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RESUMO

As plantas medicinais tém provocado um grande interesse devido a presenca de
compostos com propriedades terapéuticas em sua composi¢cado. O chapéu de
couro (Echinodorus macrophyllus) € uma planta medicinal comumente
encontrada no Brasil e seus usos populares vao desde o tratamento de infec¢des
até doencas como o reumatismo. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar
0 processo de extracao das folhas de Echinodorus macrophyllus, observando a
influéncia de fatores como temperatura, solvente, poténcia de ultrassom e razdo
soluto/solvente no rendimento final, no teor de compostos fendlicos e atividade
antioxidante, bem como no teor de esqualeno e atividade antimicrobiana.
Observou-se que a técnica de extracdo assistida por ultrassom apresentou
diversas vantagens, principalmente pela reducdo no tempo de extracdo. O
melhor rendimento de extracdo obtido foi de 10,93% com temperatura de 40°C,
poténcia de ultrassom em 525 W e razéo soluto/solvente de 30 mL por grama.
Quanto a atividade antioxidante, o melhor extrato foi obtido nas condi¢des de
temperatura a 40°C, poténcia de ultrassom em 525 W e razé&o soluto/solvente de
10mL por grama, apresentando 52.95 mg EAG 1009 de extrato e concentracéo
de 0.555 mg mL? necessaria para inibir em 50% o radical DPPH. Todos os
extratos apresentaram 0 composto quimico esqualeno em sua composicao

quimica. A analise antimicrobiana mostrou que o0s extratos apresentaram



potencial fraco frente a cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e

Pseudomonas aeruginosa.
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ABSTRACT
Medicinal plants have aroused great interest due to the presence of compounds
with therapeutic properties in their composition. The “Chapéu de couro”
(Echinodorus macrophyllus) is a medicinal plant commonly found in Brazil and its
popular uses range from the treatment of infections to diseases such as
rheumatism. Thus, the objective of this work was to evaluate the extraction
process of Echinodorus macrophyllus leaves, observing the influence of factors
such as temperature, solvent, ultrasound power and solute/solvent ratio on the
final yield, phenolic compounds content and antioxidant activity, as well as in
squalene content and antimicrobial activity. It was observed that the ultrasound-
assisted extraction technique presented several advantages, mainly due to the
reduction in extraction time. The best extraction yield obtained was 10.93% at a
temperature of 40°C, ultrasound power of 525 W and a solute/solvent ratio of 30
mL per gram. As for antioxidant activity, the best extract was obtained under
conditions of temperature at 40°C, ultrasound power at 525 W and solute/solvent
ratio of 10mL per gram, presenting 52.95 mg EAG 100g? extract and
concentration of 0.555 mg mL"! required to inhibit the DPPH radical by 50%. All
extracts had the chemical compound squalene in their chemical composition. The
antimicrobial analysis showed that the extracts showed weak potential against

Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa strains.
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1 INTRODUCAO

O interesse por obter produtos biolégicos com valor agregado a partir de
recursos naturais, principalmente das plantas, vem aumentando nas ultimas
décadas. Diversas plantas, conhecidas popularmente como plantas medicinais,
sdo amplamente utilizadas no dia a dia para os mais diversos fins, que vao desde
para tratamento de sintomas como dores de cabeca até para doencas mais
sérias como cancer e diabetes. Nesse sentido, 0 numero de estudos e pesquisas
sobre esse assunto tém se intensificado, com o objetivo de comprovar as
propriedades terapéuticas desses compostos. No Brasil, hA uma enorme procura
na identificacdo e caracterizacdo de plantas com potencial propriedades
medicinais (MACIEL et al, 2002).

Apos identificadas, selecionadas e classificadas, muitas dessas plantas
com potencial medicinal devem ser submetidas a processos de extracdo para
isolar e caracterizar compostos organicos especificos para avaliacdo de suas
propriedades antioxidantes, antibacterianas ou analgésicas, entre outras
(RIBEIRO et al., 2008). A etapa de extracdo é extremamente importante, pois
permite o isolamento das substancias de interesse para posterior entendimento
dos mecanismos que proporcionam as propriedades terapéuticas das mesmas.

Contudo, os processos de isolamento e separacdo dos compostos
organicos de interesse farmacolégico requerem técnicas especificas que
garantam qualidade aos processos com preservacao do bioproduto e elevado
rendimento (AZWANIDA, 2015). Entre as técnicas mais utilizadas, podem ser
citadas as técnicas de extracdo com solventes organicos, extragdo com micro-
ondas, extracdo empregando ultrassom, extracdo com liquido pressurizado e
extracdo com fluido supercritico (HUIE, 2002). Convém destacar que a extracao
com solventes organicos é uma das técnicas mais utilizadas em larga escala
para a obtencdo de compostos de interesse das plantas medicinais, sendo a
metodologia Soxhlet e a maceragao as mais comumente utilizadas (AZWANIDA,
2015).

Tendo em vista os critérios de preservacao do extrato ao longo das etapas
de separacao e purificacdo, além da melhora do seu rendimento efetivo, ha a

necessidade de estudos dos parametros ou variaveis dos processos, como o tipo
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de solvente, tempo de extragdo, temperatura e pressao, de maneira a tornar-se
possivel a obtencdo da melhor condi¢cdo de extracdo do produto.

A espécie Echinodorus macrophyllus (nome popular de Chapéu de
Couro) caracteriza-se por ser uma planta pantanosa e aquatica, nativa do Brasil
e com grande incidéncia nas regides sul e sudeste do pais (SOBRINHO & SILVA,
2007). Seu uso popular refere-se a tratamento dos sintomas de doencas como
artrite, reumatismo, sintomas gastrointestinais, problemas nos rins, figado e
bexiga, infec¢des urinarias, além de também ser utilizada contra sifilis (VEIGA,
2012). Ja puderam ser comprovadas suas propriedades anti-inflamatoria,
antimicrobiana, diurética, além de sua eficiéncia no tratamento de problemas nos
rins. De acordo com Tanus-Rangel et al. (2010), os extratos das folhas de
Echinodorus macrophyllus, obtidos a partir da maceracdo com solventes
organicos, apresentaram em sua composicao triterpendides, esteroides,
flavonas, flavonois e xantonas.

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho € analisar a extracao
convencional a partir da metodologia Soxhlet utilizando etanol, hexano e acetato
de etila como solventes e a extracdo assistida por ultrassom, bem como estudar
quais as melhores condicbes para obtencdo do extrato da Echinodorus
macrophyllus (Chapéu de Couro), avaliando sua atividade antioxidante, teor de

compostos fendlicos, composicdo quimica e o teor de esqualeno.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do solvente, temperatura, poténcia de ultrassom, razéo
entre massa de amostra e volume de solvente na extracao das folhas de chapéu
de couro (Echinodorus macrophyllus), bem como comparar a composicéo
quimica, atividade antioxidante, teor de compostos fendlicos e atividade
antimicrobiana dos extratos obtidos por extracao assistida por ultrassom e pelo

método Soxhlet.
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2.2 Objetivos especificos

Obter extratos de Echinodorus macrophyllus por métodos convencionais
(Soxhlet) e nao-convencionais (extragdo assistida por ultrassom) de
extracdo, a fim de avaliar a eficiéncia de cada método, bem como

identificar qual € o solvente mais indicado para cada processo;

Avaliar o efeito dos parametros utilizados em cada método de extracéo
sobre o rendimento e teor de compostos fendlicos. Na extracdo com
Soxhlet, avaliar o efeito do solvente. Na extracdo assistida por ultrassom,
avaliar o efeito do tempo, temperatura, poténcia de sonicacdo e razao

entre massa de amostra e volume de solvente;

Otimizar as condi¢cdes de extracdo a fim de obter um maior rendimento e

teor de compostos fendlicos utilizando o ultrassom;
Determinar a composicdo quimica do extrato das folhas de chapéu de
couro obtidos pelos diferentes métodos de extracdo por Cromatografia

Gasosa acoplada com Espectrofotdmetro de Massas (CG-EM);

Quantificar o composto quimico esqualeno nas diversas amostras de

extrato obtidos;

Avaliar a capacidade antioxidante bem como o teor de compostos

fendlicos dos extratos obtidos em ambos os métodos de extracao.

Avaliar a capacidade antimicrobiana dos extratos obtidos frente a cepas

de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Plantas Medicinais

As plantas sdo uma das formas mais antigas utilizadas para tratamento,
cura e prevencdo de doencas, simbolizando muitas vezes a Unica opcao
terapéutica disponivel para muitas comunidades afastadas e populacdes
carentes que nado tem acesso facilitado a medicamentos e centros médicos
(VEIGA JUNIOR et al., 2015). Os efeitos terapéuticos das plantas medicinais,
popularmente conhecidos e divulgados, contribuem para 0 aumento do consumo
de tais produtos, despertando o0 interesse cientifico no estudo de suas
propriedades e constituintes quimicos (MACIEL et al., 2002).

Atualmente, as plantas medicinais podem ser facilmente encontradas,
sendo comercializadas em supermercados, farmacias e lojas de produtos
naturais. Nesses lugares, além de plantas nativas nacionais, também podem ser
encontradas plantas medicinais de outras culturas e regides, como por exemplo
plantas nativas asiaticas, europeias, africanas, dentre outras (VEIGA JUNIOR et
al., 2005).

A extracdo dos compostos ativos amplamente presentes nas plantas
medicinais tem se tornado cada vez mais popular, sendo estes utilizados como
matéria prima para a producdo de medicamentos, tornando-se uma alternativa a
producdo sintética dos mesmos. Muitos antibidticos, anticoagulantes,
antimalaricos, laxantes, anti-inflamatérios podem ser produzidos a partir de
plantas medicinais (SING, 2015).

Além do seu uso terapéutico, as plantas medicinais também podem ser
utilizadas em industrias alimenticias, de cosméticos e inddstrias quimicas.
Dentre as plantas popularmente medicinais, existe uma grande parcela que
ainda nao foi investigada quanto as suas propriedades fitoquimicas, biologicas e
farmacoldgicas (VASHIST & JINDAL, 2012).

No Brasil existe uma imensa variedade de plantas medicinais distribuidas
entre as regides, gerando uma diversidade genética de cerca de 350 a 550 mil
espécies, sendo 55 mil destas catalogadas (CARNEIRO et al., 2014). No
entanto, apesar da grande biodiversidade, apenas cerca de 25% dos
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medicamentos fitoterapicos registrados no Brasil vém de espécies medicinais
existentes na América do Sul (CARVALHO et al., 2008). Nesse sentido, ha um
crescente interesse no estudo das plantas medicinais nativas.

Muitos estudos comprovaram a presenca de compostos quimicos de
interesse provindos de vérias partes de plantas medicinais, como folhas, raizes,
flores, casca e frutos (AKTHAR et al., 2014). Propriedades quimicas
combatentes a doengcas como malaria e diabetes e até mesmo o cancer ja
puderam ser comprovadas, porém, as propriedades mais comumente
encontradas em plantas medicinais referem-se a atividades antimicrobianas,

anti-inflamatéria, analgésica e presenca de compostos antioxidantes.

3.2. Echinodorus macrophyllus (Chapéu de couro)

A espécie Echinodorus macrophyllus pertence a familia Alismataceae e
ao género Echinodorus. As plantas pertencentes a esse género sdo, em sua
maioria, aquéticas e pantanosas e tém folhas e inflorescéncias emersas a agua.
Sua ocorréncia é restrita ao ocidente, sendo observadas sua presenca desde os
Estados Unidos até a Argentina (HAYNES & HOLM-NIELSEN, 1986). A figura

a seguir apresenta a espécie Echinodorus macrophyllus.

Figura 1: Echinodorus Macrophyllus.

(Fonte: SOBRINHO & SILVA, 2017)
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A espécie Echinodorus macrophyllus é nativa do Brasil, ocorrendo nos
estados de Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Sdo Paulo. Seu nome popular é chapéu de couro devido a suas folhas
ovaladas e levemente sagitadas, que se assemelham chapéus usados no
nordeste do Brasil. Outros nomes também utilizados para designar essa planta
sao: cha de mineiro, cha de campanha, congonha do brejo, erva de bugre e erva
do pantano (SOBRINHO & SILVA, 2007).

Popularmente, a infusdo das folhas é utilizada no tratamento de artrite,
reumatismo, sintomas gastrointestinais, problemas nos rins, figado e bexiga,
infeccdes urinarias, além de também ser utilizada contra sifilis (VEIGA, 2012). Ja
foram comprovadas as acdes depurativas, anti-inflamatéria, antimicrobiana e
diurética do chapéu de couro, sendo identificados em sua composi¢ao taninos,
flavonoides, triterpenos, glicosideos, entre outros, responsaveis por tais
propriedades (SOBRINHO & SILVA, 2007).

Os principais estudos desenvolvidos com o objetivo de comprovar as

propriedades terapéuticas do chapéu de couro serdo discutidos a seguir.

3.2.1 Composicao quimica do Echinodorus macrophyllus

Alguns estudos ja foram realizados com o objetivo de identificar as
propriedades terapéuticas e composicdo quimica das folhas de Echinodorus
macrophyllus.

Silva et al. (2013), realizou um estudo onde comparou a composi¢cao
guimica do extrato das folhas de chapéu de couro quando submetido a radiacao
gama. Do extrato bruto (sem aplicacdo de nenhum tipo de radiac&o), observou-
se que o principal grupo funcional do qual o mesmo era constituido foi de éster
carboxilico (79,7%) seguido de derivados de carotenoides (4,3%) e diversos
tipos de terpenos. As doses de radiagdo gama aplicadas diminuiram a
concentracéo dos compostos na maioria dos casos.

Um estudo realizado por Tanus-Rangel et al. (2010) identificou os
seguintes compostos nas folhas de Echinodorus macrophyllus: triterpendides,
esteroides, flavonas, flavondis e xantonas. Eles ainda puderam isolar dois tipos
de flavonas, identificadas como isovitexina e vitexina, atribuindo as mesmas as

propriedades anti-inflamatorias da planta.
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Fernandes et al. (2012) analisou a composi¢édo quimica do 6leo essencial
obtido a partir das folhas de Echinodorus macrophyllus. Dentre os compostos ali
presentes, estava o diapol, uma substancia conhecida por suas propriedades
inseticidas e sinergismo com outras substancias. O éleo apresentou também 2-
tridecanona, um metabdlito que tem funcdo de sobrevivéncia e defesa da
espécie, como toxicidade e repeléncia. Além destes, em sua composicao estava
também o oxido de cariofileno, que apresenta propriedades anti-inflamatorias,
analgésica e anti Ulcera (FERNANDES et al., 2012).

3.2.2 Propriedades terapéuticas do Echinodorus macrophyllus

Conhecendo a composicdo quimica dos extratos de Echinodorus
macrophyllus, alguns pesquisadores estudaram suas propriedades anti
inflamatdrias, antioxidante e antimicrobiana.

Silva et al. (2012) obtiveram fragbes fendlicas dos extratos de
Echinodorus macrophyllus, que por sua vez indicaram a presenca de uma
grande quantidade de compostos fendlicos. Tais fragdes foram testadas quanto
a sua atividade antioxidante e antimicrobiana, mostrando resultados positivos
para as duas propriedades. Outro estudo de Silva et al. (2016) concluiu que o
extrato aquoso de Echinodorus macrophyllus apresenta alta atividade anti-
inflamatoria, sendo atribuida a essa propriedade ao contetudo de flavonoides
presentes no extrato.

Além disso, também j& puderam ser comprovadas as propriedades do
extrato contra a dor. De acordo com Fernandes et al. (2012), o dleo essencial
obtido a partir das folhas de Echinodorus macrophyllus apresentou atividade
antinociceptiva comprovada por meio do modelo de contorcbes abdominais
induzida por 4cido acético.

As propriedades do extrato de Echinodorus macrophyllus no tratamento
de doencas e problemas renais ja foi comprovado em estudos anteriores.
Portella et al. (2012) verificou a atividade diurética e nefroprotetora dos extratos
brutos e atestou sua eficacia para este tipo de tratamento. Por sua vez, Vaz et
al. (2015) avaliou a atividade anti-hiperuricémica do extrato de Echinodorus

macrophyllus. Ratos hiperuricémicos foram tratados com o extrato e foi
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observado diminuicdo nos niveis de acido arico e aumento da eliminacao renal
do mesmo, comprovando dessa forma as propriedades anti-hiperuricémica do
extrato de Echinodorus macrophyllus. Além disso, os extratos testados né&o

apresentaram genotoxicidade e mutagenicidade nas doses testadas.

3.3 Propriedades das plantas medicinais

3.3.1 Efeito antioxidante

Se tratando da atividade antioxidante, a mesma € importante para evitar
danos as células oxidativas, reduzindo a presenca de radicais livres e espécies
reativas de oxigénio, além de apresentar funcdo na preservagcdo de alimentos
(QADIR et al., 2017). Por isso, os compostos antioxidantes sdo amplamente
utilizados, tanto pela industria farmacéutica como de alimentos. Dentre os mais
utilizados, estédo o hidroxitolueno butilado (BHT) e hidroxianisol butilado (BHA),
sendo estes antioxidantes sintéticos. No entanto, tem-se observado que 0 uso
de antioxidantes sintéticos pode provocar diversos efeitos colaterais a saude.
Devido a isso, existe uma crescente busca por alternativas naturais em
substituicdo a estes compostos sintéticos (KRISHNAIAH et al., 2011).

Os polifendis foram identificados como um dos principais responsaveis
pela atividade antioxidante. Isso acontece devido as suas propriedades
redutoras e estrutura quimica, que neutralizam e sequestram os radicais livres
que fazem parte do processo oxidativo (SOUSA et al., 2007). Muitas plantas
medicinais sdo ricas em compostos fendlicos como flavonoides, acidos fendlicos,
estilbenos, taninos, cumarinas, lignanas e ligninas, apresentando entdo maltiplos
efeitos ao organismo, como a atividade antioxidante (SHARMA et al., 2013).

Estudos realizados por QADIR et al., (2017) mostraram que a presenca
de compostos fenodlicos produziu elevada atividade antioxidante, antibacteriana
e antifingica contra microrganismos patogénicos de plantas medicinais, sendo
elas a cebola (Allium cepa), alho (Allium sativum), horteld (Mentha spicata),
tomilho (Thymus vulgaris), carvalho (Quercus), aloe vera (Aloe barbadensis
Miller) e gengibre (Zingiber officinale), sugerindo a utilizagdo das mesmas no

tratamento de infecgdes.
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3.3.2 Efeito antimicrobiano

Os medicamentos antimicrobianos sintéticos podem  produzir
microrganismos cada vez mais resistentes e dificeis de combater. Devido a isso,
h& uma crescente busca por novos compostos, de origem natural, como
alternativa para o tratamento de infec¢des (SILVA & FERNANDES, 2010).

Também ja é conhecida a eficiéncia de plantas medicinais na inibicao de
uma ampla gama de microrganismos. A atividade antimicrobiana de extratos
naturais se deve principalmente a sua capacidade de sintetizar compostos
aromaticos, como fendis ou derivados (SAKKAS & PAPADOPULOU, 2017). A
presenca de compostos ativos como quinonas, fendis, alcaloides, flavonoides,
terpendides, taninos, lignanas, glucosinolatos proporcionam tais propriedades
(CHANDRA et al., 2017). O efeito antimicrobiano de plantas medicinais depende
de quais compostos estdo presentes na mesma, e isso pode influenciar na gama
de microrganismos que podem ser combatidos.

Gupta et al. (2015), avaliou o potencial antimicrobiano do extrato obtido a
partir das raizes de Curcuma longa, e observou a capacidade do rizoma em inibir
o crescimento de Staphylococcus aureus. RADAELI et al. (2016), comprovou
gue os extratos de Ocimum basilicum L. (manjericdo), Rosmarinus officinalis L.
(alecrim), Origanum majorana L. (manjerona), Mentha piperita L. (hortela-
pimenta), Thymus vulgaris L. (tomilho) e Pimpinella anisum L. (anis) possuem
potencial antibacteriano.

3.3.3 Efeito Anti-inflamatério

O efeito inflamatério esta relacionado com uma resposta do organismo a
traumas, infecc¢des e substancias estranhas. Da mesma forma que ja foi descrito
para os outros efeitos, tém se buscado alternativas para o tratamento de tais
respostas, ja que medicamentos tradicionais podem causar efeitos colaterais,
além de apresentar certa toxicidade (BARBOSA-FILHO et al., 2006).

As plantas medicinais possuem diversos compostos que podem

proporcionar efeitos terapéuticos. Dentre 0s principais compostos naturais com
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propriedades anti-inflamatérias estdo os alcaloides, glicosideos, taninos,
compostos fendlicos, antocianinas, esteréis e terpenos, que podem ser
encontrados em diversas partes de plantas (VIKRANT & ARYA, 2011).

O Brasil, devido a sua grande diversidade de plantas medicinais,
apresenta uma imensa variedade de plantas com propriedades medicinais.
VARGAS et al.,, (2016), por exemplo, estudou e comprovou o efeito anti-
inflamatorio de plantas provenientes da regido amazobnica, entre elas

Ptychopetalum olacoides e Calycophyllum spruceanum.

3.3.4 Esqualeno

O esqualeno € um triterpeno sintetizado por plantas, animais, bactérias e
fungos. Sua principal ocorréncia € no 6leo de figado de tubaréo e em espécies
aquaticas. Porém também pode ser encontrado em plantas como azeite de oliva,
Oleo de palma, 6leo de amaranto e 6leo do farelo de arroz (KELLY, 1999). Este
composto apresenta diversas propriedades terapéuticas, sendo bastante
empregado na indastria farmacéutica, de cosmeéticos, no ramo de alimentos e
comercial (LOZANO-GRANDE et al., 2018).

Ibrahim et al. (2020), fez um levantamento dos principais estudos ja
realizados sobre as propriedades do esqualeno. Foram relatadas sua atuacao
na sintese do colesterol, propriedades anticancerigenas preventivas e
combatentes, atuacéo frente a radicais livre, atuando como antioxidante tanto
em alimentos como para a industria de cosméticos e propriedades na melhora
na imunidade.

Dentre as principais propriedades conhecidas do esqualeno, esta seu
poder frente ao cancer, atuando de forma preventiva e até interrompendo
tumores ja existentes (REDDY & COUVREUR, 2009). Segundo estudos de
Newmark (1997), ao diminuir os niveis de farnesil pirofosfato, o esqualeno atuou
impedindo a proliferagcéo de células cancerigenas.

Aléem disso, sugere-se que o0 esqualeno tenha boas propriedades
antioxidantes, reduzindo radicais livres presentes na pele e também nos olhos,
indicando que uma dieta rica em esqualeno poderia ser interessante diante da
exposicao a radiacdo ultravioleta (KELLY, 1999). Owen et al. (2000), observou
que o potencial antioxidante do azeite de oliva se da pela concentracdo de
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esqualeno combinado com outros compostos como polifenadis, ligninas, vitamina
E e secoroides. No entanto, ainda existem poucos estudos com relacdo as

propriedades antioxidantes do esqualeno em matérias vegetais, como plantas.
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3.4 Extracdo de compostos naturais

A extracdo € uma das operacdes unitarias que envolve a transferéncia de
massas e é caracterizada pela presenca de sélidos soluveis e solvente (VEGGI,
2006). O soluto, que pode estar na fase liquida ou sdlida, é transferido para o
solvente e posteriormente é feita a separacdo de ambos (MARTINEZ, 2019).

Tratando-se de plantas medicinais, a extracdo consiste em uma etapa
importante para obtencdo e purificacdo dos compostos quimicos. Tais
compostos podem proporcionar propriedades terapéuticas e farmacoldgicas,
sendo interessante sua obtencéo no estudo de novos produtos.

E importante o estudo das técnicas de extracdo para melhorar o
rendimento e obter bioprodutos sem comprometimento dos compostos de
interesse. As técnicas de maceracdo e extracdo Soxhlet sdo as mais comuns,
porém métodos mais modernos vém sendo utilizados, como a extracao assistida
por micro-ondas, extracdo assistida por ultrassom, extragcdo com liquido
pressurizado e extracao supercritica (AZWANIDA, 2015).

Se tratando de plantas medicinais, vale ressaltar que a etapa de preparo
de amostras é também crucial para obtencdo dos compostos de interesse. E
importante a utilizacdo de métodos modernos que tenham um consumo reduzido
de solventes organicos, que nao provoquem a degradacdo da amostra, que
tenham facilidade de preparacéo e recuperacao (HUIE, 2002).

3.4.1 Extracdo convencional - Método Soxhlet

O método de extracdo utilizando o aparelho Soxhlet € um dos mais
comumente utilizados para extracdo a nivel de pesquisa. Caracteriza-se por um
instrumento engenhoso criado em 1879 por Franz von Soxhlet, que tinha o
objetivo inicial de extracdo de lipideos de materiais solidos (RODRIGUES,
2015).

A extracdo Soxhlet € uma técnica padréo de extracdo solido-liquido, que
se baseia no fenbmeno da transferéncia de massa entre o sistema, e, até hoje,
serve de referéncia para o desenvolvimento de novos métodos.

A figura a seguir exemplifica o aparelho utilizado.
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Figura 2: Equipamento Soxhlet.

(Fonte: RODRIGUES, J. <https://www.fciencias.com/2015/01/15/soxhlet-laboratorio-
online/>, 2015)

Neste método, a amostra € inserida em um saco poroso, que é colocado
no aparelho Soxhlet (5). O solvente de extracdo é aquecido em um baldo de
fundo chato (1) e quando atinge a temperatura de ebulicdo, ele é evaporado,
passando pela tubulacéo lateral (3), sendo posteriormente condensado pela
corrente de agua fria contida no aparelho da parte superior (9). Com a
condensacdo do solvente, 0 mesmo entra em contato com a amostra (4)
extraindo os compostos de interesse. Esse contato acontece até que a mistura
solvente/amostra ultrapasse a altura do sifao localizado no lado esquerdo do
aparelho. Quando isto acontece, todo o volume de solvente condensado €&
transferido para o frasco destilador (SELLA, 2007).

Durante cada ciclo, uma porcao de composto nao-volatil dissolve-se no
solvente. ApGs vérias passagens do solvente pelo material sélido, o composto é
concentrado no baldo de destilacdo (AZWANIDA, 2015). Caracteriza-se por um
processo continuo que dura de 6 a 8 horas.

Com a amostra sendo colocada em contato com o0 solvente
constantemente, o deslocamento da transferéncia de equilibrio é facilitado. As
altas temperaturas utilizadas para ebulicdo do solvente também proporcionam
maior rendimento (DE CASTRO et al., 2010).
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Dentre as desvantagens deste método estdo as altas temperaturas de
operacdo necessarias, utilizacdo de substancias e solventes perigosos e com
alto grau de pureza, que em seu descarte podem causar problemas ambientais
e presenca de residuos organicos do solvente no extrato final. Também, é
necesséria uma etapa extra apds a extragcdo, que consiste na evaporacao do
solvente que restou em contato com a amostra (DE CASTRO et al., 2010). Outro
fator a se considerar é que a amostra deve apresentar-se como solido seco,
limitando sua utilizacdo. Além disso, o tempo de extracdo € longo e as altas
temperaturas podem provocar a degradacdo de compostos de interesse
(AZWANIDA, 2015).

A extracdo utilizando o aparelho Soxhlet foi bastante atil para o
desenvolvimento de melhoramentos em técnicas de extracdo, e recentemente
essa técnica vem sendo combinada com outras, como por exemplo a extracdo
por solvente assistida por micro-ondas, extracdo acelerada com solvente,

extracao ultrassonica, entre outras técnicas (SUBRAMANIAN et al., 2016).

3.4.2 Extracdo assistida por ultrassom

Nos ultimos anos vém crescendo a utilizacao do ultrassom como método
de extracdo, apesar de o mesmo ja ser conhecido a muitas décadas. Os
fenbmenos base da técnica de extracdo por ultrassom sdo diferentes das
técnicas convencionais. Este método geralmente proporciona maior
produtividade, seletividade e rendimento, além de utilizar menor quantidade de
solventes e diminuir o tempo de extracdo (CHEMAT et al., 2011). Nesse sentido,
podem-se destacar duas abordagens principais em sua utilizacdo: frequéncia e
poder de vibracao ultrassénica (ESCLAPEZ, 2011).

Basicamente, dois tipos de equipamento ultrassom podem ser utilizados
para extracdo. O primeiro deles refere-se aos banhos ultrassénicos, que sao
usados principalmente para limpeza, desgaseificagédo ou disperséo solida em um
solvente. O segundo método consiste na sonda ultrassénica, caracterizada por
ser mais poderosa para o processo de extracdo devido a uma intensidade
ultrassonica fornecida por uma superficie menor, resultando em uma entrega

direta de ultrassom no meio reacional (ROMBAUT et al., 2014).
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A figura a seguir exemplifica os dois métodos de extracdo empregando o

ultrassom.

Sonda do Ukrassom
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Figura 3: Extracdo Assistida por ultrassom.

A) Banho ultrassénico e B) Sonda ultrassonica.
(Fonte: ROMBAUT et al., 2014).

A fonte do ultrassom gera uma vibragéo, que por sua vez transfere energia
para as particulas vizinhas. A poténcia do ultrassom pode ser entendida como o
nivel de energia com que as ondas de ultrassom se propagam através do meio.
Essa técnica pode produzir efeitos que proporcionam a quebra da parede celular
e exposicao dos compostos de interesse (WEN et al., 2018).

O sistema de extragcdo de matéria vegetal empregando o ultrassom
baseia-se no fato de que geralmente as células vegetais ocorrem na forma de
granulos com paredes muito finas e preenchidas com 6leos, o que torna facil sua
destruicdo (HUIE, 2002). As ondas ultrassonicas provocam o inchacgo da parede
celular, que gera a quebra da mesma, facilitando o processo de extragéo (HUIE,
2002).

O ultrassom pode ser usado para extrair componentes bioativos como
antioxidantes, 6leo e corantes de produtos naturais (ROMBAUT et al., 2014).
Sua eficiéncia na extracdo de compostos bioativos, aliado ao menor consumo de
solventes, baixos tempos de extragcdo e alto rendimento classificam essa
ferramenta como tecnologia verde, jA que reduz impactos ao meio ambiente
(MELLO, 2014).

Dentre os fatores que podem influenciar a extragéo por ultrassom, esta a

poténcia ultrassbnica. A poténcia escolhida determinar4d a intensidade da
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cavitacdo no sistema, e deve ser analisada e otimizada de acordo com cada
processo em particular (WEN et al., 2018).

As ondas ultrassbnicas podem alterar a temperatura do sistema, que por
sua vez pode favorecer a solubilizacdo dos compostos de interesse e
economizar na quantidade de solventes utilizados. Além disso, a variagdo na
pressdo do sistema melhora a penetracao do solvente na amostra e a cavitacao
da matriz sélida, reduzindo consideravelmente o tempo de extracdo quando
comparado a outras técnicas (ESCLAPEZ et al., 2011).

Outro parametro a ser considerado € o solvente utilizado, j& que a
cavitacao do sistema pode ser influenciada pelas propriedades do mesmo. Deve-
se considerar o tipo de solvente, quantidade, concentracdo e propor¢cao entre o
solvente e o soluto. Geralmente, utiliza-se a agua, mas também podem ser
utilizados etanol, metanol e hexano, além de outros solventes que podem
melhorar o rendimento e extracdo (WEN et al., 2018).

Nesse sentido, cada vez mais estudos vém sendo realizados com o
objetivo de extrair compostos de interesse de plantas medicinais, utilizando a
tecnologia de extracao assistida por ultrassom.

Carniel et al. (2018), realizou extra¢cdes assistidas por ultrassom utilizando
o camapu (Physalis angulata) em diferentes condicGes para posterior analise do
teor de compostos fendlicos, e pode ser observado o efeito da propor¢cao
soluto/solvente no sistema, além do efeito da temperatura nos resultados finais.

Maran et al. (2017), avaliou a extracdo de compostos bioativos do
Rambutéo (Nephelium lappaceum) observando o efeito da temperatura, poténcia
do ultrassom, tempo e razdo soluto/solvente. De acordo com essa técnica,
puderam ser quantificados o teor de antocianinas, compostos fendlicos e

flavonoides.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencéao e caracterizacdo da amostra

As folhas de Echinodorus macrophyllus foram obtidas por meio de uma
empresa distribuidora de produtos naturais da cidade de Cascavel - Parana. A
matéria prima ja se encontrava previamente seca e foi submetida ao processo
de trituracdo e peneiramento a fim de diminuir o tamanho das particulas e
aumentar a area de contato das mesmas com o solvente nas etapas posteriores.
Para o trituramento da amostra, foi utilizado um liquidificador comum (Mondial -
L-28).

Apos triturada, foi realizada a analise granulométrica da amostra por meio
do equipamento Produtest (TELASTEM). As particulas foram submetidas a
agitacdo em peneiras, com variagdo de 12 até 60 mesh de abertura. A agitacdo
das peneiras aconteceu durante cerca de 10 minutos. Apds a agitacdo, a
amostra retida em cada uma das peneiras foi pesada e o tamanho médio das
particulas pode ser obtido. As fracdes de amostra retidas nas peneiras de 20,
24, 28 e 32 mesh foram selecionadas para serem utilizadas nas etapas
posteriores de extracdo, ja que apresentaram maior massa de amostra retida
(82,2%).

Figura 4: Granulometria Echinodorus macrophyllus.
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A amostra foi armazenada em sacos plasticos e mantida sob refrigeracéo
para conservacao de suas caracteristicas até a realizacdo das analises.

Apoés a trituracdo e peneiramento, 5 gramas de amostra, formada por
particulas de pequeno didmetro, foi distribuida uniformemente em placas de Petri
cobertas com papel filtro para determinagéao de umidade. O conjunto foi colocado
na estufa a 105°C (modelo TE-394/3 - TECNAL), sendo seu peso monitorado
durante todo o tempo de secagem, até que fosse obtido peso constante. O
procedimento foi realizado em triplicata.

O tempo de secagem foi de aproximadamente 24 horas, sendo que a
perda de umidade pode ser calculada pela seguinte equacao (1):

__ (P1-P2)

Perda (%) = %X 100 ()

Onde:
PO = Peso da amostra
P1 = Papel filtro + Amostra inicial

P2 = Papel filtro + amostra final

Os procedimentos foram realizados em triplicata e expressos em

porcentagem de perda + desvio padrao.

4.1.1 Teor de clorofila e carotenoides

A quantificacdo do teor de clorofilas A e B, bem como do teor de
carotenoides da amostra foi determinada de acordo com a metodologia proposta
por Wettestein (1959); Abou-Arab et al (2010) com modificagbes. Para tal, 5
gramas de amostra foi misturada com 30 mL de acetona 85% v/v e a solugéo foi
guardada em frasco de vidro escuro e deixada em repouso, a temperatura
ambiente (cerca de 25°C) por 15 horas. Passado esse tempo, a solugao foi
filtrada com 1& de vidro em um bal&o volumétrico de 100 mL, sendo seu volume

completado com acetona 85% v/v. Para a quantificacéo, realizou-se a leitura de
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absorbéancia da solugéo final nas faixas de 440, 644 e 662 nm, por meio de um
espectrofotometro (UV-VIS Shimadzu 1800). Para a calibracdo, utilizou-se
acetona 85% como branco.

O teor total de clorofilas A e B e de carotenoides, expressos em mg L,

foi calculado a partir das equacoes 2, 3 e 4 a seguir:

Clorofila A = (9,784 X E662) — (0,99 X E644)  (2)
Clorofila B = (21,426 x E644) — (4,65 X E662)  (3)
Carotendides = (4,695 x E440) — 0,369 (Clorofila A + Clorofila B) (4)

Onde:
E662 = Absorbancia da solugéo na faixa de 662nm.
E644 = Absorbancia da solugcéao na faixa de 644nm.

E440 = Absorbancia da solucéo na faixa de 440nm.

Os resultados foram expressos em mg L, sendo realizados em ftriplicata.

4.2 Obtencao dos extratos

4.2.1 Extracdo convencional - Método Soxhlet

Na primeira fase para obtencdo dos extratos, realizou-se a extracao
convencional, com solventes organicos seguindo a metodologia Soxhlet. Foram
realizadas extragdes das folhas utilizando trés solventes orgéanicos, sendo eles
acetato de etila, hexano e etanol.

Cerca de dez gramas (10 g) de folhas secas e trituradas de Echinodorus
macrophyllus foram totalmente embrulhadas em papel filtro e colocada no
aparelho Soxhlet. Aléem disso, 250 mL de solvente foram adicionados ao baldo
de fundo redondo para extracdo, que durou 6 horas. O tempo de extracdo foi
definido para 6 horas uma vez que foi observado que tempos maiores de
extragcdo nao provocaram aumentos significativos no rendimento. A extracao

aconteceu por meio da evaporacao do solvente seguido da sua condensacao e
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gotejamento na amostra. A cada ciclo, uma certa quantidade de compostos de
interesse presentes na amostra era solubilizada no solvente e extraida.

Apoés 6 horas de extracdo, a mistura de extrato e solvente foi transferida
para uma placa de Petri e colocada em estufa & 65°C para evaporacao do
solvente e concentracdo do extrato de interesse.

O rendimento foi calculado de acordo com a seguinte equacao (5):

Rendimento (%) = Z—i x 100 (5)

Onde:
m1 = massa de amostra inserida;

m2 = massa de extrato obtido.

As extracdes foram realizadas em duplicata e o rendimento foi descrito

com média * desvio padréo.

4.2.2 Extracao assistida por ultrassom

Para a realizacéo da extracao ndao convencional empregando o ultrassom,
utilizou-se o equipamento sonificador VCX 750 (SONICS), equipado com
ponteira de titanio de 13 mm de diametro.

Inicialmente foram realizados testes de cinética de extracdo para a
definicdo do tempo a ser utilizado nas etapas posteriores. Para isso, foram
utilizadas as seguintes condi¢des: etanol como solvente, temperatura de 50°C,
razao massa de folha/volume de solvente de 1:20 e poténcia de ultrassom em
350 W. Além disso, realizou-se a cinética de extracdo nas mesmas condi¢des,
porém sem a presenca da sonda ultrassdnica. Foram realizadas extracfes em
triplicata nos tempos de 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos.

Apbs a definicdo do tempo de extragdo, avaliou-se o efeito das seguintes
variaveis no rendimento: temperatura de extracdo, razao entre massa de folha e
volume de solvente e poténcia de ultrassom. A temperatura durante 0 processo

de extracao foi controlada a partir da circulagéo de agua, aquecida e bombeada
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por um banho termostatico modelo MA-184 (MARCONI) no reator encamisado.

A tabela 1 a seguir apresenta as condi¢cdes avaliadas durante a extracao:

Tabela 1: Planejamento experimental empregando ultrassom.

Parametros -1 0 1

Razao soluto/solvente (g mL) 1:10 1:20 1:30
Temperatura (°C) 40 50 60
Poténcia de ultrassom (W) 225 350 525

As condicdes avaliadas foram fixadas e definidas de acordo com trabalhos
de extracdo similares. Foram realizados 8 ensaios em triplicata em um
planejamento 23, com ponto central, também em triplicata.

Apébs cada extracdo, o extrato liquido foi separado do residuo sélido por
filtracdo a vacuo. Em seguida, a mistura foi transferida para placas de Petri e
colocada em estufa para evaporacdo do solvente, sendo que este processo
ocorreu até obtencdo de massa de extrato constante. Depois de determinada a
massa de extrato obtida em cada extragao, os extratos secos foram coletados e

armazenados a temperaturas de -15°C.

4.3 Caracterizacdo quimica dos extratos

A analise foi realizada em um cromatégrafo de gas (CG — EM QP2010 SE,
Shimadzu) equipado com detector de ionizagdo de chama. As amostras foram
derivatizadas com bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida com trimetilclorossilano
(BSTFA/TMCS) (Sigma-Aldrich) (60 °C e 30 min) e diluidas em etanol (Panreac)
antes de serem injetadas em uma coluna NA-5 (Analitica, 5% de fenil —
Metilsiloxano, 30 m x 0,25 mm id, 0,25 ym) usando amostrador automatico
(Shimadzu AOC - 20i). Em cada analise, a quantidade de amostra injetada foi
de 2 uL com proporcdo de divisdo de 40:1. A temperatura da coluna foi
inicialmente programada para 150 °C, com aquecimento de 15 °C min™! a 280
°C onde permaneceu por 8 min. As temperaturas do injetor e detector foram

mantidas em 270 °C e 280 °C, respectivamente.
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Para quantificar o conteudo de esqualeno, foram construidas curvas de
calibracdo do padrdo cromatografico deste composto (Sigma-Aldrich,> 98% de
pureza) nas concentracdes de 0,01 a 0,12 mg mL™, que apresentaram
coeficiente de correlacdo (R?)> 0,99, como pode ser observado na figura a
sequir.

0,14

o
=
N

Y = 2E-06x + 0,0012
R2=0,9912

o
=

Concentracdo (mg/mL)
o
o)
o)

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000
Area

Figura 5: Curva de calibracéo para o padrdo de Esqualeno.

4.4 Determinacao da atividade antioxidante dos extratos

A atividade antioxidante dos extratos das folhas Echinodorus
macrophyllus, obtidos por extracdo empregando ultrassom e extracdo por
Soxhlet, foi determinada através do método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e
também pelo método Folin-Ciocalteu, para determinacdo dos compostos

fendlicos totais.


https://docs.google.com/document/d/1YQAN2JjAyViWqn09y2hCL6PdMCFEF9Yf3eyjXaaCD1M/edit#heading=h.41mghml
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4.4.1 Determinacédo pelo método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

Nas andlises realizadas utilizando o método DPPH, foi avaliada a
capacidade de captura dos radicais livres pelo extrato obtido das folhas de
Echinodorus macrophyllus, segundo metodologia descrita por Choi et al., (2002)
com modificacdes.

Solugdes dos extratos foram preparadas em concentragdes de 100 a 1000
Hug mL1 em etanol. Para a reacéo, adicionou-se 3,9 mL da solu¢do de DPPH 0,3
mM e 0,1 mL da solu¢cdo amostra de cada diluicdo. Além disso, preparou-se uma
solucéo controle, com 3,9 mL da solucdo de DPPH 0,3 mM e 0,1 mL de agua
destilada. Aguardou-se cerca de 45 minutos para que ocorresse a reacao, e em
seguida foram realizadas as leituras de absorbancia em espectrofotometro (UV-
VIS Shimadzu 1800) a 515 nm.

O procedimento foi realizado em triplicata. A porcentagem de inibicao foi

calculada segundo a equacéao 6:

Abs controle—Abs amostra

% de inibicdo = x 100  (6)

Abs controle

Onde:
Abs..... = a absorbancia da amostra

Abs..... = @ absorbancia da solugéo controle

Desse modo, construiu-se um grafico de porcentagem de inibicao versus
a concentracdo de extrato para cada condicao de extracdo, com a finalidade de

determinar o indice de ICs (concentracdo necessaria para inibir 50% do DPPH).

4.4.2 Quantificacdo dos compostos fendlicos

O teor dos compostos fenolicos total foi determinado utilizando o reagente
de Folin-Ciocalteu, seguindo metodologia descrita por Singleton & Rossi (1965)
com modificagdes. O procedimento foi feito em triplicata.

Para a quantificacdo total de fendis de cada extrato, foi inicialmente

preparada uma curva padrédo com acido galico com concentragdes variando de


https://docs.google.com/document/d/1YQAN2JjAyViWqn09y2hCL6PdMCFEF9Yf3eyjXaaCD1M/edit#heading=h.2grqrue
https://docs.google.com/document/d/1YQAN2JjAyViWqn09y2hCL6PdMCFEF9Yf3eyjXaaCD1M/edit#heading=h.3fwokq0
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5 a 100 pug mlt, como pode ser observado na tabela. A partir desta curva (Figura),
foi possivel obter sua equacéo e calculou-se o coeficiente de correlacédo (R?). Os

extratos foram dissolvidos em etanol, a fim de obter uma concentracao de 1,0

mg mL™.
Tabela 2: Curva padréo de Acido Galico.
Concentracdo de o
. . Absorbancia
Acido Galico (ug mL- o
Média
1
5 0,0285
10 0,0595
20 0,1070
40 0,2565
60 0,3470
80 0,5215
100 0,5885
0,7
0,6
0,5
8
(&)
5 0,4
2
%03
Q
< y = 0,0061x - 0,0027
0,2 R?=0,9923
0,1
0
0 20 40 60 80 100 120

Concentragéo de Acido Galico (ug mL-1)

Figura 6: Curva padréo de Acido Galico. (Fonte: Autor).
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Figura 7: Curva de calibracdo de Acido Galico (Fonte: Autor)

Para a reacdo, uma aliquota de 0,3 mL da solucao etandlica de extrato foi
adicionada de 2,5 mL de solugéo aquosa do reagente Folin-Ciocalteau a 10% e
2,0 mL de carbonato de sodio a 7,5%. A mistura foi incubada por 10 minutos em
banho-maria (BIOPAR) a 50 °C. Posteriormente, a absorbancia foi medida em
espectrofotometro (UV-VIS Shimadzu 1800) em 760 nm. O branco foi obtido
substituindo-se o volume de amostra por agua, mantendo-se as mesmas
guantidades de reagente de Folin-Ciocalteu e solucdo de carbonato de sédio. Os
resultados foram expressos em ug equivalentes de acido galico (EAG) por mg

de amostra.

4.5 Determinacdo da atividade antimicrobiana dos extratos

A atividade antimicrobiana dos extratos foi analisada a partir da
metodologia da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM). A CIM foi estabelecida
através da técnica de diluicdo seriada em microplacas de 96 pocos reservatorios,

em triplicata, seguindo metodologia previamente descrita. Para o ensaio foram
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utilizados os microrganismos: Staphylococcus aureus (NEWP 0023), Escherichia
coli (ATTC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATTC 27853).

Acrescentou-se aos orificios das microplacas 90 uL de caldo nutriente. A
partir da segunda coluna, adicionou-se também 90 uL dos extratos preparados
em concentragao de 500 mg/mL. Em seguida, o mesmo foi uniformizado por trés
vezes, transferindo-se entdo, 90 pL para a terceira coluna e assim
continuamente, até a décima primeira coluna.

Por fim, acrescentou-se aos orificios da microplaca, da primeira & décima
primeira coluna, 10 pL da suspensédo de bactéria em agua estéril na escala 0,5
de McFarland. Na presente pesquisa, como controle positivo, usou-se a primeira
coluna (contendo caldo + bactéria) e como controle negativo foi utilizado a
décima segunda coluna, que continha apenas caldo e o veiculo de solubilizagcédo
do extrato.

Seguidamente, ocorreu a incubacdo das microplacas em estufa
bacteriologica por 24 horas a 37 °C. Ao final da incubacédo, o aparecimento de
turvacao indicou onde ocorreu a multiplicagéo bacteriana, enquanto que aqueles
pocos que permaneceram translicidos demonstraram a auséncia de

multiplicacéo.

4.6 Analise estatistica

As diferencas significativas entre as médias dos resultados experimentais,
p<0,05, de rendimento, teor de esqualeno, atividade antioxidante, e teor de
compostos fendlicos totais foram analisadas pelo teste Tukey, empregando
programa computacional Statistica 10.0 (STATSOFT, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacdo da amostra

As folhas de Echinodorus macrophyllus apresentaram umidade de 7,75 +
0,4% e o didametro médio das particulas, calculado a partir das amostras retidas
nas peneiras apos a granulometria, foi de 0,661 mm.

O teor de umidade da amostra pode influenciar no rendimento final da
extracdo de compostos de interesse da mesma. Nagy & Simandi (2004)
observaram que o teor de umidade entre 7 e 18% tem efeito insignificante na
extracdo, sendo que umidades acima de 18% diminuem a eficiéncia geral do
processo de extracdo. Também demonstraram que o tamanho de particula tem
uma grande influéncia sobre o rendimento da extracdo, sendo que particulas
entre 0,1 e 0,7mm apresentam maior facilidade de remoc¢do dos compostos de
interesse. De acordo com esse estudo, o tamanho de particula influencia na
cinética de transferéncia de massa e acesso do solvente aos compostos soluveis

da amostra.

5.1.1 Teor de clorofila e carotendides

As folhas de Echinodorus macrophyllus, ja recebidas secas do fornecedor
e posteriormente trituradas, foram submetidas a analise para determinacdo do
teor de clorofila A e B e de carotenoides, e os resultados podem ser observados
na tabela a seguir.

Tabela 3: Teor de clorofila A e B e de carotenoides.

Concentragdo (mg L~

Composto
Y
Clorofila A 20,46 £ 0,24
Clorofila B 9,05+0,40
Carotenoides 2,28+ 0,26

*média + desvio padrao
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Outros autores aplicaram uma metodologia semelhante a essa para
determinacdo de clorofila e carotenoides das folhas de stevia (Stevia
rebaudiana). Abou-arab et al. (2010), observaram que o teor das clorofilas foi
reduzido em quase 50% comparando-se folhas frescas e folhas secas, enquanto
gue o teor de carotenoides chegou a quase 75% de redugédo com a secagem.

Rajalakshmi & Banu (2013) avaliaram o teor de clorofila de diversas
espécies vegetais antes da secagem, sendo que o maior teor de clorofila
encontrado foi na espécie Mimosa pudica (39,4 ug L de clorofila A e 43,2 ug L
! de clorofila B), dentre todas as plantas por eles estudadas. Nesse mesmo
estudo, o teor de carotenoides apresentado pelas plantas estudadas variou de
59,6 ug L até 82,6 ug L1, dependendo da espécie.

Kamble et al. (2015), avaliaram a diferenca no teor de clorofila entre
diversas espécies de plantas jovens e adultas da mesma espécie e puderam
observar que a quantidade de clorofila tende a aumentar com a idade das
plantas. Neste estudo, as folhas adultas de Ficus benjamina apresentaram um
teor de 38,65 mg L de clorofila total (A+B), enquanto que as folhas de Polyalthia
longifolia apresentam um teor total de apenas 2,57 mg L.
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5.2 Extracdes

5.2.1 Extracdo Convencional

As extragbes das folhas de Echinodorus macrophyllus utilizando a
metodologia Soxhlet foram realizadas em triplicata e avaliado o efeito do solvente
no rendimento final. A tabela a seguir apresenta os resultados de rendimento
obtidos:

Tabela 4: Extracdo convencional - metodologia Soxhlet.

' indice de .
Ensaio Solvente _ Rendimento (%) *
polaridade
1 Acetato de Etila 4,3 5,51 £ 0,02
2 Etanol 5,2 18,01 + 0,84
3 Hexano 0,0 2,78+ 0,11

*Valor médio + desvio padrao.

Como pode ser observado na tabela acima, o solvente que apresentou
melhor rendimento foi o etanol (18,01%). Isso pode ser justificado por sua alta
polaridade, que possibilita uma maior solubilidade dos compostos organicos
presentes no extrato. O hexano foi o solvente que apresentou menor rendimento
(2,78%), devido principalmente por suas caracteristicas apolares.

Kumoro et al. (2009), também observou que a polaridade do solvente
utilizado na extracdo Soxhlet tem grande influéncia no rendimento final do
extrato. Em seus estudos pode ser observado que, mesmo entre solventes de
alta polaridade, como o metanol, etanol e agua, ha uma diferenca no rendimento
final, atribuida a caracteristicas moleculares dos solventes.

Dessa forma, o solvente escolhido para as etapas posteriores de extracao
foi o etanol, devido ao seu alto rendimento obtido nas extragfes convencionais

utilizando a metodologia Soxhlet.
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5.2.2 Extracdo empregando ultrassom

5.2.2.1 Cinética de extragado

Para o estudo da influéncia do tempo na extracdo das folhas de
Echinodorus macrophyllus, as condig¢des utilizadas foram: temperatura de 50°C,
razdo soluto/solvente de 1:20 e poténcia de ultrassom em 350 W. A figura a

seguir apresenta os resultados de cinética obtidos, com e sem a presenca da
sonda ultrassonica:
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Figura 8: Cinética de extracao assistida por ultrassom.

Observando a figura, nota-se que a presenca da sonda ultrassOnica
aumenta significativamente o rendimento das extragdes. O rendimento maximo
obtido com o uso do ultrassom foi de 11,80%, no tempo de 60 minutos. Nesse
mesmo tempo, sem a utilizacdo da sonda, o rendimento foi de quase 8%.
Quando comparamos a extracao convencional utilizando a metodologia Soxhlet,
o rendimento final obtido foi de 18,01%, depois de 360 minutos de extracao. Além
de o tempo para a obtengdo do extrato ser muito maior, para essa técnica, faz-
se necessaria uma maior quantidade de solventes organicos.

Nos primeiros minutos de estudo da cinética de extracdo assistida por

ultrassom, ha uma elevada taxa de extracdo, que vai diminuindo em func¢do do
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tempo, até sua constancia, sendo este comportamento observado em outros
estudos de cinética de extracdo assistida por ultrassom ja realizados. Lazar et
al. (2016), variaram tempos de extracdo da casca do abeto (Picea abies) de 5 a
75 minutos, observando duas etapas de extragdo: uma etapa rapida, que ocorreu
nos primeiros 20 minutos seguida de uma etapa de extracdo lenta, que chegou
a uma concentracdo de equilibrio no tempo de 40 minutos. Vetal et al. (2013),
observaram o mesmo comportamento na extracédo de acido ursoélico do Ocimum
sanctum. Para este caso, a taxa de extracdo teve grande aumento até os 4
minutos sendo alcancado o equilibrio ap6s 12 minutos de extracao.

E de suma importancia a realizacdo do estudo do efeito “tempo” nesta
etapa. Além do comportamento cinético ja mencionado, 0os compostos de
interesse presentes na amostra podem vir a ser degradados a medida que se
aumenta o tempo de extracdo empregando ultrassom, sendo que, muitas vezes,
o rendimento alcancado em um tempo maior de extracdo ndo compensa 0S
custos operacionais de energia e processamento (ESCALPEZ et al., 2011).

O esqualeno é um dos compostos de interesse presentes nas folhas de
Echinodorus macrophyllus. Estudos realizados por Farjaminezhad & Garoosi
(2020) concluiram que o contetudo de esqualeno na cultura de suspensao de
células de Azadirachta indica diminuiu com o aumento do tempo de exposi¢céo
ao ultrassom, sendo o tempo 6timo obtido de 10 minutos.

Assim sendo, baseando-se na cinética de extracdo realizada e nos
estudos anteriormente mencionados, o tempo de extragdo escolhido para dar
seguimento as préximas etapas de extracao foi de 10 minutos. Para esse tempo,
a extracdo com sonda ultrassénica apresentou um rendimento 2,3% maior do
gue sem a presenca da sonda, indicando que a poténcia de ultrassom apresenta

resultados positivos na obtencéo dos extratos.
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Para a avaliagdo de cada fator (razdo soluto/solvente, temperatura e

amplitude de ultrassom) no rendimento das extracfes assistidas por ultrassom,

realizou-se analise estatistica a fim de concluir qual dos parametros possibilitou

melhores resultados.

Figura 9. Extrac6es assistidas por ultrassom.

A tabela abaixo apresenta o rendimento obtido em cada um dos ensaios

do planejamento experimental realizado:

Tabela 5: Avaliacdo das condicfes de extracdo empregando ultrassom.

. Razao Temperatura | Poténciade .
Ensaio soluto/sol_\llente °C) ultrassom (W) Rendimento (%)*
(g mL™)
1 1:10 60 225 5,50 £ 0,26
2 1:10 60 525 6,42 + 0,10
3 1:30 60 225 10,42 + 0,38
4 1:30 60 525 10,84 + 0,13
5 1:10 40 225 4,78+ 0,31
6 1:10 40 525 6,42 + 0,15
7 1:30 40 225 8,77 £ 0,51
8 1:30 40 525 10,93 + 0,61
9 1:20 50 350 8,84 + 0,06

*valor médio + desvio padrao
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Conforme observa-se na tabela, o maior rendimento de extracao foi de
10,93%, obtido pelo ensaio 8, nas condi¢cdes: 1 g de soluto para 30 ml de
solvente, temperatura de 40°C e poténcia de ultrassom de 525 W. Por sua vez,
0 ensaio 5 apresentou o menor rendimento (4,78%), obtido utilizando-se a
poténcia de ultrassom menor (225 W), maior concentragéo de amostra (1 grama
de soluto para 10 mL de solvente) e menor temperatura 40°C.

Utilizou-se o programa Statistica 10.0 para a analise estatistica dos
efeitos, considerando o modelo linear e um intervalo de 95 % de confianga. Na
figura a seguir, utilizando-se do Gréafico de Pareto, sdo apresentados os efeitos
de cada variavel estudada no rendimento global de extracdo das folhas de

Echinodorus macrophyllus.
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Figura 10: Grafico de Pareto dos efeitos das variaveis Razéo Soluto/Solvente,
Poténcia de Ultrassom e Temperatura no rendimento das extragdes de Echinodorus
Macrophyllus.

Observa-se que as variaveis estudadas (razdo soluto/solvente, poténcia
de ultrassom e temperatura) apresentaram efeitos significativos sobre o
rendimento, assim como a interacdo entre a temperatura e a poténcia de

ultrassom (p<0,05).
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O aumento na quantidade de solvente de 1:10 até 1:30 provocou um maior
efeito no rendimento final, como podemos observar comparando-se 0s ensaios
le3,2e4,5e7e6e8. Porexemplo, o ensaio 3, que tinha uma concentracao
menor de amostra (1:30) possibilitou melhores resultados no rendimento
(10,42%) do que o ensaio 1 (5,50%) que tinha mais amostra (1:10), nas mesmas
condicbes de temperatura e poténcia de ultrassom. Esse efeito pode ser
explicado uma vez que quanto maior a quantidade de solvente, maior tende a
ser a taxa de extragao, devido ao alto gradiente de concentracdo entre o interior
das células da planta e o exterior com solvente. Porém, essa situagéo aplica-se
até certo ponto, jA que se a solucdo estiver muito diluida, um aumento na
quantidade de solvente ndo teria a capacidade de alterar significativamente a
forgca motriz de extragéo, limitando o aumento do rendimento (SHIRSATH et al.,
2017).

O aumento da poténcia de ultrassom também apresenta efeito
significativo positivo sobre o rendimento dos extratos finais. Uma vez que uma
quantidade maior de energia ultrassodnica é aplicada, maior € a cavitagcdo do meio
e consequentemente melhor sera a penetracdo do solvente na matriz soélida.
Esse processo facilita no transporte dos compostos de interesse para a solucao
(AHMAD-QSEM et al., 2013). Sivacumar et al. (2007), também puderam
observar um aumento em até 5 vezes no rendimento de extracdo de Terminalia
chebula apds aumentar a poténcia de ultrassom de 20 W para 100 W.

Por fim, a varidvel temperatura também apresentou efeito positivo no
rendimento final das extracdes, ainda que em menor escala. Essa caracteristica
ja foi reportada por outros autores. Ma et al. (2008), estudando o processo de
extracdo de flavonoides da casca de Citrus reticulata, observou que
temperaturas maiores aumentaram o rendimento das extracées, porém, também
propiciaram a evaporacao solvente utilizado. Gonzalez-Centeno et al. (2015),
observaram uma grande influéncia da temperatura no contetldo de compostos
fendlicos e atividade antioxidante do bagaco da uva, fator atribuido a melhor
solubilidade dos analitos no solvente e melhores taxas de difuséo na matriz
sélida.

A validade do modelo foi verificada pela analise do teste F, mediante
dados da analise de variancia. O modelo é validado, ou seja, se ajusta aos dados

experimentais, quando Fcalculado™>Ftabelado. O modelo obtido pela regressao linear
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explicou 97,6 % das variagOes entre os valores experimentais e o0s previstos pelo
mesmo, indicando uma boa concordancia. A analise da estatistica “F” é

apresentada na Tabela a seguir e o modelo é dado pela Equacéo 7.

Tabela 6: Analise de variancia para predi¢do do rendimento da extragdo das
folhas de Echinodorus macrophyllus por meio da extracdo assistida por ultrassom.

Causa de Soma Média
_ . GLa . Fcalculado Ftabelado
variagao quadratica guadratica
Regressao 90,762 6 15,127 103,610 3,37°
Residuo 1,315 9 0,146
Falta de ajuste 0,406 1 0,406 3,561 5,32¢
Erro puro 0,909 8 0,114
Total 92,077 15
R? 0,986 R2 gjustado 0,976

aGraus de liberdade;
b Ftabelado(6;9;0,05);
¢ Ftabelado(1;8;0,05).

Rend (%) = —2,271+ 0,174R + 0,088T + 0,1124 + 0,001RT + 0,00005RA — 0,002T A

(7)

Onde:

R = raz&o soluto/solvente (g mL1);
T = temperatura (°C);
A = poténcia de ultrassom (W).

Nas figuras a seguir sdo apresentados os efeitos da temperatura,
amplitude de ultrassom e razéo soluto/solvente no rendimento das extragbes das

folhas de Echinodorus macrophyllus a partir de superficies resposta.
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Figura 11: Superficie de resposta para o rendimento da extragéo das folhas de
Echinodorus macrophyllus em fungéo das amplitudes e razdes soluto/solvente
empregadas.

L TR

Figura 12: Superficie de resposta para o rendimento da extragcéo das folhas de
Echinodorus macrophyllus em fungéo das amplitudes e temperaturas empregadas.
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Figura 13: Superficie de resposta para o rendimento da extragcdo das folhas de
Echinodorus macrophyllus em fungéo das razdes soluto/solvente e temperaturas
empregadas.

Como puderam ser observadas nas figuras anteriores, os melhores
resultados de rendimento foram obtidos quando utilizadas amplitudes de
ultrassom maiores, bem como maiores temperaturas e concentracbes de
solvente, sendo que a variavel razdo soluto/solvente exerceu maior efeito no

rendimento, conforme comprovado pela andlise estatistica apresentada
anteriormente.
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5.3 Caracterizacao quimica dos extratos

A composicdo quimica dos extratos foi obtida por meio de cromatografia
gasosa, e pode ser observada na tabela 6.

Flor et al. (2010), ao estudar 0os grupos quimicos presentes nos extratos
de Echinodorus macrophyllus encontraram tracos de alcaloides terciarios,
polifendis, significativa presenca de flavonas, cumarinas e derivados. Silva et al.
(2013), encontraram nos extratos de Echinodorus macrophyllus alta quantidade
de compostos derivados de éster carboxilicos e derivados de carotenoides.
Observa-se que para cada tipo de extracdo realizada, diferentes compostos
puderam ser extraidos, sendo que o esqualeno foi o composto presente em
todos os ensaios realizados, variando sua concentracdo. Dessa forma, realizou-
se a quantificado o composto quimico esqualeno em cada extrato, como mostra
a tabela 7.

Como podemos notar pela tabela 7, os ensaios 5 e 6 apresentaram uma
concentracdo maior de esqualeno quando comparados aos outros. O ensaio 8,
que apresentou o maior rendimento entre todas as condicfes, possuiu a
concentracéo de 0,26 gramas de esqualeno a cada 100 gramas de extrato.

O esqualeno é um composto amplamente encontrado no figado de
animais marinhos, como o tubardo, onde a quantidade de esqualeno pode
chegar até 79% do Oleo total. As principais fontes vegetais do esqualeno sdo
azeite de oliva, com quantidades de cerca de 564 miligramas de esqualeno a
cada 100 gramas, 6Oleo de soja (9,9 mg / 100 g), arroz, gérmen de trigo, 6leo de
semente de uva (14,1 mg / 100 g), amendoim (27,4 mg / 100 g) g), milho e
amaranto (5942 mg / 100 g) (LOZANO-GRANDE et al., 2018).

Owen et al. (2000), avaliaram a concentracao de esqualeno em diversas
variedades de azeites de oliva, constatando uma maior quantidade do composto
em azeites de oliva extra virgens (424 mg/100g), quando comparados aos
azeites refinados (340 mg/100g) e 6leos de sementes (24 mg/100g).

Naziri et al. (2016), utilizaram a extracdo com fluido supercritico a fim de
extrair compostos de interesse da borra de vinho, sendo o esqualeno

guantificado como 1,69% em peso do extrato obtido.


https://docs.google.com/document/d/1YQAN2JjAyViWqn09y2hCL6PdMCFEF9Yf3eyjXaaCD1M/edit#heading=h.1egqt2p

Tabela 7: Composicao quimica dos extratos obtidos a partir das folhas de Echinodorus macrophyllus.

Composto Quimico RT Sox-E Sox-H Sox-A UE-1 UE-2 UE-3 UE-4 UE-5 UE-6 UE-7 UE-8 UE-9
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Semicarbazida 3,52 52,71 3,26
Acido propanéico 3,52 9,27 9,43 9,96
Gliceraldeido 3,675 16,35 6,89 4,3 9,43 10,87 11,65 11,43 14,48 9,66 15,87 18,92
Alcool Isoamilico 4,154 4,57 2,18 2,94 2,67 3,77 3,32 3,3 3,32 3,36 3,76 4,25
Diihidroxiacetona 4,976 12,13 5,4 4,92 26,35 41,3 38,98 34,31 31,16 22,56 32,86 46,55
2-metoxi-4-vinilfenol 20,188 17,62 6,81 8,94 7,54 7,17 6,91
4-hidroxi-3-metilbenzaldeido 35,709 6,98
m-canforeno 42,852 7,72
p-canforeno 44,055 4,12
Acido hexadecanoico 44,456 4,56 5,13 7.9 13,01 14,75 14,89 7,32 13,17
Linoleato de Etila 46,879 39,69
Acido 9-octadecenoico 48,13 51,82 10,31
Fitol 48,657 4,23
Acido vacénico 49,914 10,88 8,76
Esqualeno 67,052 9,68 8,49 8,28 4,2 21,45 22,11 23,76 28,9 27,54 | 51,25 38,08 20,32
2-metiloctacosano 68,67 8,46 4,37
Heneicosano 69,55 4,55
Trielaidato de glicerila 69,71 8,46
acido linoléico trimetilsilil 70,21 3,53
hentriacontano 71,966 9,29
Vitamina E 73,133 3,96
Larixol 74,72 19,85
Gama- Sitoesterol 77,86 6,54
Neral 78,07 15,61
79,38 6,02

24-Norursa-3,12-dieno
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Tabela 8: Concentracdo de esqualeno nos extratos obtidos por ultrassom.

50

Ensaio Razao Temperatur Poténciade | g Esqualeno/100g
(g sol/ml sol.) a(°C) ultrassom (W) de extrato *
UAE-1 01:10 60 225 0,1993 + 0,006
UAE-2 01:10 60 525 0,2541 + 0,004
UAE-3 01:30 60 225 0,2365 + 0,001
UAE-4 01:30 60 525 0,2294 + 0,017
UAE-5 01:10 40 225 0,3795 + 0,013
UAE-6 01:10 40 525 0,3556 + 0,001
UAE-7 01:30 40 225 0,3092 + 0,015
UAE-8 01:30 40 525 0,2627 + 0,009
UAE-9 01:20 50 350 0,2897 + 0,026

*valor médio + desvio padréao

Segundo a andlise estatistica realizada, a variavel temperatura e a inter-

relacdo entre temperatura e razdo soluto solvente apresentaram efeitos

significativos no teor de esqualeno dos extratos obtidos a partir das folhas de

Echinodorus macrophyllus, como pode ser observado na figura a seguir.

(2)Temperatura

1by2 ¢

(1)Razao |

2by3 |

1by3 |

17243 ¢

(3)Potencia

--?,?5453
3,514287
-B,01425
2,364193
-1,68814
- 788064
- 452037
p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 14: Gréfico de Pareto dos efeitos das varidveis razdo Soluto/Solvente, poténcia
de ultrassom e temperatura no teor de esqualeno das extracdes de Echinodorus
Macrophyllus.
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Podemos observar que a temperatura tem um efeito significativo negativo
no teor de esqualeno, ja que maiores teores de esqualeno puderam ser obtidos
quando a temperatura utilizada era mais baixa (40°C). Esse efeito pode ser
observado quando comparamos, por exemplo, 0s ensaios 2 e 6. Mantendo as
mesmas condi¢cfes de razdo soluto/solvente e poténcia de ultrassom e variando
a temperatura de 60°C para 40°C observa-se um aumento de quase 40% no teor
de esqualeno. Esses resultados sugerem que temperaturas mais altas tendem a
degradar o composto esqualeno presente nos extratos. He et al. (2003), ao
extrair 6leo da semente de amaranto por meio de fluido supercritico, observou
gue o aumento da temperatura, combinado com diferentes condi¢cdes de pressao
tende a diminuir o teor de esqualeno. Neste estudo, observaram que
temperaturas entre 40°C e 50°C favoreciam a extracdo deste composto, sendo
gue puderam ser obtidos 0,31g de esqualeno / 100 g de grao nas condicfes de
a 50 ° C e 200 bar.

No entanto, Wejnerowska et al. (2013), observaram um comportamento
oposto quando realizada a extracdo das sementes de amaranto por meio de
fluido supercritico. Neste caso, o0 6leo da semente de amaranto obtido por esse
método teve um maior teor de esqualeno na temperatura de 130°C quando
utilizada a presséo de 20 MPa. Ja operando o sistema a 30 MPa, ndo puderam
ser observados aumentos significativos no teor de esqualeno com o aumento da
temperatura.

A validade do modelo foi verificada pela analise do teste F, mediante
dados da andlise de variancia. O modelo é validado, ou seja, se ajusta aos dados
experimentais, quando Fcalculado™>Ftabelado. O modelo obtido pela regressao linear
explicou 96,8% das variacGes entre 0s valores experimentais e 0s previstos pelo
mesmo, indicando uma boa concordancia. A analise da estatistica “F” é

apresentada na tabela a seguir.
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Tabela 9: Analise de variancia para predi¢édo do teor de esqualeno da extracao das
folhas de Echinodorus macrophyllus por meio da extracdo assistida por ultrassom.

Causa de Soma Média
variacao quadratica et quadratica Fesleuiado - Frabelado
Regresséo 0,0283 6 0,0047 39,6784 3,3738°
Residuo 0,0011 9 0,0001
Falta de ajuste 0,0002 1 0,0002 1,7757  5,3177°¢
Erro puro 0,0009 8 0,0001
Total 0,0293 15
R? 0,9680

aGraus de liberdade;
b Ftabelado(6;9;0,05);
¢ Frabelado(1,8;0,05).

As figuras a seguir apresentam as superficies respostas obtidas a partir

da analise estatistica dos dados de teor de esqualeno dos ensaios realizados:

CuMENDRT 9D 10BY,

Figura 15: Superficie de resposta para o teor de esqualeno das folhas de Echinodorus
macrophyllus em funcéo das razdes soluto/solvente e temperaturas empregadas.
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Figura 16: Superficie de resposta para o teor de esqualeno das folhas de Echinodorus
macrophyllus em funcéo das razdes soluto/solvente e poténcias empregadas.
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Figura 17: Superficie de resposta para o teor de esqualeno das folhas de Echinodorus
macrophyllus em fung¢éo da poténcia e temperaturas empregadas.
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5.4 Atividade Antioxidante

Para avaliagao da atividade antioxidante dos extratos obtidos a partir das
folnas de Echinodorus macrophyllus, foi realizada a metodologia do radical
DPPH, onde se expressa a concentracdo do extrato (mg mL™?) necessaria para
reduzir o radical em 50%. Além disso, realizou-se também a metodologia de
Folin-Ciocalteau para a quantificacdo dos compostos fendlicos, expressos em
miligramas de equivalente de acido gélico presentes em 1 grama de extrato. Os
resultados obtidos estdo expressos na tabela abaixo, de acordo com cada

parametro utilizado.

Tabela 10: Atividade antioxidante e compostos fendlicos dos extratos das folhas de
Echinodorus macrophyllus obtidos por extracdo assistida por ultrassom.

Razéo Poténcia de _
Ensaio | soluto/solvente Tempoeratura ultrassom Folin s pPPH I(_315*(k))

L (°C) w0 (mg EAG g | (mg mL?)
UAE-1 01:10 60 225 9,967 + 0,639 0,746 + 0,008
UAE-2 01:10 60 525 9,536 + 0,577 0,692 + 0,014
UAE-3 01:30 60 225 9,161 + 0,558 0,722 + 0,018
UAE-4 01:30 60 525 11,655+ 0,731 0,648 + 0,005
UAE-5 01:10 40 225 8,278 + 0,618 1,019 + 0,017
UAE-6 01:10 40 525 12,632 + 0,627 0,555 + 0,016
UAE-7 01:30 40 225 8,212 + 0,534 0,925 + 0,021
UAE-8 01:30 40 525 9,685 + 0,531 0,708 + 0,011
UAE-9 01:20 50 350 9,976 + 1,123 0,732 £ 0,027
SOX-E 01:25 78,37°C - 11,026 + 0,814 0,591
SOX-A 01:25 77,1 °C - 5,499 + 0,424 9,31
SOX-H 01:25 69°C - 4,955 + 0,653 253,33

*média + desvio padrao
a2miligramas de equivalente de acido galico presentes em 1 grama de extrato;
b1C50: concentracdo do extrato (mg ml?) necessaria para reduzir o radical em 50%.


https://docs.google.com/document/d/1YQAN2JjAyViWqn09y2hCL6PdMCFEF9Yf3eyjXaaCD1M/edit#heading=h.4bvk7pj
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Figura 18: Resultados das analises de teor de compostos fendlicos das folhas de
Echinodorus macrophyllus.
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De acordo com os resultados apresentados, podemos observar que 0
ensaio 6 (UAE-6) apresentou melhores resultados de composicdo fendlica
(52,95 mg EAG g?) e inibicdo do radical DPPH (0,55 mg mL1), enquanto que o
ensaio 5 teve os piores resultados, com composicéo fendlica de 27,13 mg EAG
g* e concentracdo de 1,02 mg mL! para inibicdo de 50% do radical DPPH.
Comparando-se esses dois ensaios, podemos ver que a Unica diferenca em suas
condicBes de extracdo € a poténcia de ultrassom empregada, sendo que o
ensaio 6 foi obtido utilizando-se maior poténcia de ultrassom (525 W).

Por sua vez, o ensaio 8, que apresentou maior rendimento de extragao
(10,93%), teve 35,91 mg EAG g como resultado de composicédo fendlica pela
metodologia de Folin-Ciocalteau e concentracdo de 0,71 mg mL™* para inibicédo
de 50% do radical DPPH.

Estudos de Lunardi et al. (2014), j& haviam comprovado o potencial
antioxidante de uma espécie do mesmo género, Echinodorus grandiflorus.
Foram quantificados cerca de 120 mg EAG mL?' em chas dessa espécie,
indicando significativa presenca de compostos fendlicos. Os chas de
Echinodorus grandiflorus também foram capazes de eliminar o radical DPPH.

A atividade antioxidante observada nos extratos de Echinodorus
macrophyllus pode ser em parte justificada pela presenca do esqualeno em sua
composicdo. Ko et al. (2002), observou que os extratos obtidos por meio da
extracdo supercritica das folhas de Terminalia catappa L. apresentaram
conteudo de esqualeno de 0,9% até 12,29%, dependendo da maturidade das

folhas, sendo que para os extratos estudados, observou-se atividade
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antioxidante e sequestrante do radical DPPH, justificada pela presenca do
composto. Ja os estudos de Tikekar et al. (2008), mostram que o esqualeno
isolado apresenta propriedades antioxidantes fracas, porém, quando em
associagcdo a outros compostos, como tocotriendis, presentes no 6leo de
amaranto estudado, as propriedades antioxidantes mostram-se melhores.

Assim sendo, conclui-se que a atividade antioxidante constatada nos
extratos das folhas de Echinodorus macrophyllus pode ser resultado do
sinergismo entre 0 composto quimico esqualeno e outros compostos presentes
na amostra.

As figuras a seguir mostram graficos de pareto para o teor de compostos

fendlicos e atividade antioxidante dos extratos.

(3)Potencia 36458746 -

1%2*3 + 26384895 .

1by2 + 2.0002588 .

2by3 | -1,7407 ]

(1)Razdio | - 786329 ]

(2)Temperatura 6991578 1

Tby3 0197247 .

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 19: Gréfico de Pareto dos efeitos das varidveis razdo Soluto/Solvente, poténcia
de ultrassom e temperatura no teor de compostos fendlicos das extracdes de
Echinodorus Macrophyllus.

De acordo com a analise estatistica realizada, percebe-se que para o Teor
de Compostos Fendlicos (metodologia de Folin Ciocalteau), a poténcia de
ultrassom foi a Unica variavel que exerceu diferenga significativa para os

resultados obtidos.
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(3)Potencia | --13:0639

2by3 ¢ 8,918933

21 Temperatura | -6,40292
( p

17273 | -4,30625

Thy3 | 3,677245

Tby2 -2,04329

(1)Razdo | - 129026

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 20: Gréfico de Pareto dos efeitos das varidveis Razao Soluto/Solvente,
Poténcia de Ultrassom e Temperatura na atividade antioxidante das extracdes de
Echinodorus Macrophyllus.

Tratando-se da atividade antioxidante dos extratos (metodologia DPPH),
exerceram influéncia significativa a poténcia de ultrassom, temperatura,
interrelacdo entre esses dois fatores, e relacdo entre poténcia, temperatura e
razdo soluto/solvente. Além disso, a relacdo entre razao soluto solvente e
poténcia de ultrassom também apresentou diferenca significativa.

Para as duas metodologias utilizadas, a poténcia de ultrassom apresentou
grande efeito nos resultados obtidos. Hossain et al. (2012), estudaram os
extratos das folhas de manjerona (Origanum majorana L.) e observaram que a
poténcia de ultrassom, temperatura e tempo de ultrassom influenciaram o
conteudo fendlico e atividade antioxidante dos extratos. Para esse caso, a
poténcia de ultrassom foi o fator que exerceu maior efeito, sendo justificado que
amplitudes mais altas possibilitariam o rompimento das paredes celulares,
liberando os compostos fendlicos e antioxidantes para o meio. Altemimi et al.
(2015), também observou o efeito da poténcia do ultrassom para as extracdes
das folhas de espinafre (Spinacea olerace a L.), estabelecendo uma relacéo

entre a temperatura e a amplitude utilizadas.
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A validacdo do modelo foi verificada pela analise do teste F, mediante
dados da analise de variancia. O modelo é validado, ou seja, se ajusta aos dados
experimentais, quando Fcalculado™>Ftabelado. O modelo obtido pela regressao linear
explicou 90,5% das variag0es entre 0s valores experimentais e 0s previstos pelo
mesmo para o teor de compostos fendlicos e 99,09% para a atividade
antioxidante, indicando uma boa concordancia. A analise da estatistica “F” é

apresentada nas tabelas a seguir.

Tabela 11: Analise de variancia para predigdo do teor de compostos fendlicos das
folhas de Echinodorus macrophyllus por meio da extracdo assistida por ultrassom.

Causa de Soma Média
. A . a - Fcalculado Ftabelado
variacao guadratica quadratica
Regresséo 167500,10 6 27916,68 14,3304 3,3738P
Residuo 17532,70 9 1948,078
Falta de ajuste 706,20 1 706,20 0,3358 5,3177¢
Erro puro 16826,50 8 2103,312
Total 185032,80 15
R? 0,9052

aGraus de liberdade;
b Ftabelado(6;9;0105);
€ Ftabelado(1;8;o105)-

Tabela 12: Andlise de variancia para predicédo da atividade antioxidante da extracéo
das folhas de Echinodorus macrophyllus por meio da extragéo assistida por ultrassom.

Causa de Soma Média
L~ L4t a L4 Fcalculado Ftabelado
variacao guadratica guadratica
Regresséao 0,1574 6 0,0262 163,7028 3,3738°
Residuo 0,0014 9 0,0002
Falta de ajuste 0,0004 1 0,0004 3,3767 5,3177¢
Erro puro 0,0010 8 0,0001
Total 0,1588 15
R? 0,9909

aGraus de liberdade;
b Ftabelad0(6;9;0105);
¢ Ftabelado(1;8;0,05).
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As figuras a seguir apresentam as superficies resposta para as andlises
de teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante.
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Figura 21: Superficie de resposta para o teor de compostos fenélicos das folhas de
Echinodorus macrophyllus em fungéo das razbes soluto/solvente e temperaturas
empregadas.

430f

1200

STAIRY, BT 2R KR
=
=

Figura 22: Superficie de resposta para o teor de compostos fendlicos das folhas de
Echinodorus macrophyllus em fungéo das razdes soluto/solvente e poténcia de
ultrassom empregadas.
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Figura 23: Superficie de resposta para o teor de compostos fenélicos das folhas de
Echinodorus macrophyllus em funcéo da poténcia e temperaturas empregadas.

Figura 24: Superficie de resposta para a atividade antioxidante das folhas de
Echinodorus macrophyllus em fungéo das razdes soluto/solvente e temperaturas
empregadas.
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Figura 25: Superficie de resposta para a atividade antioxidante das folhas de
Echinodorus macrophyllus em fungéo das razdes soluto/solvente e poténcia de
ultrassom empregadas.

Figura 26: Superficie de resposta para a atividade antioxidante das folhas de
Echinodorus macrophyllus em fungéo das temperaturas e poténcia de ultrassom
empregadas.
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5.5 Atividade Antimicrobiana

Para a determinacao da atividade antimicrobiana, realizou-se a analise no
ponto central (ensaio 9), do ponto de maior rendimento (ensaio 8) e dos pontos
de maior e menor rendimento (ensaio 6 e ensaio 5, respectivamente). Uma forma
de observar se o extrato apresenta atividade antimicrobiana € observando a
turbidez dos pocos reservatorios. Quanto mais turvo, maior 0 crescimento
microbiano, e, portanto, menor a atividade antimicrobiana dos extratos. Na figura

a seguir, podemos observar a turbidez dos pocgos testados.

Figura 27: Turbidez dos pocos reservatérios (A: Escherichia coli; B: Staphylococcus
aureus e C: Pseudomonas aeruginosa).
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Tabela 13: Concentragao inibitéria minima (mg mL?) frente a cepas de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Extrato | S. aureus E. coli P. aeruginosa
UE-5 250 250 250
UE-6 >250 >250 250
UE-8 >250 >250 125
UE-9 250 250 125

O ponto central (ensaio 9), apresentou CIM de 250 mg mL™ frente a
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e CIM de 125 mg mL? frente a
Pseudomonas aeruginosa.

Silva et al. (2012), realizou testes para verificar a atividade antimicrobiana
dos extratos de Echinodorus macrophyllus e comprovaram uma alta atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis. Observou-se
também que os extratos obtidos a partir de etanol apresentaram maior atividade
do que os extratos obtidos com hexano. A concentragdo de 0,24 mg mL* foi
eficaz para inibir 37,78% de S. aureus e a concentracdo de 1,95 mg mL™* para
inibir 43,21% de B. subitilis.

Por sua vez, Bonetti et al. (2020), testou a atividade antibacteriana dos
extratos de Echinodorus grandiflorus, e concluiu que os extratos analisados néo
inibiram o crescimento da bactéria testada, e, portanto, ndo apresentaram
atividade antimicrobiana consideravel.

Assim sendo, conclui-se que os extratos obtidos a partir das folhas de
Echinodorus macrophyllus puderam inibir o crescimento bacteriano nas cepas

testadas, porém em niveis ndo significativos.
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5.6 Otimizacao dos resultados

Apo6s obtidos todos os resultados, foi realizada a analise estatistica da
desejabilidade, para encontrar o ponto 6timo das extracbes. Os resultados
obtidos estdo apresentados na tabela a seguir.

Tabela 14: Condi¢cBes 6timas para obtencéo do extrato de Echinodorus macrophyllus,
de acordo com o estudo da desejabilidade.

Razao soluto solvente (mL g?) 21,4
Temperatura (°C) 40
Poténcia de ultrassom (W) 414

Tabela 15: Resultados esperados nas condi¢des 6timas para obtencéo do extrato de
Echinodorus macrophyllus, de acordo com o estudo da desejabilidade

Resultados esperados

Rendimento (%) 8,5147 + 0,7653

Teo de esqualeno (g 100g™) 0,3173 £ 0,0306

Teor de compostos fendlicos

(mg EAG/g de extrato) 9,9846 £ 1,64054

Atividade antioxidante - DPPH

IC50 (mg mL™) 0,7582 + 0,0399

Como podemos observar nas tabelas, os resultados otimizados
deveriam ser obtidos em temperaturas mais baixas de operacéo (40°C), poténcia
de ultrassom em um nivel médio (414 W) e razdo soluto solvente também em
um nivel médio (21,4 ml g'1). Os resultados de rendimento, teor de esqualeno,
teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante nas condicfes otimas

precisam ser comprovados realizando as analises correspondentes.
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6 CONCLUSAO

As extracdes das folhas de Echinodorus macrophyllus apresentaram
resultados positivos utilizando os diferentes métodos.

Dentre as técnicas de extracdo estudadas, o ultrassom apresentou
diversas vantagens frente a extracdo convencional (Soxhlet), como diminuicao
no tempo para a obtencdo dos extratos e utilizagcdo de uma menor quantidade
de solventes orgéanicos. Foi possivel notar que as variaveis estudadas — poténcia
de ultrassom, temperatura, razdo soluto/solvente — apresentaram efeitos
significativos positivos, isoladas e interagindo em conjunto, no rendimento de
extracdo, teor de esqualeno, atividade antioxidante e teor de compostos
fenolicos dos extratos.

Utilizando o ultrassom, o melhor rendimento obtido foi de 10,93%, nas
condicBes de temperatura de 40°C e poténcia de ultrassom de 525 W e maior
guantidade de solvente (1:30). Por sua vez, o melhor resultado de atividade
antioxidante e composicdo fendlica (52,95 mg EAG 100 g extrato) foi obtido
também na temperatura de 40°C, poténcia de ultrassom maior (525 W), porém
em uma quantidade de solvente menor (1:10). Essas mesmas condicdes
possibilitaram a obtencdo de um dos extratos com maior quantidade de
esqualeno (0,36%).

Apesar do potencial antimicrobiano avaliado ter apresentado efeitos
fracos, € muito interessante a obtencdo destes dados para estudos futuros e
possiveis comparativos do extrato com outras plantas similares.

Este trabalho contribuiu para a ampliacdo dos estudos sobre as
propriedades terapéuticas do chapéu de couro, comprovando sua eficiéncia

como fonte antioxidante e fonte alternativa para a obtencao de esqualeno.
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