tecnologias
verdes, a extracdo assistida por micro-ondas e extracdo com liquidos
pressurizados estdo ganhando cada vez mais atencdo nos dias de hoje para
a extracdo e recuperacdo de compostos bioativos de diferentes matrizes
naturais (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012; FLOREZ; CONDE;
DOMINGUEZ, 2015; ONG; CHEONG; GOH, 2006; PLAZA:
TURNER, 2015).

Os métodos de extracdo que empregam agua como solvente
sdo particularmente promissores, uma vez gque a agua é um solvente nao
toxico, ndo corrosivo, ndo inflamavel, ambientalmente amigavel,
naturalmente abundante e disponivel a baixo custo (FLOREZ; CONDE;
DOMINGUEZ, 2015; PLAZA; TURNER, 2015). As técnicas de extracio
assistida por micro-ondas (MAE) e extracdo com agua subcritica (SWE)
foram utilizadas com sucesso para extrair antioxidantes a partir de plantas,
demostrando ser métodos mais amigaveis, mais rapidos e que requerem
uma quantidade de solvente organico significativamente menor do que o0s
métodos tradicionais de extracéo.

O Capitulo 4 do presente trabalho objetivou avaliar a agua
como solvente de extracdo na obtencdo de compostos com atividade
antioxidante de P. major e P. lanceolata. Para isso, duas técnicas de
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extracdo foram selecionadas: extragdo com &gua subcritica (SWE) e
extracdo assistida por micro-ondas (MAE).

Esse é o primeiro trabalho do LATESC nessa linha de
pesquisa (SWE e MAE) e surgiu devido a preocupacdo do grupo em
utilizar cada vez mais técnicas e solventes ambientalmente amigaveis e
também do interesse de utilizar esses métodos futuramente no laboratério.
A realizacdo dos experimentos foi possivel devido a uma pareceria entre
0 LATESC e o Laboratério Foodomics do Instituto de Pesquisa em
Ciéncia da Alimentacdo (CIAL - Instituto de Investigacion en Ciencias
de la Alimentacion) que é um instituto misto pertencente ao Conselho
Superior de Pesquisas Cientificas (CSIC - Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas) e da Universidade Autbnoma de Madrid
(UMA - Universidad Auténoma de Madrid).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Extracdo com agua subcritica (SWE)

A extracdo com agua subcritica € um processo que vem sendo
estudado para a obtencdo de compostos bioativos, embora possa ser
considerada uma variacdo da técnica de extragdo com solventes acelerada
(PLE - pressurized liquid extraction). O uso de 4gua como solvente de
extracdo € bastante relevante do ponto de vista ambiental, uma vez que a
agua nao é tdxica para a salde e nem para 0 meio ambiente e por isso
costuma ser descrita independentemente (BRUNNER, 2009; CARR,;
MAMMUCARI; FOSTER, 2011; HERRERO; CIFUNTES; IBANEZ,
2006; SMITH, 2006).

O principio béasico desta técnica consiste na utilizagdo da dgua
a altas temperaturas (superiores a 100 °C) e altas pressoes (3,5 a 20 MPa),
porém abaixo do seu ponto critico (T = 374 °C e P, = 22,064 MPa), de
modo a manter durante todo o processo de extracdo o solvente em seu
estado liquido (Figura 19). Nestas condicGes de pressdo e temperatura, as
propriedades fisicas e quimicas da agua sdo drasticamente alteradas
(BRUNNER, 2009; HAGHIGHI; KHAJENOORI, 2013).

O rendimento e a seletividade de extracdo podem ser
influenciados por diversos pardmetros como: temperatura, tempo,
pressdo, adicdo de um solvente orgénico ou surfactante e vazdo de
solvente. (HERRERO; CIFUNTES; IBANEZ, 2006; HERRERO et al.,
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2010; RODRIGUEZ-MEIZOSO et al., 2010). No entanto, entre todos os
pardmetros citados anteriormente, a temperatura é o pardmetro mais
relevante.

Figura 19 - Diagrama de fases da agua com funcdo da temperatura e

presséo.
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~
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§ Sélido \\\\\\ T.=374°C
A 0,1 — e 8 P.= 22,064 MPa
6,02X104 [ 2 !
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w L
0,99 100 374
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Fonte: Adaptado de Haghighi e Khajenoori (2013).

A maior influéncia da temperatura no rendimento e
seletividade da técnica de extracdo com &gua subcritica se deve porque
em altas temperaturas ocorrem varias mudancas nas propriedades da agua
(BRUNNER, 2009; HERRERO; CIFUNTES; IBANEZ, 2006), podendo-
se destacar:

v' aumento de sua difusividade, o que melhora a difusdo dos
compostos (difusividade da dgua a 25 °C € 10 vezes menor do
que a da agua a 200 °C);

v reducdo de sua viscosidade, o que permite uma melhor
penetracdo da agua nas particulas da matriz;

v" reducdo de sua tensdo superficial e favorecimento da cinética
de transferéncia de massa por perturbacdo das forgas
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intermoleculares (van der Waals, ligacdes de hidrogénio e
atracdes dipolo;

v redugdo de sua constante dielétrica (g), o que favorece uma
reducdo da polaridade da agua.

2.1.1. Constante dielétrica da agua (g)

A constante dielétrica (¢) ¢ uma propriedade do material
isolante utilizado em capacitores que influi na capacitancia total do
dispositivo. A constante dielétrica pode ser entendida como a relagéo
entre um capacitor com determinado dielétrico e outro capacitor com
mesmas dimensdes, cujo dielétrico é o vacuo. Por definicdo, a constante
dielétrica € um numero adimensional (Equacdo 6). Essa constante
também descreve a capacidade de um solvente em ser polarizado por um
campo elétrico. Constantes dielétricas mais elevadas estdo associadas
com uma maior capacidade de dissolver eletrdlitos ou compostos polares
(BRUNNER, 2009).

¢ 6
= o (6)
Onde:
C = carga obtida com uma determinada tensdo no capacitor
gue contém um dado dielétrico;
Co = carga que existiria se os eletrodos estivessem separados

pelo vacuo.

A constante dielétrica da agua € mais elevada do que a maioria
dos liquidos devido a sua polaridade e a suas pontes de hidrogénio. De
maneira geral, a constante dielétrica aumenta com a temperatura para a
maioria das substancias. No entanto, a constante dielétrica da agua
diminui rapidamente em temperaturas mais elevadas, o que esta
relacionado a reducéao da densidade e ao enfraquecimento das ligagdes de
hidrogénio (BRUNNER, 2009).

Como pode ser observado na Figura 20, na temperatura de
250 °C e pressdo de 5 MPa a constante dielétrica da agua € igual a 27.
Este valor se situa entre o verificado para o etanol (¢ = 24) e metanol (¢ =
33). Dessa forma, a temperatura da &gua pode ser alterada para permitir a
obtencdo de compostos de diferentes polaridades. Os compostos polares
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podem ser extraidos em temperatura ambiente e compostos médio-polares
e apolares em temperaturas mais elevadas (CARR; MAMMUCARI,
FOSTER, 2011; HERRERO et al., 2013, 2015; MILLER et al., 1998).

Figura 20 - Constante dielétrica da agua em funcdo da temperatura e do
dioxido de carbono supercritico.
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Fonte: Adaptado de Herrero et al. (2013)® e Wesch; Dahmen; Ebert, (1996)®.
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Nos processos de extracdo com agua subcritica, normalmente
sdo utilizadas pressdes suficientes para manter a agua em estado liquido
durante todo o processo (3,5 a 20 MPa). O efeito da pressdo na constante
dielétrica da &gua durante a extragdo com dagua subcritica pode ser
negligenciado, uma vez que s6 ocorrem alteracGes mais significativas em
pressdes acima de 100 MPa (FLOREZ; CONDE; DOMINGUEZ, 2015;
HERRERO; CIFUNTES; IBANEZ, 2006).

A Figura 20 também apresenta valores da constante dielétrica
(e) para o CO; e da mistura CO/etanol. Como pode ser observado, a
constante dielétrica do CO- é inferior a apresentada pela agua em altas
temperaturas e também em relagdo os solventes etanol e metanol.
(WESCH; DAHMEN; EBERT, 1996). Observando a Tabela 20, pode-se
verificar que os valores da constante dielétrica do CO; e da mistura
COgl/etanol se aproximam mais aos valores determinados para oS
solventes apolares como hexano e benzeno. Dessa forma a extragdo com
agua subcritica pode ser uma alternativa a extragcdo com ESC, que possui
limitada habilidade de extrair compostos de maior polaridade.

Tabela 20. Constantes dielétricas (¢) de diferentes substancias
determinada a 25 °C.

Solvente Constante dielétrica (g)
Hexano 1,88
Benzeno 2,3
Acetato de etila 6,02
Diclorometano 9,1
Agua 80,1

Fonte: Burdick & Jackson (2015).
2.1.2. Processo de extracao

A Figura 21 ilustra um esquema simplificado do equipamento
de extracdo acelerada por solvente. O equipamento consiste de um
reservatério para armazenar o solvente de extracdo, uma bomba para
pressurizar o fluido, um forno que contem a célula de extragéo e um frasco
para coletar a amostra.
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Figura 21 - Processo de extracdo acelerada por solvente.
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Esse processo de extracdo é rapido, no qual, tipicamente,
rendimentos de extracdo mais elevados sdo obtidos com baixos volumes
de solventes organicos (por exemplo, 20 min, utilizando 10-50 mL de
solvente). No método de extracdo estatico, um determinado volume de
solvente é mantido em contato com a amostra, sob as condi¢Bes de
pressdo, tempo e temperatura desejadas. Durante esse periodo, o processo
tende a alcangar o equilibrio entre 0os componentes da amostra ainda
ligada a matriz e aqueles j& solubilizados no solvente. Apos atingir a
saturacdo do solvente, o rendimento de extra¢do ndo muda. Para aumentar
o rendimento de extracdo, pode-se fazer a renovacdo de uma parte do
solvente, por meio da adi¢do de mais 4gua (HERRERO et al., 2013).

Fonte: Dionex (2015).
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2.2. Extracédo assistida por micro-ondas (MAE)

Na extracdo de compostos bioativos, muitos métodos
existentes apresentam desvantagens tais como: longo tempo processo,
alto consumo de solvente, alto custo e/ou problemas relacionados a
sustentabilidade ambiental. A extracdo assistida com micro-ondas (MAE)
€ uma tecnologia promissora na obtencdo de compostos naturais que
apresenta solucBes a alguns desses problemas e ainda propicia bons
rendimentos (FLOREZ; CONDE; DOMINGUEZ, 2015).

O efeito de micro-ondas em processos de sintese quimica e
extracdo estd estritamente relacionada com a conversdo de radiagdo
eletromagnética em calor. O aquecimento por micro-ondas pode ser
obtido por dois mecanismos principais: polarizacdo dipolar e conducdo
ionica. O mecanismo de polarizacdo dipolar envolve o alinhamento do
dipolo da molécula ao campo elétrico aplicado. Quando o campo é
removido as moléculas voltam a um estado desordenado e a energia que
foi absorvida para esta orientacdo é dissipada na forma de calor. O
mecanismo por condugdo ibnica, por sua vez, envolve a perda por fricgéo,
gue ocorre através da migracdo de ions dissolvidos quando sob a acdo de
um campo eletromagnético (FLOREZ; CONDE; DOMINGUEZ, 2015;
ROUTRAY; ORSAT, 2012).

A absor¢do das micro-ondas é dependente das propriedades
dielétricas do material. Os solventes podem ser classificados como de
alta, média e baixa absor¢do de micro-ondas baseados no valor do seu
fator de perda dielétrica (Equacdo 7). A Tabela 23 apresenta o fator de
perda dielétrica de alguns solventes quimicos. Em geral, substancias
polares absorvem bem micro-ondas, enquanto que substancias menos
polares absorvem fracamente as micro-ondas (KAPPE; DALLINGER;
MURPHREE, 2009).

n

tan$ = - (7)

Onde:

¢" = perda dielétrica (indicativo de eficiéncia com o qual a
radiacdo eletromagnética € convertida em calor);

¢ = constante dielétrica (descreve a polarizagdo de moléculas
no campo elétrico).
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Tabela 21 - Fator de perda dielétrica (tan 6) de alguns solventes
quimicos (20 °C e 2,45GHz).

Solvente Fator de perda dielétrica (tan 8)
Etanol 0,941 (alto)

Metanol 0,659 (alto)

Agua 0,123 (médio)
Clorobenzeno 0,101 (médio)

Acetato de etila 0,059 (baixo)

Hexano 0,020 (baixo)

Fonte: Kappe, Dallinger e Murphree (2009).
2.2.1. Processo de extragcdo com gua

O uso da agua como solvente na MAE vem sendo bastante
estudado, uma vez que é um solvente ambientalmente amigavel e que
apresenta propriedades dielétricas relevantes para essa técnica. A agua,
guando usada como solvente de extracdo em altas temperaturas, tem sua
viscosidade e tensdo superficial reduzidas, favorecendo a difusdo do
solvente através da matriz sélida e sua solubilidade. As altas temperaturas
também favorecem a dessorcdo de solutos a partir da matriz, devido ao
aumento da pressao de vapor (FLOREZ; CONDE; DOMINGUEZ, 2015;
ROUTRAY; ORSAT, 2012).

As extracOes realizadas com agua e sistemas fechados podem
ser denominadas como “extracdo com 4gua superaquecida”. Essa
configuragdo de equipamento (Figura 22) oferece algumas vantagens em
relacdo a sistemas abertos, como menor tempo de extracdo, evita
evaporacdo do solvente e perda de compostos volateis e permite trabalhar
com temperaturas acima do ponto de ebulicdo do solvente (FLOREZ;
CONDE; DOMINGUEZ, 2015).

O curto tempo de processo do MAE e os elevados
rendimentos associados podem ser resultado da combinagéo sinérgica de
dois fenbmenos de transporte: gradientes de calor e massa gradientes
trabalhando na mesma direcdo. Nas extragdes convencionais,
diferentemente disso, a transferéncia de massa ocorre do interior da matriz
para o exterior enquanto que a transferéncia de calor ocorre do exterior
para o interior da matriz (FLOREZ; CONDE; DOMINGUEZ, 2015;
ROUTRAY; ORSAT, 2012).
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Figura 22 - Extracgdo assistida por micro-ondas em sistemas fechados.
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Fonte: Fl6rez, Conde e Dominguez (2015).

2.3. Remocéo da agua presente nos extratos

O emprego da &gua como solvente de extracdo, tanto na
técnica de extracdo com agua subcritica como na extracdo assistida por
micro-ondas, apresenta muitas vantagens. No entanto, um dos problemas
relacionados ao uso dessas técnicas estd na eliminacdo da agua desses
extratos (FLOREZ; CONDE; DOMINGUEZ, 2015).

Os processos tradicionais para remocao da agua normalmente
sdo caros e com alto consumo de tempo e energia. O alto consumo de
energia para a remogdo de agua dos extratos ndo é desejado, principiante
guando se busca a producdo de produtos de forma ecologicamente
amigavel. Vérias pesquisas vém sendo realizadas buscando solucionar
esse problema, e entre as mais promissoras poderiamos destacar o0s
processos envolvendo separagio por membranas (DIAZ-REINOSO et al.,
2011; FLOREZ; CONDE; DOMINGUEZ, 2015; KING; SRINIVAS,
2009; MELLO; PETRUS; HUBINGER, 2010; ZHAO et al., 2008).

3. MATERIAL E METODOS
3.1, Amostras
As amostras de P. major e P. lanceolata utilizadas nos

experimentos estdo descritas nas secfes 3.1.1 Plantago major e 3.1.2
Plantago lanceolata do Capitulo 3 desse trabalho.

111



3.2 Extracdo com agua pressurizada (PLE)

As extracbes com agua pressurizada foram realizadas
utilizando um extrator acelerado por solvente (ASE 200, Dionex,
Sunnyvale, CA, EUA), ilustrado na Figura 23, baseadas na metodologia
descrita por lbafiez et al. (2003). Para a remocéo de qualquer possivel ar
dissolvido, a 4gua foi sonicada por 10 min antes da extracdo. Para cada
uma das extragdes, 2 g de P. major ou P. lanceolata foram misturados
com areia do mar, empregada como agente de dispersdo, e colocados em
uma cela de extracdo de aco inoxidavel de 11 mL. As celas de extracéo
foram equipadas com discos de aco inoxidavel poroso e filtros de celulose
em ambas as extremidades para evitar que particulas sélidas escoassem
para o frasco de coleta. Antes de cada extracdo, as celas de extracdo foram
submetidas a uma etapa de pré-aquecimento por um tempo pré-
determinado. Este tempo de aquecimento é variavel e depende da
temperatura de extracdo (5 minutos quando a temperatura de extracdo é
de 50 a 100 °C, e de 6, 8 ou 9 min se a temperatura de extracdo ¢ de 124,
168 ou 200 °C, respectivamente).

As extracdes foram realizadas utilizando dois procedimentos:
extracdes individuais (a uma temperatura escolhida) e extracdo
sequencial. Nas extracdes individuais, as temperaturas avaliadas foram
25, 50, 100, 150 e 200 °C, com tempo de extracédo de 20 min e pressao de
10 MPa. Na extracdo sequencial, a mesma célula de extracdo foi extraida
em diferentes temperaturas. O tempo de extracdo foi de 10 min em cada
uma das temperaturas selecionadas (25, 50, 100, 150 e 200 °C). A pressao
foi mantida a 10 MPa e a cada etapa de extracdo, o frasco de coleta foi
substituido. Os experimentos realizados a 100, 150 e 200 °C séo extracBes
com agua no estado subcritico.

Apbs a extracdo, os extratos aquosos foram liofilizados
(Labconco Corporation, Missouri, EUA) até a completa remocdo do
solvente. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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Figura 23 - Foto do equipamento de extracdo com liquidos pressurizados
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Fonte: a autora.
3.3. Extracgdo assistida com micro-ondas (MAE)

As extracdes de P. major e P. lanceolata foram realizadas em
um equipamento de micro-ondas (Monowave ™ 300, Anton Paar) em
diferentes temperaturas (50, 100, 150 e 200 °C). Essas temperaturas
foram selecionadas por serem as mesmas utilizadas nas extragcbes com
agua pressurizada (PLE). A temperatura foi medida por um sensor de
infravermelho e por uma sonda de fibra dptica. No frasco de reacdo com
volume de 30 mL foram adicionados 0,5 g de amostra, 10 ml de agua e
uma barra magnética. A Figura 24 mostra a foto do equipamento usado
nos experimentos.

O equipamento de micro-ondas foi configurado para um ciclo
automatizado contendo: 1) aquecimento para a temperatura desejada
(tipicamente leva menos de 1 min) com agitacdo de 1000 rpm, 2) reacdo
(10 minutos, agitacdo de 1000 rpm) e 3) rapido resfriamento utilizando
nitrogénio comprimido (tipicamente leva menos do que 2 minutos,
dependendo da temperatura). Os extratos aquosos foram centrifugados
durante 20 min a 4 °C e 3046 g. Apds centrifugacdo, os extratos aquosos
foram liofilizados (Labconco Corporation, Missouri, EUA) antes das
andlises posteriores. Todos o0s experimentos foram realizados em
triplicata.
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Figura 24 - Foto do equipamento de extra¢do assistida por micro-ondas
(Monowave ™ 300, Anton Paar)

Fonte: a autora.

3.4. Determinacao do teor de fendlicos totais e da atividade
antioxidante

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais e da
atividade antioxidante foi realizada em acordo com as metodologias
empregadas no Laboratorio Foodomics. Essas metodologias diferem das
utilizadas na LATESC, principalmente porque sdo configuradas para
leitura em microplacas.

3.4.1. Determinagdo do teor de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fenolicos totais (TFT) dos extratos de P.
major e P. lanceolata foi determinado por espectrofotometria utilizando
0 método de Folin-Ciocalteu, segundo a metodologia descrita por Kosar,
Dorman e Hiltunen (2005), com algumas modificagdes.
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Resumidamente, uma aliquota de 10 puL da solugdo de extrato
(concentragdo de 10 mg mL?t) e 600 ul de 4gua ultrapura foram
misturados, aos quais se adicionou subsequentemente 50 puL do reagente
de Folin-Ciocalteu. Ap6s 1 min, 150 mL de 20 % de Na,CO3 (m/v) foram
adicionados e o volume foi completado com agua até 1,0 mL. As amostras
foram incubadas durante 2 h a 25 °C e ao abrigo de luz. Posteriormente,
300 pul de cada mistura reacional foram transferidos para uma microplaca
de 96 pocos. A absorbancia foi medida a 760 nm em um leitor de
microplacas espectrofotometro Powerwave XS (Bio Tek Instruments,
Winooski, VT). O teor de fenodlicos totais foi determinado por
interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva analitica
construida com padrfes de acido galico e expressos como mg de acido
galico (GAE) por grama de extrato. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata.

3.4.2. Meétodo do radical ABTS

A atividade antioxidante dos extratos de P. major e P.
lanceolata foi determinada pelo ensaio TEAC (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity) baseado no procedimento descrito por Re et al.
(1999). O radical ABTS" foi produzido pela reacdo de 7 mM de ABTS e
2,45 mM de persulfato de potassio 16 h antes de sua utilizacéo,
permanecendo ao abrigo de luz e temperatura ambiente durante esse
periodo.

A solucdo aquosa de ABTS* foi diluida com tampéo de
fosfato 5 mM (pH 7,4) até uma absorbancia de 0,7 (x 0,02) a 734 nm.
Posteriormente, 10 uL da solugio de extrato (5 concentra¢des diferentes
variando de 0,025 a 10 mg mL1) e 1 mL de solugdo de ABTS* foram
misturados num frasco de Eppendorf e 300 mL da mistura foram
transferidos para uma microplaca de 96 pocos. A absorbéncia foi medida
a 734 nm a cada 5 min durante 45 min num espectrofotbmetro leitor de
microplacas Powerwave XS (Bio Tek Instruments, Winooski, VT). O
Trolox foi utilizado como padrdo de referéncia e os resultados foram
expressos como valores TEAC (mmol de Trolox/g extrato). Estes valores
foram obtidos a partir das cinco concentragdes diferentes testadas de cada
extrato dando uma resposta linear entre 20 e 80%. Todos 0s experimentos
foram realizados em triplicata.
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3.4.3. Meétodo do radical DPPH

O método do radical DPPH foi utilizado para determinar o
atividade antioxidante dos extratos de P. major e P. lanceolata, sendo
realizado em acordo com a metodologia descrita por Brand-Williams,
Cuvelier e Berset (1995).

Para a realizacdo das andlises foi preparada uma solucdo méae
dissolvendo 23,5 mg de DPPH em 100 mL de metanol. Essa solucéo foi
diluida com metanol na proporcéo 1:10 (v/v) para a obtencdo da solucéo
de trabalho. Tanto a solucdo mae como a solucdo de trabalho foram
armazenadas a 4 °C até sua utiliza¢do. Posteriormente, 975 pL de solugio
de trabalho de DPPH foram adicionados a 25 pL de cada solugdo de
extrato (5 concentragGes diferentes variando de 0,125 a5 mg mL™?) e a
mistura reacional foi mantida ao abrigo de luz durante 4 h a temperatura
ambiente.

Apbs as 4 h, 300 pL desta mistura foram transferidos para
uma microplaca de 96 pocos e a absorbancia medida a 516 nm num leitor
de microplacas espectrofotdmetro Powerwave XS (Bio Tek Instruments,
Winooski, VT). A solucdo de trabalho de DPPH foi utilizada como
amostra de referéncia. A concentracdo de DPPH remanescente no meio
de reacdo foi calculada a partir de uma curva de calibracdo. A
percentagem remanescente de DPPH em funcdo da concentragdo de
extrato foi representada graficamente para se obter a quantidade
necessaria de antioxidante (expressos em pg mL™t) para reduzir a
concentracdo de DPPH inicial em 50% ou ECso. Assim, quanto menor o
valor de ECsp, mais elevada a capacidade antioxidante. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata.

3.5. Caracterizacédo por HPLC

A caracterizacdo dos extratos obtidos nos experimentos de
PLE e MAE foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometro de massas. A analise foi realizada em um
cromatografo Accela (Thermo Electron Corporation, San Jose, CA)
equipado com um detector DAD e espectrébmetro de massas ftriplo
quadrupolo (LC/MS/MS) (TSQ-Quantum, Thermo Electron Corporation,
San Jose, CA) com uma interfase ESI (ionizacdo por spray eletrdnico).
Para realizar a analise foi utilizada uma coluna Eclipse Plus C18 (210 mm
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x 450 mm, d.p. 1,8 um) (Agilent Technologies). As fases méveis foram
compostas por agua (0,75% de acido formico, A) e acetonitrila (B). O
gradiente de eluicdo foi: 0 min, 0% B; 2,5 min, 15% B; 3.5 min, 20% B;
5 min, 25% B; 8 min, 40% B; 9 min, 50% B; 10 min, 70% B; 11 min,
100% B; 12 min, 0% B durante os Gltimos 3 min (tempo total de corrida
cromatografica: 15 min). A vazéo utilizada foi 0,2 mL min-, com volume
de injecdo de 5 pL e a temperatura da coluna foi mantida a 45 °C. O
espectrometro de massas foi operado no modo de ionizacdo negativo e
analisador de massa foi definido no modo de varredura completa. Os
dados foram adquiridos em uma faixa de m/z entre150 e 1000. Todas as
injecBes foram realizadas em duplicata.

3.6. Anélise estatistica

Os resultados de rendimento global de extragdo, teor de
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante foram avaliados
estatisticamente por andlise unidirecional de variancia (ANOVA).
Quando se verificaram diferencas significativas ao nivel de 5% de
significancia (p < 0,05) entre as médias dos resultados, deu-se
continuidade a analise aplicando o teste de Tukey. Dessa forma, a analise
estatistica foi realizada para detectar diferencas significativas entre os
valores de rendimento de extracdo e entre as percentagens de compostos
fendlicos totais e atividade antioxidante.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Efeito da temperatura no rendimento de extragéo

Com o objetivo de obter a maior quantidade de compostos
antioxidantes bioativos a partir de P. major e P. lanceolata foram
avaliados dois importantes métodos de extracdo que sdo ambientalmente
amigaveis. A capacidade da agua de extrair compostos distintos em
diferentes temperaturas e, como esta composicao influencia na atividade
antioxidante foram avaliados. A Tabela 22 apresenta rendimentos de
extracdo de P. major e P. lanceolata obtidos com extracdo com agua
pressurizada e extracdo assistida por micro-ondas em diferentes
temperaturas.
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Como pode ser observado na Tabela 22, os rendimentos de
extracdo dos extratos obtidos por PLE e MAE claramente aumentaram
com o emprego de temperaturas mais elevadas, e isso é devido a fatores
gue contribuem para o aumento da transferéncia de massa do processo. O
rendimento de extracdo foi maximo quando empregada agua subcritica a
200 °C (PLE), com valores de 45 * 3% para P. major e 53 + 3% para P.
lanceolata. Na extracdo com agua subcritica a seletividade das classes de
compostos depende de solvatacdo dos compostos de interesse na gua em
estado liquido. Quando a &gua é aquecida a 200 °C ocorre a reducdo da
sua constante dielétrica a valores semelhantes aos de metanol ou
acetonitrila, o que aumenta a solubilidade de compostos menos polares
(HERRERO et al., 2013; ONG; CHEONG; GOH, 2006).

Tabela 22 - Rendimentos de extracdo (%) dos extratos de P. major e P.
lanceolata obtidos por extracdo com agua pressurizada (PLE) e extracdo
assistida por micro-ondas (MAE).

Técnica Rendimento de extrac&o (%)W
de Temp. (°C) ;
extracio P. major P. lanceolata

25 24,81+ 0,4 315703

50 26,54+ 0,3 3347201

PLE 100* 28,79+0,9 36,9°+0,9
150* 37,85 0,6 457+ 2
200* 45° +3 53°+3

50 189"+ 0,8 242703

100 21,29+0,2 27,6°+ 0,4

MAE 28% + 2 32,19+0,2
150 * 170,
200 35,2°+ 0,5 38¢+3

® média + desvio padrdo (n=3); Letras iguais na mesma coluna indicam que no
hé diferenca significativa (p > 0,05).
* Extragdo com agua subcritica.

No processo de MAE as extracbes foram realizadas em
frascos fechados, 0 que possibilitou o uso de temperaturas acima ponto de
ebulicdo da agua. Como resultado, a solubilidade dos compostos pode ser
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significativamente aumentada, o que resulta em maiores rendimentos,
como pode ser observado na Tabela 22. O aumento da temperatura do
solvente de 50 para 200 °C aumentou em 86,2 e 57,4% o rendimento da
extracdo de P. major e P. lanceolata, respectivamente. Em altas
temperaturas a viscosidade do solvente diminui e a difusividade aumenta,
assim, a eficiéncia de extracdo é melhorada. Além disso, o aumento da
temperatura pode provocar também a abertura da matriz celular
(FLOREZ; CONDE; DOMINGUEZ, 2015; XIAO; HAN; SHI, 2008).

Também foram realizadas extra¢cBes PLE sequenciais de P.
major e P. lanceolata em temperaturas entre 25 e 200 °C e tempo de 10
min em cada temperatura. A Figura 25 mostra os rendimentos de extracdo
de P. major e P. lanceolata para as extragdes sequenciais. Os maiores
rendimentos de extracdo foram verificados para as temperaturas de 25 °C,
seguidas da temperatura de 200 °C. Estes resultados mostram a
seletividade do processo de extracdo que pode ser obtida simplesmente
ajustando a temperatura da agua.

O rendimento total de extracdo das extracBes sequenciais, que
€ a soma de todas as condicGes avaliadas, foi de 53,2% para P. major e
59,5% para P. lanceolata. Esses valores de rendimento total obtidos séo
maiores do que os apresentados na Tabela 22, para ambas as espécies de
Plantago estudadas. Além das mudancas na viscosidade, difusividade e
constate dielétrica da agua que ocorrem com a temperatura e que
favorecem a extragdo de novos compostos (FLOREZ; CONDE;
DOMINGUEZ, 2015; IBANEZ et al., 2003), a cada nova extracio ocorria
a renovacdo do solvente. Esses fatos podem estar relacionados aos
maiores rendimentos verificados.

4.2. Efeito da temperatura no contetdo de fenolicos totais

A caracterizacdo funcional dos extratos foi complementada
com a determinacdo do contetdo de fendlicos totais e atividade
antioxidante. O contetdo de fendlicos totais dos extratos obtidos de P.
major e P. lanceolata empregando agua como solvente nas técnicas de
PLE e MAE esta presente na Tabela 23.

Os compostos fenolicos sdo a principal classe de
antioxidantes naturais (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997).
Como pode ser observado na Tabela 23, os extratos que continham a
menor quantidade de fenolicos foram obtidos nas temperaturas mais

119



baixas (ou seja, 25 e 50 °C). Quando utilizadas temperaturas mais
elevadas, a concentracdo de compostos fenélicos totais foi maxima para
ambas as técnicas de extracdo avaliadas. Estes resultados mostram a
elevada seletividade desse processo, que pode ser conseguida através da
realizacdo de extracdo com agua em uma determinada temperatura
visando obter extratos com uma composicao desejada.

Figura 25 - Rendimento de extragdo (%) dos experimentos sequenciais
com PLE de espécies de Plantago. (A) = P. major; (B) = P. lanceolata.
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Em relacdo a extracdo de compostos fendlicos, para a P.
major o melhor resultado foi obtido com agua subcritica a 200 °C (PLE),
enquanto que na extracdo de P. lanceolata, PLE e MAE a 200 °C nédo
diferiram estatisticamente entre si e apresentaram 0s maiores valores de
fendlicos totais. O contelido de compostos fenolicos dos extratos de P.
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major obtidos a 200 °C com agua subcritica foram superiores ao de P.
lanceolata: 113 +5 mg GAE g1, o que é cerca de 1,5 vezes maior do que
o verificado para P. lanceolata.

Tabela 23 - Teor de fendlicos totais dos extratos de P. major e P.
lanceolata obtidos por extragdo com agua pressurizada (PLE) e extracéo
assistida por micro-ondas (MAE).

Técnicade Temp. Teor de fendlicos totais (mg GAE gH)®

extracdo  (°C) P. major P. lanceolata

25 35"+ 2 23f+1

50 449+ 1 27° 1

PLE 100~ 59% + 3 40°+2
150* 72+ 3 475+ 3

200* 113245 728+ 1

50 429+ 3 28 +1

MAE 100 49,47+ 2 379+ 3
150 50¢+4 48+ 2

200 103+ 4 732+ 3

@ média + desvio padrdo (n=3); Letras iguais na mesma coluna indicam que n&o
hé diferenca significativa (p > 0,05).
* Extragdo com agua subcritica

A caracterizagdo funcional dos extratos obtidos no
experimento sequencial do PLE em relacdo ao teor de compostos
fenolicos totais esta ilustrada na Figura 26. Como pode ser observado na
Figura 26, os valores obtidos para diferentes condigdes (por exemplo, 100
e 200 °C) foram muito superiores em comparacdo com os resultados
obtidos nas extragdes individuais no mesmo equipamento (Tabela 23). A
guantidade de fendlicos dos extratos de P. lanceolata obtidos com agua
subcritica a 200 °C (PLE) nas extracdes sequenciais foi de 144 £ 5 mg
GAE g%, que é cerca de duas vezes a obtida na mesma temperatura na
extracdo individual.

O contelido de compostos fendlicos obtido pela soma das
fracdes obtidas em todas as temperaturas (25, 50, 100, 150 e 200 °C) foi
de 447,43 mg GAE g ! para a P. major e 423,42 mg GAE g ' para a P.
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lanceolata. O maior contedo de compostos fendlicos observado nas
extracbes por PLE e MAE em temperaturas mais elevadas, e
principalmente, nas extracGes sequencias por PLE podem estar
associados as reacdes que ocorrem durante esses processos. A reagdo de
Maillard é uma reacdo de escurecimento ndo enzimatico que ocorre entre
um agUcar redutor e um grupo amino da proteina que pode melhorar as
propriedades funcionais e/ou biolégicas de alimentos. Vérios trabalhos
descritos na literatura demostram que os produtos da reacdo de Maillard
podem apresentar atividade antioxidante (AHMAD; LANGRISH, 2012;
AMAROWICZ, 2009; RODRIGUEZ-MEIZOSO et al., 2010). De fato,
nos extratos obtidos em maiores temperaturas pode ser visualizado um
escurecimento em comparacao aos obtidos em menores temperaturas.

Figura 26 - Contetdo de compostos fendlicos totais dos experimentos
sequenciais com PLE de espécies de Plantago.
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4.3. Efeito da temperatura na atividade antioxidante

A capacidade antioxidante dos extratos de Plantago obtidos
foi avaliada utilizando os métodos do radical ABTS e do radical DPPH,
sendo que os resultados estdo apresentados na Tabela 24. Os extratos que
apresentam os melhores resultados de atividade antioxidante foram
obtidos empregando agua em uma condicdo subcritica a 200 °C (PLE),
tanto para a P. major como para a P. lanceolata. Comparando o0s
resultados de ECso apresentados na Tabela 24 com os valores obtidos por
Costa et al. (2015) para a quercetina (padrdo) e BHT (valores de ECsg
igual a 1,94 e 48,46 pg ml?, respectivamente) utilizando a mesma
metodologia, pode-se concluir que os extratos de P. major e P. lanceolata
apresentam forte atividade antioxidante. Em relacdo as espécies de
Plantago estudadas, verificou-se que o0s extratos de P. major
apresentaram maior atividade antioxidante do que os extratos de P.
lanceolata. Além disso, verificou-se que nesse trabalho os valores de
atividade antioxidante ndo se correlacionam exatamente com teor
fendlicos totais.

A atividade antioxidante apresentada pelos extratos de P.
major e P. lanceolata obtidos em altas temperaturas foi maior do que a
dos extratos obtidos em condi¢fes mais brandas, em ambos dos processos
extracdo estudados (PLE e MAE). Nestes processos de extra¢do, 0 uso de
agua em altas temperaturas traz vantagens em relacdo a melhoria da
cinética e rendimento de extracdo. Além disso, o tratamento térmico pode
induzir a formacéo de substancias bioativas. Estes novos compostos sao
derivados de reacdes que ocorrem durante o processo de extragdo, como
reacdo de Maillard, caramelizacdo e/ou termo oxidacdo. Esta
possibilidade poderia aumentar ainda mais o interesse em processos em
PLE e MAE conduzidos em temperaturas elevadas, tendo em conta que
estas técnicas seriam capazes ndo so de extrair 0s antioxidantes presentes
na amostra, mas também permitir a producdo de novos compostos
antioxidantes (AHMAD; LANGRISH, 2012; PLAZA et al., 2010).
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Tabela 24 - Atividade antioxidante dos extratos de P. major e P. lanceolata determinado pelos métodos dos
radicais ABTS e DPPH.

ABTS DPPH
Técnica T (°C) (mmol Trolox/g extrato) ECso (ng mL)®
P. major P. lanceolata P. major P. lanceolata
25 0,349" + 0,008 0,3139+ 0,002 42,9+ 0,5 108* + 2
50 0,44% + 0,01 0,34+ 0,01 40 + 1 54°+1
PLE 100* 0,95° + 0,03 0,39°+ 0,01 23,77+ 0,6 44% + 2
150* 0,75¢+ 0,02 0,52¢+ 0,01 21,39+ 0,4 4157+ 1
200* 1,382+ 0,07 0,95%+ 0,03 21,3904 3349+04
50 0,418%+0,08 0,290¢ + 0,006 410+ 2 740+ 4
MAE 100 0,471%7+ 0,03 0,38%" + 0,02 39+ 1 51°+2
150 0,65¢+ 0,01 0,4729 + 0,009 33,3°+0,7 479+ 2
200 0,99° + 0,03 0,81°+ 0,01 20,89+0,9 38,77+ 0,9

@ média + desvio padrdo (n=3); Letras iguais na mesma coluna indicam que nfo ha diferenga significativa (p > 0,05).
* Extragdo com agua subcritica.
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Os resultados da atividade antioxidante dos extratos obtidos
nos experimentos sequenciais de PLE estdo apresentados na Tabela 25.
Nas extracdes sequenciais, 0 mesmo material foi extraido
sequencialmente em diferentes temperaturas. Assim, ao variar a
temperatura da agua, as propriedades fisicas da adgua sdo modificadas,
permitindo a extracdo de diferentes compostos em cada condicdo de
extracdo avaliada. Teoricamente, a cada extracdo ha menos compostos
antioxidantes ou compostos fendlicos disponiveis na matriz, visto que
houve extracfes desses compostos nos experimentos anteriores. No
entanto, os resultados dos ensaios espectrofotométricos de compostos
fendlicos e atividade antioxidante determinado pelo método do radical
ABTS e DPPH mostram que os melhores resultados foram obtidos em
temperaturas mais elevadas (200 °C), mesmo depois de o material ter sido
submetido a 4 extracOes anteriores. Estes resultados podem sugerir a
formacdo de novos compostos antioxidantes decorrentes das reacfes de
Maillard, caramelizagdo e termo oxidacdo (PLAZA; TURNER, 2015).

Tabela 25 - Atividade antioxidante dos extratos de P. major e P.
lanceolata obtidos nos experimentos sequenciais com PLE determinado
pelos métodos dos radicais ABTS e DPPH.

T ABTS DPPH
(Sgp (mmol Trolox/g extrato) ) ECso (ug mi)®
P. major P. lanceolata P. major  P. lanceolata
25  0,38°+0,02 0,2720+0,002 44+l 106°+ 1

50  1,11°40,03  114°+002 13303 159902
100* 1504004 197°+001 113°+05 10,6°£02
150  0949+004 099°+001 256°£04  27°%2
200*  195°+008  203+001 220°%05 192°%£07

@ média + desvio padrdo (n=3); Letras iguais na mesma coluna indicam que néo

ha diferenga significativa (p > 0,05).
* Extragdo com agua subcritica.

4.4, Caracterizacdo quimica dos extratos por HPLC

O método baseado em HPLC-DAD-MS foi utilizado para
realizar uma caracterizacdo preliminar dos extratos obtidos, com o
objetivo de observar possiveis diferencas entre eles e também para

125



guantificar os compostos majoritarios. O tempo de retencéo, os espectros
de UV e os espectros de massa dos compostos presentes nos extratos
foram utilizados para tentar identifica-los com base em dados publicados
por outros autores.

As Figuras 27 e 28 ilustram os perfis cromatograficos dos
extratos de dgua subcritica obtidos a 200 °C (PLE) de P. lanceolata e P.
major, respectivamente. A Tabela 26 apresenta os dados de HPLC-DAD-
MS das estruturas identificadas (compostos sugeridos) dos extratos
obtidos a 100, 150 e 200 °C. Os compostos foram identificados com base
nos seus tempos de retencdo, espectros UV/visivel e padrbes de
fragmentacdo de massa.

Figura 27 - Perfil cromatogréafico do extrato de Plantago lanceolata
obtido com 4gua subcritica a 200 °C (320 nm).
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Figura 28 - Perfil cromatografico do extrato de Plantago major obtido
com agua subcritica a 200 °C (320 nm).
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Tabela 26 - Principais ions identificados por HPLC-DAD-MS dos extratos das espécies de Plantago major e
Plantago lanceolata obtidos com agua subcritica a 100, 150 e 200 °C e suas sugeridas estruturas.

uv
. tr Estruturas [M—H]~ Fragmentos A o ~
Pico (min)* sugeridas m/z MS/MS abs?rl]rginma Referéncia/Padrao
1 48  Plantamajoside 639 461 245,38 Lietal.(2009); Davey (2004);
padrdo
B_
2 5,3  hidroverbascosideo 639 621 242’2188' Timéteo et al. (2015)
diastereoisomero
Luteolina- 244, 284, .
3 5,4 diglucurénido 637 621 332 Kéry et al. (2010)
250. 290 Cardinali et al. (2012); Funes et al.
4 5,6 Verbascosideo 623 461 3’31 ' (2010); Timéteo et al. (2015);
padrdo
. 250, 290, Cardinali et al. ( 2012); Timoteo et
5 59 Isoverbascosideo 623 461 398 al. (2015); padrio
6 6,4 Melitidina 723 621 283, 327 Zhang et al., 2011
7 75 Martynoside 651 491 24‘;’2%89’ Timoteo et al. (2015)

*tempo de retencéo.
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Nos extratos de P. major e P. lanceolata foram identificados
dois isdbmeros glicosideos feniletandides, o verbascosideo e o
isoverbascosideo (Figura 29). O verbascosideo e seu isdmero estdo
presentes em varias espécies de Plantago e sdo responsaveis por uma
vasta gama de atividades bioldgicas, incluindo atividades antitumoral,
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria e anti-trombdtica
(ALIPIEVA et al., 2014; FUNES et al., 2010; LIU et al., 2013). Esses
compostos identificados, juntamente com os compostos fenoélicos, podem
ser responsaveis pela forte atividade antioxidante verificada para os
extratos obtidos por PLE e MAE.

A plantamajoside (Figura 29) é um derivado bioativo do
acido cafeico identificado nos extratos das espécies de Plantago. Este
composto esta presente em varias espécies de Plantago e apresenta varias
atividades biolGgicas, tais como efeito antioxidante, antimicrobiano,
antibidtico e anti-inflamatério (RAVN et al., 2015). O efeito antioxidante
dos extratos de P. major e P. lanceolata, bem como a atividade
antimicrobiana apresentada no Capitulo 3, pode estar associada a
presenga desse composto, juntamente com a presenca dos compostos
fendlicos.

Os perfis cromatograficos dos extratos de agua obtidos na
extracdo assistida por micro-ondas a 200 °C (MAE) de P. lanceolata e P.
major estdo representados nas Figuras 30 e 31, respectivamente. Nos
extratos de MAE também foram identificados a plantamajoside, o B-
hidroverbascosideo diasterecisbmero, 0 verbascosideo, 0
isoverbascosideo e a melitidina. Comparando o perfil cromatografico dos
extratos obtidos a 200 °C por MAE com os das Figuras 27 e 28 pode-se
verificar que as técnicas de extracdo possibilitaram a obtencéo de perfis
um pouco distintos. Nos cromatogramas obtidos por MAE (320 nm)
podem ser visualizados outros picos, porém a maioria desses compostos
ndo foi identificada pelo padréo de desfragmentacéo de seus ions porque
esses extratos ndo se ionizavam bem e os picos estavam saturados. A
Tabela 27 apresenta os dados de um dos compostos que ndo foi
identificado.

O método baseado em HPLC-DAD-MS também foi utilizado
para quantificar trés compostos bioativos identificados nos extratos de P.
major e P. lanceolata: o verbascosideo e seu isbmero (isoverbascosideo)
e a plantamajoside. Esses compostos foram selecionados por terem 0s
picos com maiores intensidades e também pela sua relevante importancia
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bioldgica. Os resultados da quantificacdo desses compostos presentes nos
extratos obtidos em diferentes temperaturas utilizando agua por PLE e
MAE estdo apresentados na Tabela 28. Como pode ser observado, em
alguns extratos ndo foi possivel fazer a quantificacdo em duplicata,
porgue esses picos estavam muito saturados.

Figura 29 - Verbascosideo (a), isoverbascosideo (b) e plantamajoside
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Fonte: Chemfaces (2016).
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Figura 30 - Perfil cromatogréafico do extrato de Plantago lanceolata
obtido com &gua na extracdo assistida por micro-ondas a 200 °C (320
nm).
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Figura 31 - Perfil cromatografico do extrato de Plantago major obtido
com agua na extracao assistida por micro-ondas a 200 °C (320 nm).
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Tabela 27 - lons identificados por HPLC-DAD-MS dos extratos de
Plantago major e Plantago lanceolata obtidos na extragao assistida por
micro-ondas a 200 °C e suas sugeridas estruturas.

Pico tr Estruturas [M—H|~ Fragmentos absoLrJt;gncia
(min)* sugeridas m/z MS/MS
max.
Néo
2 3.1 identificado 507 461 270

*tempo de retencéo.
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Tabela 28 - Quantificacdo dos compostos verbascosideo, isoverbascosideo e plantamajoside dos extratos de
Plantago major e Plantago lanceolata obtidos por PLE e MAE.

Técnica Verbafcosideo Isoverb_?scosideo Planta_rpajoside
de Temp. (-C) (ng mgt extrato) (ug mg extra;o) (ug mg? extrato)
extracéo P.major  P.lanceolata  P.major Ianceélata P. major Ianceélata
25 72104 2,1+04 0,23 £0,07 <LOQ 0,81+0,01 0,47+0,03
50 92+14 49106 0,60+0,02 0,30+0,00 0,89+0,05 0,95+0,02
PLE 100 8,20 £ 0,08 7,4+0,.2 37+02 038+0,05 08+01 1,21+0,05
150 74+0,3 55+£0,5 6,5+0,2 1,3+0,1 051+001 0,7+0,2
200 72104 5,37* 5,78+ 0,03 1,40* 0,49 £ 0,05 0,79*
50 79+0,1 43+0,1 0,61+0,08 0,34+0,04 0,14+0,00 0,76+0,07
100 79+04 6,0+0,1 27+02 136+007 07+01 107+0,03
MAE 150 43+02  437+005 87+06 43+02 26+01 0,90%0,02
200 09+0,6 0,42 + 0,06 47+0,3 22+0,.2 N.D. N.D.

*dados de uma Unica andlise; N.D. — ndo identificado; <LOQ — menor que o limite de quantificacdo.
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Na Tabela 28 é possivel observar que, para ambas espécies de
Plantago estudadas, o conteldo de isoverbascosideo é maior em
temperaturas mais elevadas. 1sso pode ser resultado da seletividade do
processo de extragdo, que altera as propriedades da agua em funcéo da
temperatura, e/ou da formacdo desse composto como resultado do
aquecimento do verbascosideo. Wong et al. (2001) verificaram que
guando o verbascosideo foi aquecido em &gua fervente ocorreu a
formacéo do isoverbascosideo.

Tabela 29 - Quantificacdo dos compostos verbascosideo,
isoverbascosideo e plantamajoside dos extratos de Plantago major e
Plantago lanceolata obtidos nas extra¢des sequencias por PLE.

Verbascosideo Plantamajoside

Isoverbascosideo

Planta T (=€) g&%rr;%)l (ng mg't extrato) g(%r?t%)l
25 45 +0,2 0,40 £0,01 0,82 +0,02
50 8,0 £0,2 48 +0,1 1,7 £0,1
P. major 100 7,7 £0,8 6,0 £0,1 1,46 +0,04
150 3,36 +0,02 2,94 +0,04 N.D.
200 N.D. N.D. N.D.
Total 23,6 14,2 3,9
25 2,7 £0,2 <LOQ 0,58 +0,02
= 50 49+0,3 0,23 £0,01 1,12 £0,03
lanceolata 100 6,35 +0,07 1,4 £0,2 18 £0,2
150 3,6 £0,1 0,71 +0,08 0,47 +£0,05
200 N.D. N.D. N.D.
Total 17,5 2,3 4,0

* N.D. — ndo identificado; <LOQ — menor que o limite de quantificagéo

Na Tabela 28 é possivel observar também que a maioria das
extracdes empregando agua como solvente que propiciaram conteidos
maximos do verbascosideo, isoverbascosideo e plantamajoside foram
realizadas a 100, 150 e 100 ° C respectivamente. Os dados do contelido
desses compostos ndo se correlacionam diretamente a atividade
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antioxidante determinada pelos métodos ABTS e DPPH (Tabela
24).Dessa forma, esses resultados sugerem que a atividade antioxidante é
influenciada também pelos produtos das reacBes de Maillard,
caramelizacdo e termo oxidacdo que ocorrem em altas temperaturas
(AMAROWICZ, 2009; RODRIGUEZ-MEIZOSO et al., 2010)

Os extratos de P. major e P. lanceolata obtidos na extracdo
sequencial também foram analisados por cromatografia para tentar
identificar os compostos que foram extraidos em cada temperatura. Os
perfis cromatogréficos dos extratos de &gua obtidos na extracdo
sequencial (PLE) de P. major estdo representados na Figura 32. A
guantificacdo dos compostos verbascosideo, isoverbascosideo e
plantamajoside dos extratos de P. major e P. lanceolata obtidos em cada
temperatura estdo apresentados na Tabela 29.

Os resultados de teor de compostos fenolicos e atividade
antioxidante sugerem uma possivel formacdo de novos compostos
decorrentes das reacdes de Maillard, caramelizacdo e termo-oxidacéo que
ocorrem nos processos em altas temperaturas. Observando a Figura 32
pode-se verificar que ocorrem mudancas nos perfis obtidos das extracfes
em diferentes temperaturas, com o surgimento de novos picos. No
entanto, pode-se observar também que ocorre uma saturacdo nos
cromatogramas em temperaturas mais elevadas, o que dificulta a
identificagdo desses novos compostos, sendo necessario alterar o método
de HPLC utilizando nesse trabalho.

A Tabela 29 apresenta também o conteldo total dos
compostos verbascosideo, isoverbascosideo e plantamajoside, que € a
soma das fracGes obtida em cada temperatura na extracdo sequencial em
PLE. Como pode ser observado, o conteudo total desses compostos é mais
elevado em comparacao aos resultados obtidos na Tabela 28, chegando a
23,58 ug mg ™ extrato para 0 composto verbascosideo. Esses resultados,
somados aos obtidos em termos de rendimento, compostos fendlicos e
atividade antioxidante, sugerem que a realizacdo das extracdes
sequenciais pode ser interessante, porém, levando em conta o tempo de
processo, deve-se tentar otimizar o processo para 0 menor nimero de
extracdes possiveis.
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Figura 32 - Perfil cromatogréafico do extrato de Plantago major obtido
nas extragdes sequenciais com PLE (320 nm).
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Figura 32 - Perfil cromatogréafico do extrato de Plantago major obtido nas
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Com base nos resultados apresentados no Capitulo 4, a agua
pode ser utilizada com éxito como solvente para a obtencdo de compostos
antioxidantes de P. major e P. lanceolata empregando as técnicas de
extracdo com agua subcritica e extragao assistida por micro-ondas.

A quantidade de compostos fenolicos e a atividade
antioxidante dos extratos de P. major e P. lanceolata obtidos por ambas
técnicas de extragcdo mostraram sofrer forte influéncia da temperatura. Os
melhores resultados para o teor de compostos fenodlicos e atividade
antioxidante de P. major e P. lanceolata foram obtidos quando
empregadas altas temperaturas, o que pode ser resultado da formacéao de
novos compostos devido as reagdes que ocorrem nessas condicOes
testadas.
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Os resultados da analise quimica dos extratos por
cromatografia sugerem que a P. major e a P. lanceolata podem
representar uma valiosa fonte de compostos naturais, especialmente o
verbascosideo, o isoverbascosideo e a plantamajoside.

Os resultados dos experimentos sequenciais demostram que
esta pode ser uma estratégia adotada para aumentar o rendimento de
extracdo e a atividade antioxidante dos extratos. Porém, as realizar-se
mais extra¢des aumenta o tempo de processo bem como 0s custos para a
remocdo da dgua. Dessa forma, deve-se avaliar o uso do menor nimero
de extragfes possivel.
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Capitulo 5

COMPARACAO DAS TECNICAS DE EXTRACAO:
RENDIMENTO E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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1. INTRODUCAO

Nos Capitulos 3 e 4 foram apresentados os resultados das
extracOes realizadas utilizando tecnologias tradicionais de extracdo, como
0 Soxhlet, e também de tecnologias que reduzem o impacto ambiental
pelo uso de fluidos supercriticos e da &gua como solventes de extracao.

O Capitulo 5 objetiva comparar esses resultados, buscando
verificar os processos que permitiram obter maiores rendimentos e
potencializacdo da atividade antioxidante de P. major e P. lanceolata.
Cientes da importancia da utilizagdo de técnicas e solventes que prezem
pelo meio ambiente, foram considerados os melhores resultados de cada
técnica utilizando apenas etanol, agua, CO; e/ou da mistura de diferentes
fragdes desses solventes.

2. Efeito das técnicas de extracao no rendimento global de
extracdo

Os rendimentos globais de extragdo de P. major e P.
lanceolata obtidos pelas diferentes técnicas de extracdo estdo
representados na Figura 33. Além do rendimento global de extragdo, é
possivel observar também o tempo de extracdo, sem levar em
consideracdo a etapa de remoc¢do de solvente. Na Figura 33 pode-se
observar que os valores de rendimento global de extragdo empregando
agua como solvente nos processos de extracdo com PLE e MAE séo
significativamente maiores. Além disso, o tempo necessario para a
obtencdo desses extratos &€ menor em comparacgdo as demais técnicas.

Para a P. major o aumento no rendimento de extracdo chega
a 119%, comprando as técnicas de extragdo PLE a 200 °C e ultrassom
com éagua e etanol (50/50 v/v). Para a P. lanceolata o aumento de
rendimento chega a 131%, comparando a 200 °C e ultrassom com agua e
etanol (30/70 v/v). Quando se compara o rendimento de extracdo
empregando agua como solvente com os resultados da extracdo com CO;
supercritico, verifica-se que o rendimento de extracédo é ainda maior. Isso
pode ser explicado, entre outros fatores, pela diferenga dos valores da
constante dielétrica da 4gua e do CO; supercritico apresentados na Figura
20 do Capitulo 4 e também devido a maior temperatura utilizada nas
extracbes em PLE e MAE.

138



Figura 33 - Rendimento global de extracdo de P. major (a) e P.
lanceolata (b) por diferentes técnicas de extragdo.
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3. Efeito das técnicas de extracdo no teor de fendlicos totais e
atividade antioxidante

Os teores de fendlicos totais dos extratos de P. major e P.
lanceolata obtidos pelas diferentes técnicas de extracdo estdo
representados na Figura 34. Comparando os dados das extracGes
utilizando a4gua como solvente (MAE e PLE) aos obtidos por Soxhlet e
ultrassom, verifica-se que os resultados sdo similares aos das extracdes
com os solventes etanol e a mistura agua/etanol. 1sso pode ser atribuido a
reducdo da constante dielétrica da agua que ocorre em altas temperaturas
a valores mais préximos aos verificados para 0s solventes organicos
etanol (CARR; MAMMUCARI; FOSTER, 2011; MILLER et al., 1998).
Os menores resultados foram verificados com o emprego da extracéo
supercritica.

A Figura 35 apresenta a atividade antioxidante dos extratos
de P. major e P. lanceolata obtidos pelas diferentes técnicas de extracao
através do método de descoloragdo do sistema B-caroteno/acido linoleico.
Como pode ser observado na Figura 35, a atividade antioxidante
verificada para todos os extratos é inferior a verificada para o antioxidante
sintético BHT. Comparando os resultados de PLE e MAE as demais
técnicas, verifica-se que a atividade antioxidante com agua a 200 °C é
maior. Esse resultado pode ser atribuido aos possiveis novos compostos
formados nas extracGes a alta temperatura e também a maior quantidade
de compostos extraidos.

A comparacdo dos resultados do DPPH deve ser mais
cuidadosa, ja que os valores de ECso foram determinados através de duas
metodologias distintas. Mesmo o0s resultados expressos em ECso
(quantidade necessaria de amostra para reduzir a concentracdo de DPPH
inicial em 50 %), devem ser cautelosamente comparados entre si, pois
representam valores estequiométricos (moles de DPPH reduzidos por
moles de antioxidante), mas ignoram a cinética da reacdo. Isso pode
explicar os diferentes valores obtidos de ECso na literatura para um
mesmo composto (MISHRA; OJHA; CHAUDHURY, 2012; XIE;
SCHAICH, 2014).

Dessa forma, a atividade antioxidante dos extratos obtidos
com agua foi determinada pela metodologia baseada em Mensor et al.
(2001) e esta apresentada na Figura 36, sendo que os resultados foram
comparados ao antioxidante sintético BHT. Os extratos de P. major e P.
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lanceolata apresentam elevada atividade antioxidante comparavel a do
antioxidante usado como padrdo de referéncia. Os bons resultados de
atividade antioxidante verificados com o uso da dgua, mesmo em altas
temperaturas, ja eram esperados e podem ser explicados aos maiores
teores de compostos fendlicos extraidos nessas condicBes, bem como
pelos produtos das reaces de Maillard e caramelizacdo que ocorrem
nessas condi¢cBes (AHMAD; LANGRISH, 2012; AMAROWICZ, 2009;
BRUDZYNSKI; MIOTTO, 2011; RODRIGUEZ-MEIZOSO et al.,
2010).

Figura 34 -Teor de fendlicos totais (TFT) dos extratos de P. major (a) e
P. lanceolata (b) obtidos por diferentes técnicas de extragdo.
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Figura 35 - Atividade antioxidante dos extratos de P. major (a) e P.
lanceolata (b) obtidos por diferentes técnicas de extragdo através do
método descoloragdo do sistema B-caroteno/acido linoleico, expressos
através do percentual de atividade antioxidante.
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Onde:ESC = extragéo supercritica; PLE =extra¢do com liquidos pressurizados
(Agua subcritica); MAE =extragdo assistida por micro-ondas.
Figura 36 - Atividade antioxidante dos extratos de P. major (a) e P.
lanceolata (b) obtidos pelo método DPPH, expressos em termos de
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4. Visédo global dos processos

As Figuras 37 e 38 representam um comparativo das técnicas
de estudadas para a extracdo de P. major e P. lanceolata, respectivamente,
em termos de rendimento global, teor de fendlicos totais, atividade
antioxidante, tempo de extracdo e volume estimado de solvente. A
atividade antioxidante foi representada pela porcentagem de inibicdo
determinada pelo método de descoloragdo do sistema [B-caroteno/acido
linoleico.

O volume de solvente é um dado bastante relevante, visto 0s
gastos energéticos e de tempo envolvidos na remocao desses solventes do
extrato. Embora o volume de etanol utilizado como cossolvente na ESC
seja elevado, nos ensaios realizados no LATESC foi observado que uma
parte representativa desse solvente evapora durante a extracao, de forma
que o volume final é menor. Os menores volumes de solvente foram
utilizados na técnica de extracdo assistida por micro-ondas.

Para uma analise mais completa desses processos faltam
alguns dados importantes, tais como: tempo de remogéo dos solventes,
custo do processo de producdo e composicdo completa desses extratos.
Com base nos dados disponiveis na Figura 37 e a Figura 38, as extracGes
com agua a 200 °C em PLE e MAE sdo as que apresentam resultados mais
satisfatorios na obtencdo de extratos com atividade antioxidante. Nessas
condicdes sdo obtidos altos rendimentos e extratos com forte atividade
antioxidante. Além disso, apresentam menores tempos de extracdo e a
utilizacdo de pequenos volumes de solvente.
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Figura 37 - Comparativo das técnicas de extragdo para P. major
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Figura 38 - Comparativo das técnicas de extragao para P. lanceolata
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Capitulo 6

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

147



1. CONCLUSAO GERAL

Os resultados apresentados nos Capitulos 3, 4 e 5 desse
trabalho mostraram que a Plantago major e Plantago lanceolata podem
ser utilizadas como matéria-prima para a obtencéo de extratos bioativos
com atividade antioxidante e antimicrobiano. As diferentes técnicas de
extracdo avaliadas permitiram visualizar como a metodologia de extracdo
aplicada pode influenciar no rendimento de extragdo e nas atividades
bioldgicas apresentadas pelos extratos.

Os maiores rendimentos de extracdo foram obtidos com agua
subcritica a 200 °C (PLE), sendo 45,03% para P. major e 53,4% para P.
lanceolata. As extracdes assistidas com micro-ondas em altas
temperaturas também propiciaram altos rendimentos, por volta de 35%.
Esses valores sdo significativamente maiores aos obtidos por ESC com o
uso de cossolvente (em torno de 2%) e das extragcbes com solventes
organicos em Soxhlet e ultrassom (em torno de 20%).

Na avalicdo da atividade antimicrobiana, os extratos de P.
major e P. lanceolata obtidos por ESC apresentaram melhores resultados
em comparacao aos de Soxhlet e ultrassom, sendo mais efetivos contra o
Bacillus cereus. Os extratos obtidos por ESC de P. major (10 MPa/40 °C)
e de P. lanceolata (20 MPa/60 °C) apresentaram valores de concentracao
minima inibitéria para B. cereus de 15,62 e 31,25 pg mL7,
respectivamente, podendo ser classificados como forte atividade
antimicrobiana. A anélise cromatogréafica por GC-EM revelou a presenga
dos acidos graxos o-linolénico e palmitico (¢ seus derivados) e do a-
sitosterol, compostos que podem estar relacionados a forte atividade
antimicrobiana dos extratos.

A extracdo de P. major e P. lanceolata possibilita a obtencdo
de extratos ricos em compostos fenolicos e com forte atividade
antioxidante. O teor de fendlicos totais das extracdes com agua como
solvente e altas temperaturas em PLE e MAE foi comparavel aos
resultados obtidos com solventes mais polares (etanol e mistura de
agua/etanol) nas técnicas de Soxhlet e ultrassom. Em relacdo a atividade
antioxidante, os resultados demostram que todas as técnicas podem ser
utilizadas para a obtencdo de extratos com forte atividade antioxidante,
sendo necessario para isso, solventes de maior polaridade em Soxhlet,
ultrassom e ESC com cossolvente e o uso de altas temperaturas em PLE
e MAE.
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A analise cromatografica dos extratos obtidos por PLE e
MAE com &gua como solvente revelou a presenca dos compostos
verbascosideo, isoverbascosideo e da plantamajoside. Esses compostos
podem estar relacionados ao alto atividade antioxidante verificado para
esses extratos. A presenca desses compostos bioativos sugere que estes
extratos podem apresentar, além da forte atividade antioxidante, acéo
anti-inflamatoria, antimicrobiana e antitumoral.

Os resultados das extracdes sequenciais em PLE com agua
indicam que os 6timos resultados em termos de compostos fendlicos
totais e atividade antioxidante de P. major e P. lanceolata obtidos
principalmente em altas temperaturas podem ser resultado da formacéo
de novos compostos devido as reacGes que ocorrem no meio. Esses
resultados demostram que as técnicas de MAE e PLE podem ser utilizadas
como estratégias para obter produtos com melhores atividades bioldgicas.

Dessa forma, os resultados apresentados nesse trabalho
sugerem gue a P. major e a P. lanceolata sdo fontes valiosas de compostos
bioativos, ndo so para aplicacdes biomédicas ou farmacéuticas, mas que
também podem ser utilizados na inddstria de alimentos. De maneira geral,
extratos com altos rendimentos aliados a forte atividade antioxidante
podem ser obtidos pelo emprego da 4gua em PLE e MAE em altas
temperaturas ou com o uso de solventes de maior polaridade em Soxhlet
e extragdo assistida por ultrassom. Extratos com forte atividade
antimicrobiana podem ser obtidos pelo emprego da extracdo com fluido
supercritico com COy,
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2. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

" Testar os extratos obtidos ESC para mais espécies de bactérias e
fungos;

. Avaliar a atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria e
antitumoral dos extratos obtidos com &gua.

" Realizar uma extracdo sequencial: ESC + extracdo com &gua,
avaliando atividades antioxidantes e antimicrobiana;

" Micronizar e encapsular os melhores extratos de P. major e P.

lanceolata obtidos por dgua subcritica e extragdo assistida por micro-
ondas

. Testar a atividade antimicrobiana dos extratos micronizados e
encapsulados.
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APENDICE 1: Curva analitica de acido galico

Figura 39 - Curva analitica de acido galico utilizada no célculo de TFT
dos extratos de P. major e P. lanceolata do Capitulo 3.
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