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Resumo da Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo em
Engenharia de Alimentos como parte dos requisitos necessarios para a obtencao
do Grau de Mestre em Engenharia de Alimentos.

RESUMO

As plantas medicinais vém sendo utilizadas ha muito tempo na cura de doencas,
por possuirem compostos com atividade farmacologica. Uma extracao eficiente
desses compostos se faz necessaria uma vez que muitos deles séo sensiveis a
temperatura alta. Desta forma, a utilizacdo da técnica de extracdo utilizando
liquidos pressurizados se apresenta como um método eficiente, por permitir
utilizar elevadas pressdes e temperaturas mais brandas que ndo degradem os
compostos de interesse, tais como os compostos fendlicos e flavonoides. Este
trabalho teve por objetivo extrair compostos de trés plantas medicinais — poejo
(Mentha pulegium), cavalinha (Equisetum giganteum) e malva branca (Sida
cordifolia) — empregando liquidos pressurizados (etanol, agua e solucéo
hidroalcoodlica 50% (v/v)) e avaliar sua capacidade antioxidante e antimicrobiana,
além do conteudo fendlico total e o conteudo de flavonoides totais. O melhor
rendimento de extracdo encontrado foi para os extratos hidroalcoodlicos e
aquosos, com destaque para o extrato de poejo. Ja os extratos que obtiveram a
maior capacidade antioxidante foram o etandlico e hidroalcodlico de poejo (0,02
e 0,03 mg/mL de ICso, respectivamente), seguidos pelo extrato etanolico de
cavalinha. O extrato hidroalcodlico de poejo obteve também maior quantidade
de compostos fendlicos. No entanto, os extratos etandlicos de cavalinha com
apenas 30 minutos de extracao obtiveram 193,45 mg QE/g de extrato seco e de
malva branca, 147,39 mg QE/g de extrato seco, mas no tempo de 90 a 180
minutos, sendo 0s maiores valores para flavonoides totais. Ainda, o extrato com
maior capacidade antimicrobiana foi o etandlico de poejo. De forma geral
extratos etandlicos e aquosos apresentaram uma extracdo mais eficiente e, o
poejo foi a planta que obteve melhores capacidades antioxidantes e
antimicrobianas.

Palavras-chave: Plantas medicinais, extracdo, liquidos pressurizados, atividade
antioxidante, atividade antimicrobiana.



Abstract of Dissertation presented to Food Engineering Program as a partial
fulfillment of the requirements for the Degree of Master in Food Engineering

ABSTRACT

Medicinal plants have been used for a long time in curing diseases, because they
contain compounds with pharmacological activity. Efficient extraction of these
compounds is necessary since many of them are sensitive to high temperature.
Thus, the use of the extraction technique using pressurized liquids is an efficient
method, since it allows the use of higher pressures and milder temperatures that
do not degrade the compounds of interest, such as phenolic compounds and
flavonoids. The objective of this work was to extract compounds from three
medicinal plants — pennyroyal (Mentha pulegium), horsetail (Equisetum
giganteum) and white mallow (Sida cordifolia) — using pressurized liquids
(ethanol, water and hydroalcoholic solution 50% (v/v)) evaluate its antioxidant
and antimicrobial capacity, as well as the total phenolic content and the total
flavonoid content. The best extraction yield was found for the hydroalcoholic and
aqueous extracts, with emphasis on the pennyroyal extract. The extracts that
obtained the highest antioxidant capacity were ethanolic and hydroalcoholic of
poejo (0.02 and 0.03 mg/mL of IC50, respectively), followed by ethanolic extract
of horsetail. The hydroalcoholic extract of pennyroyal also obtained a greater
guantity of phenolic compounds. However, ethanolic horsetail extracts with only
30 minutes of extraction obtained 193.45 mg QE/g of dry extract and white
mallow, 147.39 mg QE/g of dry extract, but in the time of 90 to 180 minutes, being
the highest values for total flavonoids. Still, the extract with greater antimicrobial
capacity was the ethanolic of pennyroyal. In general, ethanolic and aqueous
extracts presented a more efficient extraction, and the pennyroyal was the plant
that obtained better antioxidant and antimicrobial capacities.

Keywords: Medicinal plants, extraction, pressurized liquids, antioxidant activity,
antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

Plantas medicinais sdo uma fonte de compostos bioativos, os quais
podem ser usados no tratamento de doengas. Desde muito tempo, as plantas
sdo usadas na cura de doencas infecciosas. Os povos antigos utilizavam essas
plantas em enfermidades de animais, até que se descobriu que poderiam ser
também usadas em humanos.

A Equisetum giganteum, popularmente conhecida como cavalinha,
pertencente a familia Equisetaceae, é uma planta que chega a 160 centimetros
de altura, é nativa de regides pantanosas de quase todo o Brasil. Possui
metabolitos secundarios como alcaloides, compostos fendlicos, flavonoides,
cumarinas e saponinas em sua COmposicado e apresenta acado antifungica,
antimicrobiana, antioxidante, entre outras. Por ser uma planta diurética pode ser
utilizada no tratamento de doencas renais, pulmonares e diabetes (LORENZI;
MATOS, 2002; MELLO; BUDEL, 2013; BERTALOT et al., 2010).

A Sida cordifolia, conhecida como malva branca, € uma planta da familia
Malvaceae que cresce em regifes de altitude de até 1050 metros, nativa da india
e é utilizada principalmente na medicina indiana (JAIN et al., 2011). Possui
alcaloides, flavonoides, fendlicos, acucares redutores, entre outros. Tem funcéo
hepatoprotetora, antidiabética e anti-inflamatodria (DINDA et al., 2015; MOMIN et
al., 2014). E utilizada nos tratamentos de doencas reumaticas, tuberculose e
doencas do trato urinario (GALAL; RAMAN; KHAN, 2015; SRINITHYA;
MUTHURAMAN, 2014).

A Mentha pulegium, popularmente conhecida como poejo, é uma erva
perene e endémica, nativa da Europa (CHALCHAT et al., 2000). Possui
compostos fendlicos, flavonoides e terpenoides, e apresenta atividades
antioxidante, antimicrobiana, inseticida e analgésica (KAMKAR et al., 2010).
Pode ser utilizada no tratamento de nduseas, dores de estbmago, diarreias, entre
outros (KHONCHE et al., 2017; ABDELLI et al., 2016).

Por estas plantas possuirem varios compostos com propriedades
bioldgicas, a extracdo dos mesmos deve ser eficiente e ocorrer sem degradagao
dos principios ativos. No entanto, as técnicas tradicionais de extragdo, como a

técnica de maceracgdo e Soxhlet, utilizam grandes volumes de solvente, tempos
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de extracéo longos e temperaturas elevadas, o que resulta em decomposicao de
alguns principios ativos (BELWAL et al., 2018; JACQUES, 2005).

Dentro desse contexto, a técnica de Extracdo com Liquidos Pressurizados
(PLE — Pressurized Liquid Extraction) surge como uma alternativa promissora
para obtencao de extratos com atividades biolégicas e antioxidantes. O emprego
de pressdes elevadas aumenta a solubilidade dos compostos termossensiveis
em um determinado solvente sem precisar aumentar a temperatura de extracao
(MENDIOLA et al., 2007; SONAGLIO et al., 2007; FUJITA et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Preparar extratos de trés plantas medicinais (poejo, cavalinha e malva
branca) empregando liquidos pressurizados e avaliar a concentracdo de
compostos fendlicos e flavonoides e a capacidade antioxidante e antimicrobiana
dos extratos.

2.2 Objetivos Especificos

o Avaliar a cinética de extracao das plantas frente a trés diferentes solventes
(etanol, agua e solucéo hidroalcodlica 50%);
o Avaliar o rendimento de extracdo dos extratos das trés plantas frente aos

trés diferentes solventes (etanol, agua e solucao hidroalcodlica 50%);

o Avaliar a atividade antioxidante dos extratos em diferentes tempos de
extracao;
o Avaliar o conteudo de compostos fendlicos dos extratos em diferentes

tempos de extracéo;

o Avaliar o conteudo de flavonoides dos extratos em diferentes tempos de
extracao;
o Determinar a concentracao inibitéria minima de todos os extratos frente a

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis e Listeria

monocytogenes.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Plantas Medicinais

Planta medicinal é toda planta consumida ou administrada sob qualquer
forma, que exerca algum tipo de acdo farmacologica no homem ou animais. A
fitoquimica moderna tem por funcdo a caracterizacdo botanica das espécies
vegetais com atividade farmacolégica e o estudo da composi¢cao quimica. Nas
Ultimas décadas as plantas medicinais tém sido submetidas a estudos quimicos
e farmacoldgicos para confirmar a sua atividade medicinal e os seus constituintes
(CUNHA; RIBEIRO; ROQUE, 2007).

As plantas medicinais e seus extratos tém sido usados desde os tempos
pré-histéricos para curar varias doencas, o que resultou na descoberta de alguns
farmacos muito importantes. Atualmente esta bem estabelecido que as terapias
tradicionais de ervas contém uma variedade diversificada de agentes
guimiopreventivos (AROUMA, 2003).

Aproximadamente 25% dos medicamentos prescritos no mundo sao de
origem vegetal (RATES, 2001). Desde os tempos antigos se utilizam diversas
partes de plantas medicinais (flores, folhas, cascas, caules, frutos e extratos de
raizes) para curar doencas (NAIR; KALARIYA; CHANDA, 2005).

De acordo com Brasil (2006) 85% da populacgéo utiliza plantas medicinais
no tratamento de doencas. As plantas utilizadas no uso terapéutico devem
possuir moléculas bioativas e atividade bioldgica que tenha sido estudada
cientificamente para comprovar a eficacia e seguranca (FERNANDES, 2010).

Metabolitos secundarios tém sido estudados como fonte de agentes
medicinais em plantas, por possuirem fitoquimicos com eficacia antibacteriana e
antioxidante, compostos capazes de prevenir oxidacdo lipidica induzida por
radicais livres e também ser uma alternativa a resisténcia dos micro-organismos
a antibiéticos sintéticos (KIVCAK; MERT, 2002; LEE; HWANG; LIM, 2004;
KARUNA et al., 2009).

As plantas medicinais sdo uma fonte natural de compostos bioativos como
os polifendis, vitaminas, carotenoides, acidos graxos insaturados e acucares
redutores, que protegem o0s constituintes ativos de alteragdes, tais como

oxidacdes e hidrdlises, permitindo uma melhor absor¢do pelo organismo,
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podendo ainda serem utilizadas como aditivos alimentares. Assim, a ag&o
conjunta dos constituintes da planta tem maior efeito e atividade que um
constituinte ativo isolado, o que justifica o interesse por medicamentos a base de
plantas e ainda a utilizacdo destas na formulacdo de alimentos funcionais e
nutracéuticos (CUNHA, 2006; LOZIENE et al., 2007).

A medicina ayurvérdica, criada na india ha cerca de 5000 anos, tem por
objetivo a cura utilizando plantas medicinais, promovendo a saide com base na
visao holistica (LOPES et al., 2016).

No entanto, a concentracdo dos principios ativos da mesma planta pode
variar em funcdo das fases vegetativas e condigcbes ambientais, bem como
variacfes sazonais e geograficas e em funcdo da composicao do solo (GOBBO
NETO; LOPES, 2007).

3.1.1 Cavalinha (Equisetum giganteum)

A Equisetum giganteum, popularmente conhecida como cavalinha,
pertencente a familia Equisetaceae, pode atingir até 160 centimetros de altura,
sendo nativa de areas pantanosas de quase todo o Brasil. E encontrada em
ambientes quentes e Umidos e cultivada muitas vezes como planta ornamental,
embora possa se tornar uma planta daninha. E amplamente usada na América
do Sul na medicina caseira (LORENZI; MATOS, 2002).

Em relacdo a composicdo quimica da cavalinha, esta pode conter
esterdis, como o betasitosterol, campesterol, isofucosterol, colesterol (tracos) e
triglicerideos; isoquercina; alcaloides, como a nicotina, equispermina e palustina;
saponinas (equisetonina); flavonas glicosadas, como isoquercitrina, equisetrina
e galuteolina; acido ascorbico; compostos fendlicos; flavonoides (luteolina);
resinas; taninos; 6leos volateis; a enzima tiaminase e sais minerais (LORENZI;
MATOS, 2002; MELLO; BUDEL, 2013; MORAES, 2011; NGO et al., 2017).

A cavalinha é utilizada para fins medicinais como uma planta diurética,
hemostatica e no tratamento de doencas renais, pulmonares e diabetes
(ANDRADE-CETTO; HEINRICH, 2005; WRIGHT et al., 2007). O grande
potencial diurético da planta pode estar relacionado ao seu teor elevado de
potassio, bem como de acidos fendlicos e flavonoides (FRANCESCATO, 2012).
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Ainda, de acordo com Kloucek et al. (2005) extratos hidroetandlicos de E.

giganteum apresentam boa capacidade antimicrobiana.

3.1.2 Malva Branca (Sida cordifolia)

A malva branca (Sida cordifolia) é tradicional da india e pertence a familia
Malvaceae, cresce em regides tropicais e subtropicais até uma altitude de 1050
metros (JAIN et al., 2011).

Na malva branca sdo encontrados alcal6ides, flavonoides, ecdisteroides,
esteroides, fendlicos, acglcares redutores e saponinas (DINDA et al., 2015;
MOMIN et al., 2014). Estudos de Nunes et al. (2006) revelaram que o Oleo de S.
cordifolia possui atividade antimicrobiana consideravelmente alta.

A malva branca tem sido utilizada na medicina tradicional indiana
(ayurvérdica), chinesa, americana e africana. Estudos revelaram que seus
extratos e compostos isolados possuem atividade antimicrobiana, anti-
inflamatoria, analgésica, hepatoprotetora, antiulcerogénica, citotoxica,
cardioprotetora, neuroprotetora, antituberculose, nefroprotetora, antidiabética,
antiobesidade, abortiva e antipirética (GALAL; RAMAN; KHAN, 2015;
SRINITHYA; MUTHURAMAN, 2014; PRADHAN et al.,, 2013; AJITHABAI,
SUNITHA RANI;  JAYAKUMAR, 2012; MAHESH; SATISH, 2008;
BALAKRISHNAN et al.,, 2006; FRANZOTTI et al., 2000). Além disso, outros
estudos evidenciaram que pode ser utilizada para o tratamento de céancer de
pulméo, do infarto do miocéardio, estomatite, bronquite asmatica e congestao
nasal (AGYARE et al., 2018; KUBAVAT; ASDAQ, 2009; SILVA et al., 2006).

Também é utilizada para tratamento da sinusite, problemas menstruais,
estresse e dores articulares (DINDA et al., 2015). Na medicina ayurvérdica é
usada como ingrediente em medicamentos como 'Baladikwath’, 'Baladya ghirt',
'‘Baladyarista’, 'Chandanbala lakshadi taila', 'Sudarshan churna' e 'Kukuvadi
churna’, para o alivio da dor e inchaco em distlurbios reumaticos, fraqueza
muscular, doencas cardiacas, tuberculose, bronquite, problemas neurolégicos e
feridas no trato urinario (DHIMAN; KUMAR, 2006).
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3.1.3 Poejo (Mentha pulegium)

Poejo (Mentha pulegium) é uma erva perene e endémica que € nativa da
Europa, Africa do Norte, Asia Menor e Oriente Médio, pertencente a familia
Lamiaceae (CHALCHAT et al., 2000). As folhas de Mentha pulegium s&o usadas
na medicina tradicional para tratar distrbios gastrointestinais, incluindo
dispepsia, nduseas, vomitos, inchaco, dor de estdmago, infeccdes e diarreias
(KHONCHE et al., 2017).

Na fitoterapia, usa-se as partes aéreas para a falta de apetite, para facilitar
a digestado e para cdlicas gastrointestinais (CUNHA; RIBEIRO; ROQUE, 2007).
Na cosmetologia, é considerada uma planta herbacea usada especialmente na
fragrancia masculina pelo seu frescor e carater tonico (BHAR; BALOUK, 2011).
Na medicina, € usado como anti-séptico e também como analgésico (BLANCOU;
VIN-NIVEAUX, 2006).

O seu 6leo essencial pode ser utilizado como antibiotico, conservante de
alimentos e bio-inseticida (ABDELLI et al., 2016). Também demonstrou possuir
atividade antimicrobiana principalmente contra bactérias Gram-positivas
(ABDELLI et al.,, 2016), no entanto, o estudo de Bouyahya et al. (2017)
demonstrou atividade antimicrobiana tanto para bactérias Gram-positivas quanto
para bactérias Gram-negativas. Também se descobriu potencial atividade
antioxidante e contra bactérias que desenvolvem a doenca leishmaniose.

Jain, Jain D. e Balekar (2012) demonstraram que o extrato etandlico das
folhnas de M. pulegium possui atividade antioxidante in vivo e que reduzem e
melhoram os niveis de glutationa, SOD (Superéxido dismutase), catalase e
peroxidase. Extratos aquosos e metandlicos possuem alta atividade
antioxidante, o que pode ser atribuido ao conteudo de fendlicos, flavonoides e
terpendides (KAMKAR et al., 2010).

3.2 Compostos Antioxidantes

O processo respiratorio e diversas reagdes oxidativas, que ocorrem nas
células aerobicas, levam a formacado de radicais livres, que causam danos ao
organismo e contribuem para o aparecimento de muitas doencas, tais como:

inflamacdes, tumores malignos, mal de Alzheimer e doencgas cardiovasculares,
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e ainda aceleram o processo de envelhecimento (SIKORA et al., 2008). Devido
a isso, as células humanas dependem da capacidade antioxidante para fornecer
protecdo contra os efeitos prejudiciais de radicais livres e espécies reativas do
oxigénio, que sdo consequéncias inevitaveis da vida aerdbica. Para alcancar
uma protecado eficiente, os tecidos dispdem de um sistema antioxidante
integrado, que consiste em um arranjo de diversos componentes lipossollveis
(vitamina E; carotendides), hidrossolluveis (acido ascorbico; glutatinona,
flavonoides) e enzimaticos (glutatinona peroxidase; superoxido dismutase;
catalase) (McLEAN et al., 2005).

Os compostos antioxidantes que estdo presentes na nossa dieta tém
grande importancia, pois atuam como agentes protetores, ajudando o corpo na
reducédo de danos oxidativos. Os fitoquimicos séo classificados como compostos
bioativos provenientes de partes e plantas diferentes, como, cereais, sementes,
frutos, folhas, vegetais, especiarias, raizes e ervas (SKERGET et al. 2005;
FERREIRA; ABREU, 2007; LIU, 2003), e estédo relacionados com a reducao da

ocorréncia de varias doencas cronicas.

3.3 Compostos Fendlicos

Um grande e complexo grupo de fitoquimicos sdo os compostos fendlicos,
encontrados em grande quantidade em plantas, frutas e vegetais. Os compostos
fendlicos presentes em plantas apresentam atividade farmacolégica e podem
inibir a oxidacéao lipidica e proliferacédo de fungos (SPANOS; WROLSTAD, 1992;
FALCAO, 2008).

Os compostos fenodlicos possuem duas classificacbes (CARVALHO;
GOSMANN; SCHENKEL, 2007):

- compostos fendlicos amplamente distribuidos: derivados de acidos
benzoicos e de acidos cinamicos, cumarinas, flavonoides, taninos e ligninas;

- compostos fenodlicos de distribuicdo restrita: o qual abrange as classes
de substancias que nao foram citadas no item anterior.

A maioria dos compostos fendlicos é sollvel em 4gua e em solventes
organicos polares (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007).

Os compostos fenodlicos de fontes vegetais podem atuar como

antioxidantes através da eliminacdo de radicais lipidicos. Acredita-se que 0s



21

fendis podem atuar tanto como eliminadores de radicais como para quelantes de
metais, além de serem importantes economicamente por contribuirem com o
sabor, odor e coloragcdo de diversos vegetais, podendo ser utilizados como
corantes e flavorizantes (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007).

Flavonoides constituem uma importante classe de polifendis, presentes
entre 0os metabodlitos secundarios de plantas (ZUANAZZI, 2001). Ocorrem
geralmente em todas as partes da planta, mas a quantidade € variavel devido
aos fatores genéticos, maturidade, clima, localizacdo na planta e praticas
agricolas (MORAIS, 2009).

O interesse econdmico dos flavonoides € decorrente de suas diferentes
propriedades, como por exemplo seu uso em pigmentos, suas contribuicdes na
nutricdo e no sabor dos alimentos. Apresentam importancia farmacologica
devido a suas propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes, anticarcinogénicas,
antialérgicas entre outras. Medicamentos com flavonoides s&o indicados para
tratamento de doencas circulatorias, hipertensao e age como cofator da vitamina
C (ZUANAZZI, 2001).

3.4 Atividade Antimicrobiana

As doencas infecciosas representam uma importante causa da
mortalidade em humanos, especialmente nos paises em desenvolvimento.
Assim, as industrias farmacéuticas tém sido motivadas para o desenvolvimento
de novas drogas antimicrobianas, especialmente em funcdo da ocorréncia de
resisténcia das bactérias a tais medicamentos (HAIDA et al., 2007).

Em geral, bactérias tém habilidade genética de transmitir e adquirir
resisténcia a drogas usadas como agentes terapéuticos (NASCIMENTO et al.
2000), pois sao frequentes os relatos sobre isolamentos de bactérias que eram
reconhecidamente sensiveis as drogas de uso na rotina, mas que se tornaram
resistentes a todos, ou a quase todos, farmacos disponiveis no mercado
(SAKAGAMI; KAJAMURA, 2002). Inumeras medidas sao sugeridas para
resolver esse problema, sendo uma delas a busca por antimicrobianos a partir
de espécies vegetais (CECHINEL FILHO, 2000; SOUZA; LIMA; NARAIN, 2003).

A acdo dos agentes antimicrobianos €, sobretudo, exercida na parede

celular da bactéria, provocando danos estruturais e funcionais. As substancias
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ativas das plantas sao capazes de alterar a estrutura fosfolipidica da membrana
celular, interrompendo o sistema enzimético, comprometendo o material
genético da bactéria e formando compostos toxicos (FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2010).

A utilizacdo de 6leos como aditivos alimentares pode ser utilizada para
retardar a deterioragcdo dos alimentos ou para evitar o crescimento de patdgenos
alimentares e micro-organismos resistentes aos antibioticos (BURT, 2004).

As doencas transmitidas por alimentos sdo conhecidas como toxinfecgdes
que ocorrem devido a ingestéo de alimentos contaminados por microrganismos
patogénicos, objetos lesivos, substancias quimicas ou substancias toxicas
presentes naturalmente nos alimentos (RIEDEL, 2005). Tais doencas
apresentam caracteristicas comuns como: curto periodo de incubacéo, nauseas,
vomitos, diarreia, dor abdominal e presenca ou auséncia de febre. Os pacientes
podem, num curto periodo de tempo apresentar melhora no quadro clinico,
entretanto em individuos imunocomprometidos, idosos ou muito jovens estas
doencas podem levar a complicacbes graves e consequentemente a morte
(RIEDEL, 2005; GERMANO; GERMANO, 2011).

Patogenos de origem alimentar sdo amplamente diversos na natureza e
sdo a maior causa de problemas mundiais de saude publica em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. Esses agentes sdo responsaveis por
consideravel morbidade e mortalidade, além de resultar em custos com cuidados
médicos, perda de produtividade e controle pela induastria de alimentos
(FRANTAMICO; BHUNIA; SMITH, 2007; NEDOROSTOVA et al., 2009). Entre os
mais sérios patdégenos de origem alimentar estdo Salmonella sp., Listeria
monocytogenes e Escherichia coli, 0s quais sao responsaveis pelo maior nimero
de casos de doencas e mortes (RICKE et al., 2005; OUSSALAH et al., 2007).
Para reduzir doencas e danos econbmicos causados por microrganismos
patogénicos, 0 uso de produtos naturais como compostos antimicrobianos
parece ser uma boa maneira de controlar a presenca de bactérias patogénicas
e estender a vida de prateleira de alimentos processados (FILOCHE; SOMA;
SISSONS, 2005; NEDOROSTOVA et al., 2009). Assim, a crescente demanda
do consumidor por produtos naturais efetivos e seguros tem levado a
investigagBes com relacao aos efeitos de fitoquimicos (DORMAN; DEANS, 2000;
DRAUGHON, 2004; FILOCHE; SOMA; SISSONS, 2005).
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3.5 Extracdo com Liquido Pressurizado

A técnica de extracdo com liquido pressurizado € utilizada por permitir que
o solvente permaneca em seu estado liquido, aplicando altas pressfes e
temperaturas acima do seu ponto de ebulicdo. O uso de alta temperatura de
extracdo pode promover o aumento da solubilidade dos compostos de interesse
e aumentar a taxa de transferéncia de massa. Além disso, altas temperaturas
diminuem a viscosidade e a tensdo superficial dos solventes, 0 que ajuda a
alcancar areas das matrizes mais facilmente, melhorando a taxa de extracéo
(MENDIOLA et al., 2007). No entanto, o uso de altas temperaturas também pode
degradar alguns compostos de interesse que sao termossensiveis, como 0S
compostos fenolicos (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007; SONAGLIO
et al., 2007; FUJITA, et al., 2013).

Em extracdes com solventes pressurizados pode-se utilizar tanto o modo
estatico, quanto o modo dindmico da extracdo. O modo estatico é o mais
utilizado, no entanto, 0 modo dinamico permite o contato mais rapido entre a
matriz e o solvente ndo saturado bombeado através da célula de extracao
(MENDIOLA et al., 2007).

A extracdo com liquido pressurizado permite utilizar solventes polares e
apolares em diversas condicdes de temperatura, pressdo e vazao. Estas
condicbes experimentais visam aumentar a solubilidade e transferéncia de
massa e diminuir a viscosidade e a tensdo superficial dos solventes permitindo
melhorar o processo de extragdo (DAWIDOWICZ; CZAPCZYNSKA;
WIANOWSKA, 2012). Permite ainda minimizar as alteracbes quimicas e
degradacdo de compostos sensiveis ao calor, quando se utiliza temperaturas
adequadas (BOZAN; TEMELLI, 2002; YIN et al., 2005; SPARKS et al., 2006).
Uma desvantagem encontrada no processo € o alto custo para implementacéo
inicial, devido aos equipamentos robustos que suportem altas pressdes que séo
necessarios; porém, seu custo operacional é baixo devido a utilizacdo de
peqguenas quantidades de solvente (PEREIRA, 2017).

Atualmente, existe uma demanda exponencial, por parte de industrias de
ervas e nutracéuticas, de produtos e extratos fitoterapicos para aplica¢cdes mais

amplas e seguras em alimentos, que tenham alta qualidade e baixo custo de
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processamento (BELWAL et al., 2018), como € o caso dos produtos obtidos por
PLE.

3.5.1 Cinética de Extracao
Abaixo € apresentada uma curva global de extracdo para o estudo
cinético. Assim, se pode fazer um estudo melhor do comportamento das curvas.

Figura 1 — Curva global de extracao

4 Quantidade total de extrato no sélido
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v
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TCE — Taxa constante de extracdo; TDE — Taxa decrescente de extracdo; CD — Extracdo
controlada pela difuséo.
Fonte: Adaptado de Nascimento (2017).

O comportamento cinético de uma extracdo € descrito por uma curva
global de extracdo (Figura 1). As curvas de extracdo sao determinadas pela
massa total de extrato em funcéo do tempo de extracdo. As curvas tipicas sédo
divididas em trés partes (MOURA, 2004; NASCIMENTO, 2017):

- Etapa da taxa constante de extracdo — TCE: na qual esta sendo retirado
o soluto que esta recobrindo a superficie externa das particulas. Esta etapa é
caracterizada pela extracdo do soluto de acesso facil, aquele que recobre a
superficie externa das particulas ou daqueles liberados pelo rompimento das
paredes celulares no pré-tratamento (moagem, por exemplo). Neste periodo, a

transferéncia de massa por convecgao predomina;
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- Etapa da taxa decrescente de extragdo — TDE: neste periodo comegam
a surgir falhas nas camadas de solutos que envolvem superficialmente as
particulas ou o numero de células rompidas ndo € mais uniforme. Tanto a
conveccao como a difusdo sao importantes nesta etapa;

- Etapa de extrag&o controlada pela difus&o — CD: na qual ocorre a retirada
do soluto que esta na parte interna da particula; nesta etapa, o soluto de acesso
livre ou 0 que recobria a superficie das particulas se esgotou. Assim, 0 processo
de extracdo é controlado pela difusdo do solvente para o interior das particulas

e da difusédo do conjunto soluto-solvente para a superficie das particulas.

3.5.2 Solventes

A natureza do solvente afeta os teores de metabdlitos secundarios e
atividade antioxidante dos extratos (REBEY et al., 2012; KCHAOU et al., 2013;
NGO et al., 2017). Assim, a escolha do solvente e da técnica de extracdo é
necessaria para que a atividade farmacoldgica dos extratos seja a desejada.

Solventes polares sdo mais utilizados para extrair compostos fendlicos,
seus glicosideos e saponinas, enquanto que o0s solventes apolares sao usados
para extrair acidos graxos, 6leos essenciais e esteroides (DIRAR et al., 2019).

O etanol é frequentemente utilizado por ser um solvente potente e seguro
para o consumo humano, enquanto que a agua € considerada um solvente de
baixo custo, ndo toxico e universal (DAI; MUMPER, 2010). Segundo alguns
estudos (PRASAD et al., 2011), uma combinacao de etanol com agua é mais
eficaz para extracdo de polifendis do que apenas o etanol, uma vez que a
extracdo e a separacdo dos mesmos dependem, em grande parte, de alta
polaridade dos solventes.

O maior problema relativo a extracdo com solventes organicos
caracteriza-se pela dificuldade de remocédo total dos residuos de solvente
presentes nos extratos. Na maioria das situacdes, tanto para fins sensoriais
guanto farmacolégicos, o solvente residual pode ser indesejavel devido a sua
toxicidade, a sua capacidade reagente ou mesmo pela interferéncia no sabor e
no aroma do extrato obtido (KITZBERGER, 2005; SOUZA, 2015).

As plantas medicinais possuem um importante potencial para aplicagcéo

em farmacos e desenvolvimento de novos medicamentos na inddstria
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farmacéutica. Mas, para isso sdo necessarias informacdes técnicas de como
realizar as extracfes destes compostos de interesse de forma rapida e eficiente

sem degradar 0S mesmos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao da Matéria-Prima

As trés plantas (poejo, cavalinha e malva branca) desidratadas utilizadas
no presente estudo foram cedidas pela empresa Bardo Comércio e Industria de
Erva Mate LTDA da cidade de Bardo de Cotegipe — RS, foram analisadas nos
experimentos o caule da cavalinha, as folhas da malva branca e a parte aérea

do poejo.

4.2 Preparo da Matéria-Prima

As amostras comerciais desidratadas foram moidas em moinho de facas
(MARCONI M 48) e peneiradas para separacédo das particulas de 20 — 30 mesh.
Apés moidas as plantas foram acondicionadas em sacos de polietileno e

armazenadas a — 20 °C até a extragao.

4.3 Andalise de Umidade

A andlise de umidade foi realizada em analisador de infravermelho (Marte
ID-50) a 105°C, seguindo o manual de instru¢cdes do equipamento, onde foram
utilizadas 3 gramas da amostra moida e ajustado os parametros de analise no

préprio equipamento.

4.4 Extracdo com Liquidos Pressurizados

Os procedimentos da técnica de extracdo foram escolhidos se baseando
no estudo de Garcia-Mendoza et al. (2017), onde foi utilizada temperatura de
40°C, 10,4 MPa de presséao, 2 mL/min de vazao de solvente, extracdo estatica
de 30 minutos e extracado dindmica de 180 minutos. Os solventes utilizados foram
etanol 96%, &gua e solucéo hidroalcodlica 50% (v/v).

A extracao foi realizada na unidade experimental descrita na Figura 2, a

gual consiste em um banho de agua, um reservatorio que contém o solvente,



28

uma bomba, uma valvula de bloqueio, um mandmetro, uma célula de extracéo,
uma valvula reguladora de pressédo e um frasco coletor de extrato. A célula de
extracdo € encamisada, para possibilitar o controle da temperatura através do
banho de &gua. Depois de preencher a célula de extracdo com a amostra e
ajustar a temperatura do banho de agua (40°C), o experimento inicia-se com o
bombeamento do solvente, na vazdo selecionada (2 mL/min), até completo
preenchimento do solvente na célula. Apos, foi realizada a pressurizacao na
célula, até a pressao desejada (10,4 MPa) e entdo iniciou-se a extracao estatica
(30 minutos). Depois de passado esse tempo, abriu-se a valvula reguladora de
pressao e iniciou-se a extracao dinamica (180 minutos), com controle da presséo
e saida constante de extrato.

Figura 2 — Unidade experimental de extragcdo com liquido pressurizado
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FONTE: SECCO (2018).

(1) Banho de agua

(2) Reservatorio que contém o solvente
(3) Bomba de presséao

(4) Véalvula de bloqueio

(5) Manémetro

(6) Célula de extracao

(7) Véalvula reguladora de pressao
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4.5 Determinacdo do Rendimento Global e Cinética de Extracéo

O percentual de rendimento global dos extratos obtidos pela técnica PLE
foi calculado relacionando a massa total de extrato em base seca e a massa de
alimentacdo das plantas secas. Os frascos ambar utlizados no
acondicionamento dos extratos foram previamente lavados, secos e pesados.
ApOs a extracdo os extratos etandlicos foram concentrados em estufa a vacuo
(Quimis, Q819v2) e o0s extratos aquosos e hidroalcodlicos (50%) foram
liofilizados até apresentarem peso constante.

O rendimento global (%) foi calculado pela Equagéo 1:

Mextrato

= 100
Minicial

1)

Onde: Xo € o rendimento global (%), Mexrato € @ massa de extrato, obtida

a partir da subtracéo entre a massa do frasco vazio e a massa do frasco com
extrato seco e Minicia € @ massa de planta seca moida adicionada na célula.

Para o estudo e construcdo da curva da cinética de extracao (curvas

globais de extracdo), foram obtidos os dados de rendimento de cada aliquota de

extrato recolhida nos seguintes tempos 2, 4, 8, 12, 18, 24, 30, 40, 50, 70, 90, 120

e 180 minutos.

4.6 Determinacado do Teor de Compostos Fendlicos Totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico de  Folin-Ciocalteau  (SINGLETON; ORTHOFER;
LAMUELA-RAVENTOS, 1999), utilizando o &cido galico como padrdo de
referéncia. O reativo, quando em presenca de compostos fendlicos altera sua
coloracdo de amarela para azul.

As solucbes das amostras (0,5 mL) foram misturadas com 2,5 mL do
reagente Folin-Ciocalteau (diluido 1:10 v/v) com 2,0 mL de Na>CO3z 4 % (m/v) e
incubados por 2h na auséncia de luz e a temperatura ambiente. ApOs esse
periodo de tempo, mediu-se a absorbancia das amostras em espectrofotdmetro

a 760 nm. Os resultados do teor de compostos fenélicos totais foram expressos
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como equivalentes de &cido galico (mg AG/g de extrato seco), calculados por
meio de uma curva padrao (Figura 3) construida com concentracdes entre 0 e
0,1 mg/mL.

Figura 3 — Curva de calibracéo de acido galico.
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4.7 Determinacao do Teor de Flavonoides Totais

A determinacéo do teor de flavonoides totais foi realizada utilizando-se o
método descrito por Garrido, Ortiz e Pozo (2013). Inicialmente as aliquotas de
0,5 mL das amostras foram transferidas para tubos de ensaio e adicionados 4,3
mL de etanol a 70% (v/v), 0,1 mL de nitrato de aluminio a 10 % (m/v) e 0,1 mL
de acetato de potassio a 10% (m/v). O controle negativo (branco) foi feito
somente com etanol e nitrato de aluminio 10%.

As amostras permaneceram em repouso por 40 min na auséncia de luz a
temperatura ambiente. As leituras da absorbancia foram realizadas em
espectrofotdmetro a 415 nm. A curva padrao (Figura 4) foi construida contendo
diluicbes de 10 a 200 pg/mL de quercetina. Os resultados foram expressos em

mg equivalente de quercetina por grama de extrato seco (mg QE/g extrato seco).
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Figura 4 — Curva de calibracdo de quercetina
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4.8 Determinagdo da Atividade Antioxidante

A metodologia aplicada esta baseada na medida da extin¢cao da absorcéo
do radical 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH) em 515 nm (MIRANDA; FRAGA,
2006). A determinacéo da atividade antioxidante foi realizada em triplicata, por
espectrofotometro (Pré Analise, Modelo: UV-1600).

A técnica consistiu na incubacao por 10 minutos, de 2 mL de uma solucéo
etandlica de DPPH 0,1 mM com 2 mL de solu¢cbes contendo concentracdes
crescentes de extrato em etanol. Procedeu-se da mesma forma para a
preparacdo da solucdo denominada “controle”, porém substituindo 2 mL da
amostra por 2 mL de solvente etanol. As solugbes denominadas “branco” foram
preparadas usando diferentes concentracdes do extrato em etanol, sem DPPH.
O percentual de captacdo do radical DPPH foi calculado em termos da
porcentagem de atividade antioxidante (AA %), conforme a Equacao 2:

(Abs.amostra — Abs. branco) x 100
Abs. controle

AA% =100 —

(2)
Onde: AA ¢ a porcentagem de atividade antioxidante, Abs. amostra é a
absorbéancia da amostra, Abs. branco é a absorbéancia do branco e, Abs. controle

é a absorbancia do controle.
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ApOs a avaliacdo da faixa de crescimento linear, calculou-se a
concentracdo de extrato necessaria para capturar 50% do radical livre DPPH
(ICs0) por analise de regresséo linear. Os resultados foram expressos pela média

aritmética dos valores em triplicata.

4.9 Determinacdo da Concentracgao Inibitéria Minima

Para determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), foi utilizado o
método indireto de crescimento bacteriano, mediante a densidade 6tica em meio
de cultura liquido (PIEROZAN et al., 2009), foram selecionados quatro micro-
organismos: duas bactérias Gram-positivas (Listeria monocytogenes — ATCC
7644 e Staphylococcus aureus — ATCC 25923); e duas bactérias Gram-
negativas (Escherichia coli — ATCC 25922 e Salmonella choleraesuis — ATCC
10708). As cepas foram cultivadas previamente em meio Luria Bertani (LB) (10
g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura e 5 g/L de NaCl) durante 24 h a 36
+ 1 °C em estufa bacteriolégica (J. PROLAB JP 101).

O teste consistiu em microdiluicbes seriadas com caldo LB em
microplacas de ELISA, utilizando 150 pL de caldo LB e 150 pl de extrato. Em
seguida inoculou-se 10 uL de bactéria, efetuou-se a leitura (0 h) em leitor de
microplaca ELISA (Bio Tek Instruments EL 800) a 490 nm e incubou-se a placa
por 24 h a 36 £ 1 °C em estufa bacteriologica. Apds esse periodo realizou-se a
leitura (24 h) da microplaca em leitor microplaca ELISA a 490 nm e averiguou-
se a diferenca da densidade da turbidez provocada pelo crescimento microbiano
apos 24 h. A CIM foi definida como a menor concentracéo do extrato em mg/mL
capaz de inibir o crescimento microbiano.

Para as analises de atividade antioxidante, contetudo fendlico total,
flavonoides e concentracdo inibitéria minima os extratos foram separados em
trés tempos de extracdo, de 0 a 30 minutos, de 30 a 90 minutos e de 90 a 180
minutos para saber como se comportam essas analises em relacéo ao tempo de

extracao.
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4.10 Analise Estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados foram
submetidos & analise estatistica no software Statistica 7. Foi realizada a anélise
de variancia através do teste de Tukey com 5% de significAncia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teor de Umidade das amostras

Na Tabela 1 sdo apresentados os teores de umidade das trés plantas
(poejo, cavalinha e malva branca) depois de moidas.

Tabela 1 — Teor de umidade de poejo (Mentha pulegium), cavalinha (Equisetum
giganteum) e malva branca (Sida cordifolia)

Planta Umidade (%)
Poejo 10,1
Cavalinha 9,6
Malva Branca 11,8

De acordo com a legislacéo (BRASIL, 1998), a umidade de plantas néao
deve ser maior que 12%, para evitar crescimento fungico, entéo, todas as plantas

estdo de acordo com a legislacéo.

5.2 Rendimentos e Curvas Globais de Extracao

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores de rendimento de extracdo das

plantas frente aos trés solventes utilizados.

Tabela 2 — Rendimentos de extracdo de poejo (Mentha pulegium), cavalinha
(Equisetum giganteum) e malva branca (Sida cordifolia) frente a etanol (EtOH),
solucéo hidroalcodlica 50% (EtOH/H.0) e agua (H20)

EtOH EtOH/H20 50% H-0
(%) (%) (%)
Poejo 9,18"b+250 40,8942+ 4,67 35,0942+ 7,63

Cavalinha 4,487+ 126 16,9982+ 0,56 15,6982+ 1,20
Malva Branca 7,04*+1,70 20,04%2+1,83 19,5882+ 0,49

Valores expressos como média + desvio padrdo. Valores seguidos de letras distintas, mailsculas

na coluna e mindsculas na linha, diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os extratos aquosos e hidroalcodlicos apresentaram o maior rendimento
de extracdo para as trés plantas testadas provavelmente em fungédo de baixa

seletividade e alta polaridade da &gua que extrai ndo apenas compostos
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fendlicos, mas também outros metabdlitos secundarios polares tais como &cidos
carboxilicos de cadeia curta, taninos, saponinas e heterosideos cardioativos
entre outros (SIMOES et al., 2010). Segundo D’alessandro et al. (2012), para se
obter um maior rendimento de extragdo, € muito importante encontrar a melhor
relacéo de mistura de solventes.

Fatiha et al. (2015) obteve rendimento de 4,6% para poejo utilizando
maceracao etandlica por 24 horas. Michielin et al. (2005) obteve 1,44% de
rendimento de extrato para cavalinha com extracdo supercritica utilizando CO2
e Wang et al. (2017) obteve 11,15% de rendimento utilizando maceragdo com
metanol 70% por 72 horas. Benjumea et al. (2016) obteve rendimento de 3,1%
para Sida acuta utilizando soxhlet com etanol por 5 dias e Sutradhar et al. (2008)
obteve 1,81% utilizando maceracdo com cloroformio por 72 horas para Sida
cordifolia. Estes resultados demonstram que o rendimento da extracao depende
de varios fatores, tais como métodos de extracao, tempo de extracao, polaridade
do solvente utilizado, estagio de desenvolvimento da planta, época da colheita
entre outros.

A analise das curvas globais de extracao € importante para avaliar como
0 extrato se comporta no decorrer do tempo e suas etapas extrativas.

Na Figura 5 € apresentada a curva global de extracdo do poejo frente aos

trés diferentes solventes.

Figura 5 — Curva global de extracao de poejo (Mentha pulegium) frente a
etanol, solucéo hidroalcodlica 50% (v/v) e agua
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Pode-se perceber que todos os solventes atingiram o rendimento maximo
apos decorridos aproximadamente 120 minutos de extracdo, sendo que a
solucdo hidroalcoolica apresentou melhores resultados. Este fato pode estar
relacionado a polaridade intermediaria do solvente, capaz de extrair tanto
compostos altamente polares como compostos com a polaridade intermediaria.

Para a cavalinha (Figura 6), percebe-se a mesma tendéncia para os trés
solventes. O comportamento da curva € semelhante para a solucao
hidroalcodlica e a agua, no entanto a taxa decrescente na agua inicia primeiro.
Para o etanol o periodo difusional € maior, onde a extracdo € controlada pelo
fenbmeno da difusdo, em que ja se esgotou o soluto de acesso livre, sendo entao

mais dificil o solvente penetrar na matriz da amostra.

Figura 6 — Curva global de extracao de cavalinha (Equisetum giganteum) frente
a etanol, solucéo hidroalcodlica 50% (v/v) e agua
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Para malva branca (Figura 7) a taxa maxima de extracdo ocorre também

em 120 minutos para os trés solventes estudados.

O comportamento da curva € similar para a agua e a solucao
hidroalcodlica onde o periodo crescente € maior. JA para o etanol, o
comportamento apresentou-se muito similar ao que ocorreu com as outras

plantas.



37

Figura 7 — Curva global de extracdo de malva branca (Sida cordifolia) frente a
etanol, solucéo hidroalcodlica 50% (v/v) e agua
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5.3 Contetido Fendlico Total

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados de conteudo fendlico total de
extrato seco das trés plantas frente aos trés diferentes solventes em diferentes
intervalos de tempos.

A amostra que obteve maior quantidade de extracdo de compostos
fendlicos totais foi a de poejo no tempo de 90 a 180 minutos com solvente agua
(136,26 mg AG/g es). Para a cavalinha o melhor solvente também foi a agua e o
melhor tempo foi de 30 a 90 minutos (99,33 mg AG/g es), ndo diferindo do tempo
de 90 a 180 minutos. Ja para a malva branca o melhor foi a solucdo
hidroalcodlica 50% com tempo de 90 a 180 minutos (122,05 mg AG/g es).

Uma combinacdo de alcool com agua € mais eficaz na extracdo de
polifendis do que o alcool puro, porque a extracdo e a separacdo dos polifendis
depende muito da polaridade dos solventes (PRASAD et al., 2011). No entanto
Antolovich et al. (2000) concluiram que ndo é uma tarefa facil encontrar um
método Unico que seja adequado para a extragcdo de um grupo determinado de
fendlicos devido a diversidade das estruturas quimicas e variacdo de

sensibilidade dos compostos as condi¢cdes de extracao.
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Tabela 3 - Conteudo fendlico total de poejo (Mentha pulegium), cavalinha
(Equisetum giganteum) e malva branca (Sida cordifolia) frente a etanol (EtOH),

solucéo hidroalcodlica 50% (EtOH/H20 50%) e agua (H20)

Planta Tempo Conteudo fendlico total (mg AG/g extrato seco)

(min) EtOH EtOH/H.0 50% H.O
0-30 41,978 + 0,80 104,8728 + 0,55 90,845C + 0,99
Poejo 30-90 51,22¢A+ 0,59 107,17%A + 0,59 96,368 + 1,39
90-180  43,25%B+ 1,09 106,27>A8 + 0,96 136,26%A + 1,68
0-30 92,5624 + 1,98 80,91PA + 0,26 46,21°C+ 0,71
Cavalinha 30-90 67,96°8 + 1,17 75,738 + 0,76 99,3322+ 1,16
90-180  36,765C+ 0,52 72,945C + 0,16 95,4228 + 0,53
0-30 34,098 + 0,22 47,13C+ 1,79 59,2328+ 1,10
E';Vr';‘:]‘g 30-90  34,81°AB+0,66 63,39°B + 2,02 90,982~ + 0,48
90-180  37,44°A+ 1,16 122,05%A + 1,78 91,982+ 0,15

Valores expressos como médiatdesvio padrdo. Valores seguidos de letras distintas, mailsculas

na coluna e mindsculas na linha, diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

De acordo com a Tabela 3, pode-se observar que nos maiores tempos de
extracao se tem maior conteudo fendlico total com excecao da cavalinha com os
solventes etanol e solugdo hidroalcodlica 50%, que obteve maiores conteudos
nos menores tempos. Ainda, extratos aquosos tem maiores conteudos fendlicos
para as trés espécies estudadas.

Fatiha et al. (2015) encontraram somente 6,1 mg AG/g de es de fendlicos
totais no extrato metanoico do poejo obtido por maceracdo. Ja Hajlaoui et al.
(2009) obteve 37,4 mg AG/g no extrato seco também utilizando metanol. No
entanto, Mata et al. (2007) extraiu 71,7 mg AG/g de fendlicos totais por
maceracdo durante 3 horas de extracdo em etanol e 57,9 mg AG/g para o extrato
aquoso.

Mahato e Banerjee (2017) através de extracdo com Soxhlet, extrairam
para solvente metanol 0,995 mg AG/g de amostra e para agua 0,348 mg AG/g
de amostra para malva branca.

Ndo foram encontrados dados de quantidade de fendlicos totais para
extrato de cavalinha (Equisetum giganteum).

Os extratos aquosos apresentaram alta concentracdo de compostos
fendlicos, provavelmente porque estes possuem alta polaridade e, portanto, sao
hidrossoluveis (VIEIRA et al., 2011).



5.4 Conteldo de Flavonoides Totais

39

A Tabela 4 apresenta o contetdo de flavonoides totais de poejo, cavalinha

e malva branca frente aos trés diferentes solventes estudados (etanol, solugéo

hidroalcodlica 50% (v/v) e agua).

Tabela 4 — Contetido de flavonoides totais de poejo (Mentha pulegium),
cavalinha (Equisetum giganteum) e malva branca (Sida cordifolia) frente a
etanol (EtOH), solucéo hidroalcodlica 50% (EtOH/H>O 50%) e agua (H20)

Conteudo de flavonoides totais (mg QE/g extrato seco)

Planta Tempo (min)
EtOH EtOH/H20 50% H20

0-30 68,45%C + 2,42 63,3228+ 0,01 65,2928+ 0,19
Poejo 30-90 92,7924+ 0,01 65,68°8+ 2,61 58,45°C + 2,05
90-180 79,1178+ 2 23 80,02°4+ 0,19 92,9234+ 1,67
0-30 193,45%*+ 0,56 36,47¢B+ 1,86 47,92>€+ 0,19
Cavalinha 30-90 71,872B+ 0,56 42,79°B + 1,86 73,8434+ 0,01
90-180 25,82¢C + 0,56 62,923~ + 0,56 58,848+ 0,37
0-30 76,47%B + 0,37 48,97°C+ 0,19 52,92+ 1,30

Malva b,C b,A aA
Branca 30-90 62,52+ 0,74 61,87°*+ 0,19 80,68%*+ 1,49

90-180 147,39%*+ 1,30

57,26%B+ 0,01

68,97°8+ 0,19

Valores expressos como médiatdesvio padréo. Valores seguidos de letras distintas, mailsculas

na coluna e mindsculas na linha, diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

No que se refere aos teores de flavonoides totais, os trés solventes
apresentaram a capacidade de extracdo semelhante, tendo as melhores
respostas para extratos etandlicos. O etanol possui polaridade menor que a da
agua e pode extrair tanto compostos apolares como polares (MARTINS; LOPES;
ANDRADE, 2013). Pode-se observar que, de forma geral, foram encontrados
maiores resultados de contetudo de flavonoides totais em maiores tempos de
extracdo, no entanto, a maior quantidade de flavonoides totais foi encontrada em
extratos etandlicos da cavalinha obtidos em 30 minutos de extracdo (193,45 mg
QE/q).

O extrato da malva branca em etanol obtido depois de 90 -180 minutos de
extracao foi o segundo extrato com maior concentracdo de flavonoides totais

(147,39 mg QE/qg). J& para o poejo o melhor resultado foi no tempo de extracdo
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de foi 30-90 minutos chegando ao 92,79 mg QE/g de flavonoides totais para
etanol e de 90 a 180 minutos (92,92 mg QE/g es) para agua.

Fernandes (2010) obteve 39,85 mg QE/g de flavonoides em extrato seco
para poejo (M. pulegium) obtido por maceracdo metandlica. Ja Fatiha et al.
(2015) obteve 0,85 mg QE/g de extrato seco obtido por maceracdo etandlica
para a mesma planta.

Mahato e Banerjee (2017) em seus estudos obtiveram 0,726 mg QE/g
flavonoides totais em extrato seco obtido por extracdo em soxhlet com metanol
e 0,324 mg QE/g de extrato seco utilizando agua para malva branca (S.
cordifolia).

Pallag et al. (2016) através de maceragcao com etanol 70% por 10 dias
obteve 0,71 mg QE/g de extrato seco de Equisetum arvense.

Como foi demonstrado, todos os valores de quantidade de flavonoides
totais foram superiores aos encontrados na literatura, o que demonstra que o
uso da técnica de extracdo utilizando liquidos pressurizados € eficiente para

extracdo de flavonoides.

5.5 Determinacao da Atividade antioxidante

A Tabela 5 apresenta os resultados de ICsp para as trés plantas estudadas
frente aos trés diferentes solventes, divididas em intervalos de tempo de
extracao.

Como pode ser observado (Tabela 5) os extratos obtidos com etanol e
solucdo hidroalcodlica foram os que apresentaram a maior concentracdo de
compostos com atividade antioxidante sendo o extrato alcodlico do poejo o0 mais
promissor apresentando ICso de 0,02 mg/ml depois de 30 minutos de extracgao.
O ICsp esta proximo do padréo sintético BHT, que de acordo com Rabelo et al.
(2014) é 0,017 mg/ml. Os extratos da cavalinha demonstraram menor
capacidade de sequestro de radical livre de DPPH em todos os solventes sendo
0S extratos aquosos 0s que apresentaram menor atividade antioxidante, exceto

para o extrato etandlico, que apresentou ICso proximo do poejo.
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Tabela 5 — Resultados de I1Cso de poejo (Mentha pulegium), cavalinha
(Equisetum giganteum) e malva branca (Sida cordifolia) frente a etanol (EtOH),
solucéo hidroalcodlica 50% (EtOH/H20 50%) e agua (H20)

Tempo ICso (Mmg/ml)
Planta (mn)  EtOH EtOH/H,0 50% H.0
0-30 0,02 0,03 0,12
Poejo 30-90 0,06 0,03 0,07
90-180 0,04 0,12 0,06
0-30 0,04 0,21 0,67
Cavalinha 30-90 0,03 0,41 0,7
90-180 0,13 0,36 0,58
0-30 0.24 0,26 0,38
Malva 30-90 034 0,27 0.41

Branca

90-180 0,07 0,29 0.17

Segundo Rauha et al. (2000), os flavonoides sdo reconhecidamente
agentes antioxidantes capazes de inibir a oxidacdo de lipoproteinas de baixa
densidade.

No entanto, se percebe uma tendéncia ao se observar cada planta e cada
solvente. Os extratos aquosos apresentam melhor capacidade antioxidante nos
maiores tempos de extracdo, ao contrario dos extratos etandlicos com excecao
da malva branca, que obteve melhor capacidade com o maior tempo. Ja 0s
extratos hidroalcodlicos tiveram comportamentos diferentes para cada planta;
para poejo, foi melhor e no menor tempo, ja para cavalinha, a melhor capacidade
foi no menor tempo, no entanto para malva branca a capacidade antioxidante foi
praticamente a mesma.

Fernandes (2010) usou o método de maceracdo com agitacdo utilizando
solvente metanol, conseguiu um ICso de 0,56 mg/ml para poejo. Fatiha et al.
(2015) com maceracao etandlica utilizando agitacdo por 24 h obteve ICso de
0,043 mg/ml para M. pulegium. Hajlaoui et al. (2009) observou que na extracdo
com metanol obteve 0,048 mg/ml como ICso. Dhalwal et al. (2005) encontrou
para extratos etandlicos da malva branca obtidos por maceragédo por 48 horas
um ICso de 0,63 mg/ml. Para cavalinha (E. giganteum) obteve-se 0,123 mg/ml
como ICso utilizando maceracdo com etanol 80% (JABEUR et al., 2017). J&

Yeganegi et al. (2018) em seus estudos, obteve um ICso de 0,071 mg/ml para
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extracdo supercritica com CO> e etanol, 0,096 mg/ml utilizando etanol através
de maceracgédo e 0,425 mg/ml utilizando &gua para Equisetum telmateia. Como
pode-se observar, na técnica de extracdo utilizada, o ICso foi melhor do que o
encontrado em dados da literatura.
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5.6 Concentragao Inibitéria Minima

Na Tabela 6 sdo apresentados os valores de concentragéo inibitria minima de extratos de poejo, cavalinha e malva branca
frente a etanol, solucdo hidroalcodlica 50% e agua.

Tabela 6 — Valores médios de concentragéo inibitoria minima de poejo (Mentha pulegium), cavalinha (Equisetum giganteum) e
malva branca (Sida cordifolia) frente a etanol (EtOH), solucéo hidroalcodlica 50% (EtOH/H20 50%) e agua (H20) para Escherichia
coli (E. coli), Listeria monocytogenes (L. monocytogenes), Staphylococcus aureus (S. aureus) e Salmonella choleraesuis (S.
choleraesuis)

CIM (mg/ml)
Planta | €MPO EtOH EtOH/H20 50% H20
(min) —E,
L. S. S. E. L. S. S. E. L. S. S.
coli monocytogenes aureus choleraesuis coli monocytogenes aureus choleraesuis coli monocytogenes aureus choleraesuis
0-30 0,63 0,63 0,63 0,63 6,25 6,25 6,25 6,25 12,50 12,50 12,50 12,50
Poejo  30-90 0,63 0,63 0,63 0,63 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25
90-180 0,63 0,63 0,63 0,63 6,25 6,25 6,25 6,25 12,50 6,25 12,50 6,25
0-30 1,25 1,25 1,25 1,25 4,75 4,75 4,75 4,75 12,50 12,50 12,50 6,25
Cavalinha 30-90 1,25 1,25 2,50 1,25 6,25 3,13 3,13 6,25 5,00 5,00 10,00 10,00
90-180 1,25 1,25 2,50 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 3,13 3,13 3,13 3,13
0-30 3,50 3,50 3,50 3,50 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25
évrlgl]vcz 30-90 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 12,50 12,50 12,50 12,50

90-180 7,38 14,75 7,38 3,69 3,13 6,25 3,13 3,13 2,50 1,25 1,25 1,25
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Como pode ser observado na Tabela 6, o extrato etandlico do poejo foi o
que apresentou maior atividade antimicrobiana contra as quatro bactérias
testadas seguido pelo extrato etandlico da cavalinha. Segundo Duarte et al.
(2005), inibidores bacterianos fortes possuem CIM de até 0,5 mg/ml, inibidores
moderados possuem CIM de 0,6 a 1,5 mg/ml e inibidores fracos acima de 1,6
mg/ml. Dessa forma os extratos etandlicos do poejo e da cavalinha podem ser
considerados como inibidores moderados e o extrato etanoico da malva branca
um extrato com inibicao bacteriana fraca para as bactérias testadas.

De acordo com Simbes et al. (2010) alguns flavonoides possuem
atividade antimicrobiana por penetrarem na membrana da bactéria e a destruir.
Entdo, como estes compostos estdo presentes em maior quantidade nos
extratos etandlicos, os mesmos podem estar envolvidos em atividade
antimicrobiana.

Michelin et al. (2005) obteve valores maiores que 200 mg/mL para
concentracao inibitéria minima de extrato de poejo contra E. coli, e para S.
aureus obteve concentracao inibitéria minima de 200 mg/mL, sendo valores bem
maiores do que os obtidos nesse estudo para poejo.

Kloucek et al. (2005) obteve uma concentracdo inibitéria minima de 8
mg/ml para bactérias Gram-negativas e positivas com extrato hidroetandlico de
cavalinha (E. giganteum), ja Alavarce (2014) obteve 16 mg/mL para S. aureus e
50 mg/mL para E. coli como concentracdo inibitéria minima, sendo valores
maiores do que os encontrados com extracdo com liquido pressurizado em todos
0S tempos.

Pode-se observar que os extratos obtidos ndo possuem forte atividade
antimicrobiana, no entanto, extratos etandlicos de poejo e cavalinha possuem
moderada atividade antimicrobiana e todos os outros extratos possuem fraca

atividade antimicrobiana.
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6 CONCLUSOES

De forma geral, o etanol foi o melhor solvente para se obter extratos com
capacidade antioxidante a antimicrobiana e a solucdo hidroalcodlica foi melhor
na extracdo de compostos fendlicos e no rendimento de extracdo, e, para a
extracao de flavonoides, a quantidade foi muito parecida para os trés solventes,
mas apresentou resultados um pouco superiores nos extratos etandlicos.

Poejo apresentou melhores resultados de atividade antioxidante com
etanol e a solugcdo hidroalcoolica 50%, para compostos fendlicos, o melhor
solvente foi a agua e para extracdo de flavonoides e para a atividade
antimicrobiana o melhor solvente foi o etanol, sendo o melhor tempo de extracao,
de 30 minutos.

Cavalinha apresentou comportamento parecido ao do poejo, sendo o
melhor solvente para extracao de flavonoides, atividade antioxidante e atividade
antimicrobiana o etanol e para extracdo de compostos fenodlicos a agua. E, o
melhor tempo de extracdo foi também de 30 minutos.

Malva branca apresentou comportamento um pouco diferente dos demais,
sendo o melhor tempo de extracdo a faixa de 90 a 180 minutos e o melhor
solvente para extracao de flavonoides e atividade antioxidante também o etanol,
no entanto o melhor solvente para extracdo de compostos fendlicos foi a solucéo
hidroalcoolica 50% e para atividade antimicrobiana foi a agua.

Com o auxilio da cinética de extracdo foi possivel verificar como o
rendimento de extracdo de comporta em relacéo ao tempo. E possivel verificar
também o melhor tempo de extracdo para se obter maior quantidade de extrato.

Esse estudo contribui para a comunidade cientifica por ser inédita a

utilizacdo dessa técnica nas plantas estudadas.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

> Realizar analise de toxicidade dos extratos obtidos;

> Utilizar outros solventes, com outras polaridades;

> Encapsular os extratos para posterior aplicagdo como aditivos
alimentares;

> Fazer um planejamento de experimentos para verificar a melhor condi¢éo
de extracao para cada planta;

> Realizar analise de custos da técnica de Extracdo utilizando Liquidos

Pressurizados em relacdo a outros métodos convencionais
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