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RESUMO

CARACTERIZACAO DE EXTRATOS DE Senecio brasiliensis e Solanum viarum
OBTIDOS POR DIFERENTES METODOS EXTRATIVOS COM APLICABILIDADE
NA AGRICULTURA

AUTOR: Téssia Carla Confortin
ORIENTADOR: Dr. Marcus Vinicius Tres

O presente trabalho teve como objetivo investigar o potencial de plantas utilizadas de forma empirica na
agricultura, bem como avaliar diferentes métodos extrativos, realizar a caracterizacao dos extratos obtidos
e analisar o seu potencial alelopatico. Na primeira etapa experimental foram avaliados os rendimentos e a
composicdo quimica das matrizes raizes e frutos de Solanum viarum e flores, folhas e caules de Senecio
brasiliensis, utilizando diferentes técnicas de extracdo: Soxhlet, maceracdo, extragdo com fluidos
supercriticos (EFS), extracdo assistida por ultrassom (EUS), liquidos pressurizados (LP) e hidrodifuséo por
micro-ondas e gravidade (MHG). Para a EFS, o solvente utilizado foi o diéxido de carbono com valores de
pressao fixados entre 150 e 250 bar e os valores da temperatura entre 40°C e 60°C. Nas extra¢fes com EUS,
uma solucdo hidroalcodlica (60% agua/40% etanol (v/v) foi utilizada como solvente e os efeitos da
intensidade do ultrassom (17 a 85 Wem ) e do ciclo de pulso (0,5-1,0) nos rendimentos da extracio das
matrizes foram avaliados. Para as extracGes com LP, etanol, dgua e suas misturas foram utilizados como
solventes na pressdo de 10 MPa em temperaturas entre 30°C e 60°C, com concentracdo de etanol de 70 a
100% (v/v). Para as extracdes com hidrodifusdo por micro-ondas e gravidade (MHG) foi utilizado como
solvente agua e etanol em uma proporcao de 60 ml etanol e 40 ml de agua, a pressdo atmosférica e sob 400
W de poténcia. Ressalva-se que para comparacdo foram realizadas extracGes convencionais utilizando
Soxhlet e maceracdo. Todos os extratos obtidos foram analisados quanto a constituicdo quimica em um
sistema de cromatografia gasosa acoplado a um espectometro de massa. Na 22 etapa do trabalho, foi avaliado
o potencial alelopatico dos extratos obtidos por ultrassom na condigio de 85 Wcm 2 de poténcia e 1,0 de
ciclo de pulso para as matrizes das duas espécies em estudo, a uma concentracdo de 100 mg/mL, utilizando
como solvente etanol. A atividade fungicida foi testada nos fungos Fusarium graminearum e Sclerotinia
sclerotiorum e a acdo herbicida foi testada em pré emergéncia em sementes de Cucumis sativus. Os
resultados desta Tese demonstram que as diferentes técnicas de extracdo sdo tecnologias eficientes para a
extracdo de compostos de S. viarum e S. brasiliensis, 0s extratos das matrizes vegetais sdo uma fonte
potencial de compostos bioativos e ambas as espécies estudadas mostram um grande potencial antiflngicos
e herbicida.

Palavras-chave: Solanum viarum. Senecio brasiliensis. Técnicas extrativas. Metabdlitos
secundarios. Potencial alelopatico.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/fusarium-graminearum




ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF Senecio brasiliensis and Solanum viarum EXTRACTS
OBTAINED BY DIFFERENT EXTRACTIVE METHODS WITH APPLICABILITY IN
AGRICULTURE

AUTHOR: Téssia Carla Confortin
ADVISOR: Dr. Marcus Vinicius Tres

The present work aimed to investigate the potential of plants used empirically in agriculture, as well as
evaluate different extractive methods, carry out the characterization of the obtained extracts and analyze
their allelopathic potential. In the first experimental stage, the yield and chemical composition of the root
and fruit matrices of Solanum viarum and flowers, leaves and stalks of Senecio brasiliensis were evaluated,
using different extraction techniques: Soxhlet, maceration, supercritical fluids extraction (SFE), ultrasound-
assisted extraction (UAE), pressurized liquid extraction (PLE) and microwave hydrodiffusion and gravity
(MHG). For SFE, the solvent used was carbon dioxide with pressure values set between 150 and 250 bar
and temperature values between 40°C and 60°C. In UAE, a hydroalcoholic solution (60% water/40%
ethanol) was used as solvent and the effects of ultrasound intensity (17-85 W/cm?) and pulse cycle (0.5-
1.0) in the extraction yields of matrices were evaluated. For PLE, ethanol, water and their mixtures were
used as solvents at a pressure of 10 MPa and temperatures between 30°C and 60°C, with ethanol
concentration of 70 to 100% (v/v). For MHG, water and ethanol were used as solvent in a proportion of 60
ml ethanol and 40 ml water, under atmospheric pressure and 400 W of power. For comparison, conventional
extractions with Soxhlet and maceration were performed. All extracts obtained were analyzed for chemical
composition in a gas chromatography system coupled to a mass spectrometer. In the second step, the
allelopathic potential of the extracts obtained by ultrasound under the condition of 85 W/cm? power and 1
pulse cycle for the matrices of two species under study was evaluated, at a concentration of 100 mg/ml,
using as a solvent ethanol. The fungicidal activity was tested in fungi Fusarium graminearum and
Sclerotinia sclerotiorum and the herbicidal action was tested in pre-emergence of Cucumis sativus seeds.
The results of this thesis demonstrate that the different extraction techniques are efficient technologies for
extraction of compounds from S. viarum and S. brasiliensis, the matrix extracts are a potential source of
bioactive compounds and both species studied show a great antifungal and herbicide potential.

Keywords: Solanum viarum. Senecio brasiliensis. Extractive techniques. Secondary metabolites.
Allelopathic potential.
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CAPITULO 1 - APRESENTACAO

1.1 INTRODUCAO

A biodiversidade brasileira, uma das maiores do mundo, é considerada como fonte de
substancias biologicamente ativas e apresenta imenso potencial para a produgdo de compostos
secundarios (MARANGONI et al., 2012). Nos ultimos anos, houve aumento significativo no uso
de substancias ativas encontradas em extratos vegetais devido as suas aplicacfes nos setores
farmacéutico, alimenticio e agricola (atividades sobre insetos, plantas daninhas e fungos) (MELO
et al., 2014; KULKARNI et al., 2014; ZABOT et al., 2016), porém algumas matrizes vegetais
representam potencialmente novas aplicagcbes cujo conhecimento, na maioria dos casos, foi
empiricamente estabelecido ou ainda carece de cobertura cientifica (MELO et al., 2014).

Dentre as espécies que apresentam compostos alelopaticos presentes no Estado do Rio
Grande do Sul, encontram-se o Senecio brasiliensis e Solanum viarum. Sao consideradas plantas
daninhas de pastagem e altamente toxicas, pois quando ingeridas pelo gado ou outros tipos de
rebanho podem ser letais (MILNER et al., 2011; PANZIERA et al., 2018). O Senecio brasilienis
Less. € uma espécie nativa do Brasil, popularmente conhecida como “Maria mole” (MACEDO et
al., 2017). A sua toxidade se da devido a presenca de alcaloides pirrolizidinicos, fitotoxinas naturais
encontradas em muitas plantas em todo o mundo (ELIAS et al., 2011), porém tambem é utilizada
na medicina tradicional, principalmente em forma de infusdes para dores de estdmago
(VENDRUSCOLO et al., 2006). O Solanum viarum Dunal pertence a familia Solanaceae. E uma
planta nativa da América do Sul, conhecida popularmente no Brasil como “joa-bravo” e sua
toxidade também foi relatada pelo acumulo de altos niveis de alcaloides nas folhas e frutos
(BRAGUINI et al., 2018).

Além de importantes metabdlitos primarios, como lipidios, carboidratos e aminoacidos,
as plantas também sintetizam ampla gama de metabdlitos secundarios (THAKUR et al., 2019). O
metabolismo secundario vegetal compreende uma variedade de metabdlitos que evoluiram a fim
de promover a sobrevivéncia das plantas fornecendo protecdo contra estresses gerais, como fatores
ambientais, insetos, herbivoros, predadores, patdgenos e radiacdo ultravioleta (MACEDO et al.,
2017). Alguns metabdlitos secundarios (MS) podem interferir no crescimento e no
desenvolvimento de sistemas biolégicos, sendo considerados compostos alelopaticos. Estes

compostos (aleloquimicos) podem ser usados diretamente para a formulacdo de defensivos


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/senecio
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/native-species
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/secondary-metabolite
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/secondary-metabolite
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/secondary-metabolism
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/herbivore
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agricolas ou até mesmo alterados a fim de melhorar sua acdo biologica (BATISH et al., 2012;
SADGROVE et al., 2015; MAHDAVIKIA et al., 2017).

O tipo de extracdo a ser utilizado é uma consideracdo importante na extracdo de
metabdlitos secundéarios (GOLTZ et al., 2018). Tradicionalmente a extracdo é realizada
principalmente por métodos de Soxhlet e maceracdo, porém essas técnicas requerem grandes
volumes de solvente e alta demanda de tempo, além de utilizar solventes organicos altamente
toxicos (GUJAR et al., 2010; CHI et al., 2016; PATIL et al., 2017). Tecnologias emergentes de
extracdo estdo sendo utilizadas com sucesso para alcancar uma extracdo “verde” e sustentavel
(SOQUETTA et al., 2018). Entre elas estdo: extracdo com fluido supercritico (EFS) (LIMA et al.,
2019), extracdo assistida por ultrassom (EUS) (WEI et al., 2019), micro-ondas (MO) e extracdo
com liquidos pressurizados (ELP) (SANTOS et al., 2019a).

A EFS permite minimizar alteracbes quimicas e degradacdo de compostos sensiveis ao
calor. O extrato é obtido em temperaturas relativamente baixas e livre de residuos de solventes
organicos (BOZAN & TEMELLI, 2002; YIN et al., 2005; SPARKS et al., 2006). O didxido de
carbono (CO;) é o solvente mais utilizado na EFS, por permitir operagdes com pressoes
relativamente baixas e temperaturas proximas ao ambiente. Convém ressaltar que o CO> apresenta
algumas vantagens de utilizacdo, pois € reconhecido como solvente seguro (MANTELL et al.,
2013), inerte, ndo toxico (baixas concentragdes), ndo inflamavel, esta facilmente disponivel com
elevada pureza e apresenta baixo custo (BRUNNER, 2005; POULIOT et al., 2014).

A extracdo assistida por ultrassom tem sido amplamente desenvolvida na industria nos
altimos anos, provavelmente porque é uma tecnologia-chave para atingir o objetivo da quimica
"verde" e e sustentavel (ADAM et al., 2012). Esta técnica tém sido considerada capaz de resolver
problemas associados aos métodos convencionais de extracdo, uma vez que o processo simplifica
as condi¢bes de manuseio e processamento, proporciona maior pureza do produto final, reduz a
quantidade de solvente, bem como a energia necessaria em comparacdo com métodos
convencionais, trabalhando a temperaturas mais baixas ou evitando a dispendiosa eliminacdo do
solvente (CHEMAT et al., 2011).

A ELP apresenta inUmeras caracteristicas que a tornam um excelente substituto para os
métodos tradicionais. O uso de temperatura e pressdo elevadas durante a extracdo nao apenas
melhora o rendimento da extracdo, mas também diminui o tempo e o consumo de solvente

(MUSTAFA et al., 2011). A extracdo por micro-ondas também ganhou enorme popularidade como


https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/supercritical
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um processo favordvel ao meio ambiente para a extragdo dos metabdlitos secundéarios ( YU et al.,
2013; FILLY et al., 2014), melhorando a quantidade do extrato, reduzindo o tempo de extracéo,
diminuindo o custo e o consumo de energia. Dentro do contexto do uso de MO, a técnica de
extracdo Hidrodifuséo e Gravidade de Micro-ondas (HGM) (CHEMAT et al., 2017a), alavancou
os limites da extragdo assistida por micro-ondas para um processo inovador, rapido, eficiente e
ecoldgico, sem qualquer degradacio na qualidade do extrato (GONZALEZ et al., 2013; LOPEZ-
HORTAS et al., 2016; BENMOUSSA et al., 2018).

Com base em todos 0s aspectos expostos, considerando o uso de forma empirica por
agricultores familiares das duas espécies estudadas e que a literatura apresenta infimos registros de
pesquisas sobre Senecio brasiliensis e Solanum viarum, surgiu o interesse em investigar estas
espécies de plantas. Assim, neste trabalho foram avaliadas diferentes metodologias de extracéo
sobre os seguintes resultados: rendimento dos extratos obtidos, composi¢do quimica dos extratos

das diferentes matrizes vegetais e suas possiveis bioatividades fungica e herbicida.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Esta Tese de Doutorado tem como objetivo geral extrair, caracterizar e investigar o potencial
alelopatico de extratos das plantas Senecio brasiliensis e Solanum viarum utilizadas de forma

empirica na agricultura.

1.2.2 Objetivos especificos

Dentro deste contexto, os objetivos especificos foram delineados:

e Obter extratos a partir das plantas Senecio brasiliensis e Solanum viarum utilizando
diferentes metodologias extrativas: fluido supercritico, ultrassom, hidrodifusdo por micro-
ondas e gravidade, liquidos pressurizados, Soxhelt e maceracao.

e Investigar as condicGes 6timas para as extracdes das substancias presentes nas matrizes
raizes e frutos de Solanun viarun e flores, folhas e caules de Senecio brasiliensis;

e Analisar (caracterizar, identificar e quantificar) os metabolitos secundéarios dos extratos das

plantas;


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/secondary-metabolism
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e Avaliar o potencial alelopético dos extratos obtidos em planta bioidicadora (Cucumis

sativus) e fungos (Fusarium graminearum, Sclerotinia sclerotiorum).

1.3 ESTRUTURA DA TESE DE DOUTORADO

Nesta Tese de Doutorado, as etapas de desenvolvimento estdo apresentadas em 8 Capitulos:

Capitulo 1: sdo apresentados a introducdo, os objetivos e a estrutura desta Tese.

Capitulo 2: apresenta-se uma breve revisdo da literatura, evidenciando os conceitos
fundamentais que norteiam este trabalho.

Capitulo 3: é apresentado o primeiro artigo “Valorizacdo do Solanum viarum Dunal por
extragdo de compostos bioativos das raizes e frutos utilizando ultrassom e CO> supercritico”. Neste
Capitulo estdo descritas as metodologias e os resultados e discussdes para a extracéo assistida por
ultrassom e extragdo com fluido supercritico de Solanum viarum.

Capitulo 4: é apresentado o segundo artigo “Extragdo com CO; supercritico de compostos
de diferentes partes aéreas de Senecio brasiliensis: Modelagem matematica e efeitos de parametros
na qualidade do extrato”. Neste Capitulo estdo descritos os materiais, métodos e resultados e
discussdes para a extracdo com fluido supercritico de Senecio brasiliensis.

Capitulo 5: é apresentado o terceiro artigo “Extracdo de compostos bioativos de Senecio
brasiliensis usando tecnologias emergentes”. Neste Capitulo estdo descritos os materiais, métodos
e resultados e discussdes para a extracao assistida por ultrassom, extracdo com liquido pressurizado
e hidrodifusdo e gravidade por micro-ondas da parte aérea de Senecio brasiliensis, com foco em
dois alcaloides pirrolizidinicos: integerrimina e senecionina.

Capitulo 6: é apresentado o quarto artigo: Extracdo Hidrodifusdo e Gravidade de Micro-
ondas e Liquido Pressurizado de Solanum viarum. Nesta se¢do estdo descritos os materiais e
métodos e resultados e discussdes para extracdo por Hidrodifusdo e Gravidade de Micro-ondas e
Liquido Pressurizado, da parte aérea de Solanum viarum.

Capitulo 7: € apresentado o quinto artigo “Avaliacdo da atividade antifungica e herbicida
dos extratos de Senecio brasiliensis e Solanum viarum”. Neste Capitulo estdo descritos 0s
materiais, métodos e resultados e discussdes para a avalia¢do antifingica e herbicida dos extratos

de Senecio brasiliensis e Solanum viarum.
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Capitulo 8: neste Capitulo apresentam-se as consideragdes finais: discussdo e concluséo
geral da Tese.
A Figura 1.1 apresenta um fluxograma organizacional do presente trabalho, com intuito de
aprimorar o entendimento das etapas realizadas na consecuc¢éo desta Tese de Doutorado.

Figura 1.1- Fluxograma das atividades realizadas na Tese de Doutorado

Solanum viarum Senecio brasiliensis
(Joa Bravo) (Maria Mole)
(fruto, raiz) (flor, folha, caule)
Ex(rach Extracéo Extracdo Extragdo Extragdo hidrodifusdo por Extragdo
agdo Soxhlet Etanolica CO micro-ondas e aravidade Ultrassom
Maceracéo
Rendimento Caracterizacdo CG/EM

Melhor resultado das extracdes Senecio
brasiliensis e Solanun viarum

Herbicida Fungicida
A O
Pré-emergéncia Diluicdo em &gar
Cucumis sativus Fusarium graminearum
Sclerotinia sclerotiorum

CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Senecio brasiliensis

A familia Asteraceae encontra-se amplamente distribuida pelo mundo com,
aproximadamente, 1.700 géneros e 25.000 espécies. O género Senecio possui em torno de 1.500
espécies sendo 60 destas encontradas principalmente nas regides Sul e Sudeste do Brasil
(OLIVEIRA, 2015; ROMO-ASUNCION et al., 2016). Segundo dados da Flora do Brasil, as 60
espécies existentes deste género catalogadas no Brasil tém sua distribuicdo geogréafica confirmada
no: Nordeste (Bahia), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul), Sudeste

(Espirito Santos, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo), Sul (Parana, Rio Grande do Sul, Santa
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Catarina), com dominios fitogeograficos na Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pampa (Figura
2.1). Ressalva-se que no Rio Grande do Sul sdo encontradas 24 espécies de Senecio, entre elas o

Senecio brasiliensis.

Figura 2.1- Distribuicdo do género Senecio sp. (A) e distribuicdo da espécie Senecio brasiliensis
no Brasil (B).

9

Fonte: Adaptado de Senecio in Flora do Brasil 2020 em construcdo. Jardim Boténico do Rio de Janeiro.

9

Senecio brasiliensis pertence ao género Senecio e € uma espécie vegetal nativa, nao
endémica, popularmente conhecida como “Flor-das-almas”, “Margaridinha” ou “Maria mole”
(SOUZA et al., 2015). Geralmente esta presente nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil,
além de também ocorrer no Uruguai, no Paraguai, e na Argentina (SANDINI et al., 2013; TELES,
2015; PILATI et al., 2007).

Durante os meses de maio a agosto a espécie passa pelo seu periodo de brotacdo,
florescendo entre os meses de outubro a novembro. E um subarbusto, perene, herbaceo, ereto e que
pode chegar a 2 metros de altura (Figura 2.2), possui caule liso, cilindrico, ramificado na base e
parte superior. As folhas sdo alternadas, ocorrem ao longo do caule e dos ramos em disposicao
helicoidais, ndo possuem peciolo, com o limbo profundamente recortado, podendo chegar até 25
cm de comprimento. A face inferior das folhas é branca pubescente e a superior verde e sem

pilosidade. As inflorescéncias, denominadas de corimbo, estdo situadas nas partes terminais dos
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ramos, com flores amarelas odoriferas. As unidades de dispersdo sdo os frutos (aquénios),
cilindricos e de cor cinza ou pardo escuro, com papilhos pilosos, facilmente dispersos pelo vento
(SANDINI et al., 2013; LORENZI et al., 2014; OLIVEIRA, 2015; BRIGHENTI et al., 2017).

Figura 2.2- Aspectos da Maria mole de ocorréncia espontanea em Getulio Vargas/RS. (A)
predominancia da planta em pastagem, (B) inflorescéncia e (C) folha e caule.

Fonte: A autora.

Possui grande habilidade de dispersdo e adaptacdo tanto em pastagens como em campos
nativos, podendo ser um grande problema para a pecuédria da Regido Sul (BRIGHENTI et al.,
2017). O Senecio brasiliensis € relatado por ser uma planta tdxica, sendo responsavel por grande
parte dos prejuizos econdmicos em animais de producdo, principalmente em equinos e bovinos.
Apesar da baixa palatabilidade, o consumo pelos bovinos no Rio Grande do Sul ocorre em maior
frequéncia no outono e inverno, periodo no qual a disponibilidade de pastagem diminui e as plantas
estdo em brotacdo (KARAM et al., 2011; SANDINI et al., 2013).

Espécies do género Senecio sdo conhecidas pela producdo de compostos como alcaldides,
sesquiterpenos e flavonoides (ROMO DE VIVAR et al., 2007) que exercem uma variedade de
atividades bioldgicas, incluindo: efeitos antibacterianos, antioxidantes, antivirais, antitumorais,
analgésicos e anti-inflamatérios (GONZALEZ et al., 2013; MANUBOLU et al., 2013; WANG et
al., 2013). A toxicidade causada por esse género vegetal ocorre devido a presenca dos alcaloides
pirrolizidinicos (ELIAS et al., 2011), que sdo fitotoxinas naturais encontradas em muitas plantas
em todo o mundo (VENDRUSCOLO et al., 2006). Os maiores teores de alcal6ides sdo encontrados
quando a planta estad em periodo de floracéo, ocorrendo grande varia¢éo da quantidade do principio
toxico nas diferentes partes da planta (KARAM et al., 2004).
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Apesar de sua toxicidade, esta planta é amplamente utilizada na medicina popular brasileira
como anti-inflamatorio e no tratamento de Ulceras géastricas e dor de estdmago ( VENDRUSCOLO
et al., 2006; MACEDO et al., 2017). Convém ressaltar que os estudos relatados na literatura
referentes aos constituintes quimicos de Senecio brasiliensis se detém praticamente na
identificacdo de alcaldides pirrolizidinicos, entre eles integerrimina e senecionina (TRIGO et al.,
2003; TOMA et al., 2004; ELIAS et al, 2011; SOUZA et al., 2015). Porém, levando em
consideracdo o uso desta planta para fins terapéuticos pela populacdo e seu uso empirico para

controle de plantas daninhas, é necessario entender e conhecer melhor seus componentes quimicos.

2.2 Solanum viarum

As Solanaceae sdo uma familia cosmopolita de consideravel importancia econémica, com
seu centro de diversificacdo na América do Sul (SCHMID et al., 2001). Ela inclui 92 géneros e
cerca de 2.300 espécies, sendo o Solanum L. o maior género com cerca 1.400 espécies. Segundo
dados da Flora do Brasil (2020) séo catalogadas 283 espécies no Brasil, tendo sua distribuicéo
geogréfica confirmada no Norte (Acre, Amazonas, Amapa, Para, Rondbnia, Roraima, Tocantins),
Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte,
Sergipe), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso), Sudeste
(Espirito Santos, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e Sul (Parana, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina), com dominios fitogeograficos na Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa
e Pantanal (Figura 2.3). Ressalva-se que no Rio Grande do Sul séo encontradas 66 espécies de

Solanum.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3666602/#B5
javascript:void(0);
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Figura 2.3- Distribuicdo do género Solanum sp. (A) e distribuicdo da espécie Solanum viarum no

- e

- ‘
Fonte: Adaptado de Solanum n Flora do BrasiT 2020 ém construc¢ao. Jardim Botanico do R10 de Janeiro.

b

Solanum viarum Dunal é uma planta nativa da América do Sul, conhecida popularmente no
Brasil como “joa-bravo” (BRAGUINI et al., 2018). Apresentam-se como erva de folha larga,
subarbusto ou arbustos anuais (KAUSAR et al., 2018). E considerada uma planta daninha de
pastagem e € altamente toxica, pois quando ingerida pelo gado ou outros tipos de rebanho pode ser
letal (MENTZ et al., 1997; MILNER et al., 2011).

Suas folhas e caules sdo cobertos por espinhos, porém o gado alimenta-se do fruto que é
toxico (CUDA et al., 2006; MILNER et al., 2011). Apresenta caracteristica invasora, cresce
inclusive em locais indspitos, apresentando habito agressivo. A dispersdo das sementes ocorre
principalmente por via zoocorica, alta capacidade reprodutiva, resisténcia ao controle quimico,
formacdo de grandes coloniza¢Ges ocupando extensas areas e, com frequéncia, infesta pastagens,
terrenos baldios, pomares e beiras de estrada (LORENZI, 2000).

E uma planta perene de 0,5 a 2 m de altura, muito ramificada (Figura 2.4). As folhas tém 6
a 20 cm de comprimento, 6 a 15 cm de largura e sdo cobertas por pélos curtos. Sua inflorescéncia
é cimosa, com poucas flores e essas sdo brancas com cinco pétalas recurvadas. O fruto é carnoso,
globoso, com 1 a 3 cm de diametro, quando imaturos sua coloracdo é esverdeada com manchas

esbranquicadas, muito semelhante a uma melancia e quando maduros apresentam-se lisos,
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redondos, amarelos, com uma polpa verde-clara e perfumada (SOARES, 2008; CSURHES, 2009;
KAUSAR et al., 2018).

Figura 2.4- Aspectos do Joa bravo de ocorréncia espontanea em Getulio Vargas/RS. (A) estado
vegetativo, (B) frutos e espinhos e (C) parte interna do fruto.

Fonte: A autora.

Muitas plantas da familia Solanaceae, incluindo o Solanum viarum, apresentam em sua
constituicdo quimica alcaloides e esteroides como a solasodina, que apresenta varias propriedades
medicinais: é utilizada como cardiotdnico, antifingico, antiespermatogénico, antiandrogénico,
imunomodulador, anticancer, anti-inflamatério, anticonceptivo, antimicrobiano e como
antipirético (JARALD et al., 2008; PATEL et al., 2013). Por essa razdo além de ser considerada
uma planta daninha toxica, também € uma planta medicinalmente importante (PANDEY et al.,
2018). Kausar et al. (2018), relataram outros compostos presentes nas folhas de Solanum viarum
como derivados do acido cafeoilquinico, acido 5-cafeoilo, 3-malonil-5-cafeoil-[4-(1-beta- [6-(5-
cafeoil) quinato] glucopiranosil]] e acido quinico. Apenas um estudo com frutos de Solanum
viarum foi encontrado na literatura até 0 momento, onde foi investigada a toxidade em A. salina, 0
qual foi altamente toxico. Esses autores também descrevem altas porcentagens de polifendis e
taninos. Porém ndo ha descricdo de outros compostos, concluindo que os frutos séo altamente

toxicos, podendo ser um risco ao gado por estar disponivel nas pastagens (BRAGUINI et al., 2018).

2.3 COMPOSTOS BIOATIVOS DE EXTRATOS VEGETAIS
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2.3.1 Metabélitos secundarios

O metabolismo vegetal consiste em um conjunto de rea¢fes que ocorrem em cada célula
que visam a producdo de energia através da adenosina trifosfato e biossintese de substancias
indispensaveis a sua sobrevivéncia (CAPASSO et al., 2011). Os compostos quimicos obtidos sdo
chamados de metabolitos, que podem ser classificados como primarios ou secundarios. Os
metabolitos primarios sdo essenciais ao crescimento e ao desenvolvimento das plantas, como os
carboidratos, aminoacidos, proteinas e lipidios. J& 0s metabolitos secundarios (MS) estdo
relacionados aos processos adaptativos de defesa das plantas sendo considerados produtos finais
(ANARAT-CAPPILLINO et al., 2014).

Os MS das plantas ndo tém papel significativo na manutengdo dos processos fundamentais
da vida das plantas, mas desempenham um papel reconhecido na interacdo da planta com o meio
ambiente e também atuam como defensivos quimicos (RAMAKRISHNA et al., 2011). Eles
desempenham um papel importante na protecdo contra insetos, pragas, herbivoros, fitopatdgenos e
adaptacdo das plantas ao meio ambiente (THAKUR et al., 2019), contribuindo também para os
odores, sabores e cores especificas das plantas (RAMAKRISHNA et al., 2011).

Os MS também sdo muito utilizados pelos seres humanos como medicamentos,
aromatizantes, produtos farmacéuticos, agroquimicos, fragrancias, corantes, biopesticidas, aditivos
alimentares e drogas. Muitas das drogas vendidas atualmente sdo modificacGes sintéticas simples
das substancias naturalmente obtidas (JAMWAL et al., 2018). Ressalva-se que a acumulacéo de
MS ocorre frequentemente nas plantas quando submetidas a vérias tensdes, eliciadores ou
moléculas sinalizadoras. Varios fatores fisicos ou quimicos e microbianos, atuam como elicitores
abidticos ou bioticos, o que acaba levando a um aumento na sintese de MS (Figura 2.5)
(GHORBANPOUR et al., 2013).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/chemical-defense
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/insect-pests
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/herbivores
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/elicitors
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Figura 2.5- Elucidacéo da sintese se metabolitos secundarios.
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Fonte: Adaptado de Jamwal et al. (2018).

As plantas sintetizam um grande namero de diferentes MS (MACEDO et al., 2017;
WANG et al., 2019). Estima-se que mais de 50.000 metabdlitos sdo conhecidos e descritos na
literatura (WIANOWSKA et al., 2019). Os MS foram convencionalmente divididos em trés
grandes categorias: alcaloides, terpenoides e fenolicos (Figura 2.5) (ZAYNAB et al., 2018), 0s
quais surgem biogeneticamente a partir de quatro vias principais: via do &cido chiquimico, via do
acido malo6nico, via do acido mevaldnico e via do ndo-mevalonato (Figura 2.6) (AZMIR et al.,
2013).

Do ponto de vista biologico, os alcaldides, em seu sentido mais amplo, sdo compostos
quimicos heterociclicos biologicamente ativos contendo nitrogénio. Possuem propriedades
farmacoldgicas e funcbes ecoldgicas significativas (ANISZEWSKI et al., 1994). Sao produzidos
por aminoacidos aromaticos (provenientes da via do acido chiquimico) e por aminoacidos alifaticos
(provenientes do ciclo do &cido tricarboxilico) (AZMIR et al., 2013), podendo estar presentes em
todas as partes da planta, ou confinados a tecidos especificos, como raizes e sementes. Suas funcdes

ecologicamente importantes incluem a protecéo de plantas contra pragas e herbivoros, a atracdo de


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2214786117303285#!
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chemical-compound
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chemical-compound
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/nitrogen
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/pharmacological-property
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insetos para a polinizagdo e sdo compostos importantes do ponto de vista farmacologico
(TAKSHAK et al., 2019).

Figura 2.6 - Vias gerais de producdo de metabolitos secundarios.
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Os terpenoides sdo compostos lipossoluveis, como o0s isGmeros inter-conversiveis
isopentenil pirofosfato e dimetilalilpirofosfato formando seus diversos compostos, apresentam
diversas atividades bioldgicas, sendo de grande importancia para a dieta humana (JAMWAL et al.,
2018). Sao uma das classes mais amplas e diversificadas dos MS (JAMWAL et al., 2018). Exemplo
destes sdo os monoterpenos (limoneno, linalol, canfora, borneol, mirceno, geraniol),
sesquiterpenos (Germacreno D, artemisinina) e tetraterpenodies (carotenoides que sdo um grupo
de cerca de 700 pigmentos lipofilicos) (TAKSHAK et al., 2019). Os compostos fendlicos, séo
produtos da via dos fenilpropanoides. S&o sintetizados através da via do acido chiquimico e da via
do &cido malénico (AZMIR et al., 2013), sendo onipresentes nas plantas e, como tal, tém sido o
grupo de compostos mais amplamente estudado. Eles possuem propriedades antioxidantes,
proporcionando protecdo contra danos oxidativos nas membranas. Também estdo envolvidos na
polinizacdo, crescimento, reproducdo e protecdo das plantas (SCHREINER et al., 2012). Os

flavonoides formam a maior subcategoria de compostos fendlicos e ainda estdo subdivididos em


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/isomer
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/isopentenyl-pyrophosphate
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/phenol-derivative
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seis classes principais: flavonas, isoflavonas, flavonois ou catequinas, flavononas e antocianidinas
(BRAHMACHARI et al., 2006).

2.3.2 Potencial alelopéatico dos extratos vegetais com aplicabilidade na agricultura

Os aleloguimicos sdo resultantes do metabolismo secundario de plantas, algas, bactérias e
fungos e sdo responsaveis por produzir os efeitos alelopaticos sobre o metabolismo de espécies
receptoras (TAIZ et al., 2013). Segundo Amri et al. (2013), a alelopatia € a ciéncia que estuda
processos nos quais compostos biologicamente ativos de plantas e microrganismos estdo
envolvidos, afetando o crescimento e o desenvolvimento de sistemas bioldgicos. Para Mahdavikia
et al. (2017), os aleloquimicos sdo geralmente considerados como produtos secundarios ou
produtos residuais das principais vias metabdlicas nas plantas que contém compostos complexos.

MS geralmente compreendem aleloquimicos que atuam através das vias metabdlicas de
plantas superiores e o grau em que os aleloquimicos se tornam toxicos depende de fatores como
sua concentracdo, idade, clima, estado metabdlico da planta e varias condi¢cbes ambientais
(ALIPOUR et al., 2019). Os compostos de plantas sdo degradados rapidamente em luz solar e no
solo, limitando seu impacto no meio ambiente, para que possam ter um papel efetivo na agricultura
sustentavel (RIOBA et al., 2017). Assim, a atividade dos aleloquimicos dos extratos vegetais tem
sido usada como alternativa ao uso de herbicidas, inseticidas e fungicidas (defensivos agricolas)
(BATISH et al., 2012; SADGROVE et al., 2015; MAHDAVIKIA et al., 2017), cujo uso intensivo
e indiscriminado pode representar implicaces negativas ao ambiente, a saide humana e animal,
além de representar uma parcela significativa dos custos de producdo e da selecdo de biotipos
tolerantes e resistentes (JABRAN et al., 2015).

Na tentativa de reduzir o uso de pesticidas sintéticos, foram e estdo sendo realizadas
extensas investigacbes sobre a possivel exploracdo de compostos vegetais como produtos
comerciais naturais, que sdo seguros para 0s seres humanos e o meio ambiente. De fato, a busca
por compostos naturais e métodos de manejo como alternativas aos pesticidas classicos tornou-se
um campo de pesquisa intenso e produtivo (AMRI et al., 2017), pois devido a diversidade estrutural
e as atividades biologicas desenvolvidas podem ser usados para o desenvolvimento de pesticidas
bioguimicos organicos baseados na estrutura das fitotoxinas naturais (DAY AN et al., 2014).

A Tabela 2.1 apresenta alguns dos inimeros trabalhos realizados a partir de extratos

vegetais mostrando seu potencial para o controle de fungos fitopatogénicos (inibicdo do


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/flavones
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/isoflavones
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https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/anthocyanidin
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423816305982#!
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crescimento micelial e germinacgéo de esporos dos fungos), insetos e plantas daninhas (germinagao

de sementes).

Tabela 2.1 — Extratos vegetais com aplicabilidade na agricultura.

Planta Efeitos Alvo Referéncias
Sesamum indicum Herbicida Cyperus rotundus HUSSAIN et al., 2017
Calotropis procera Herbicida Brassica oleracea GULZAR et al., 2017
Citrus  sinensis e | Herbicida Heliantus annus, Portulaca | EL SAWI et al., 2019
Citrus aurantium oleracea, Lupinus albus e

Malva parviflora
Amaranthus Herbicida Lactuca sativa CARVALHO et al., 2019
Eucalyptus grandis Herbicida Microcystis aeruginosa ZHAO et al., 2019
Melaleuca cajuputi Herbicida Echinochloa crus-galli KUEH et al., 2019
Lippia multiflora | Fungicida Cercospora arachidicola KOITA et al., 2017
Moldenke e Ziziphus
mucronata Willd.
Cuminum cyminum L. | Fungicida Valsa mali WANG et al., 2017
Aloe vera Fungicida Fusarium oxysporum f. Sp. | PINTOS et al., 2018
Radicis-lycopersici,
Phaeomoniella
chlamydospora,
Phaeoacremonium
aleophilum e Sporisorium
scitamineum
Thyme e Dill Fungicida Colletotrichum nymphaeae | WEISANY et al., 2019
Eucalyptus Fungicida Fusarium culmorum, | SALEM et al., 2019
camaldulensis, Vitex Penicillium chrysogenum e
agenus-castus e Rhizoctonia solani
Matricaria
chamomilla
Lantana camara Fungicida Puccinia triticina DRAZ et al., 2019
Eclipta alba Fungicida Fusarium thapsinum, | BOREGOWDA et al,
Alternaria alternata, | 2019
Epicoccum sorghinum e
Curvularia luneta
Corymbia  spp. e | Inseticida Plutella xylostella FILOMENO et al., 2017
Eucalyptus spp.
Eucalyptus, Bakayan, | Inseticida Helicoverpa armigera Hub. | USMAN, 2018
Chilli, Thyme e Onion
Rollinia mucosa Inseticida Corythucha gossypii RIVERA et al., 2018
Veratrum nigrum Inseticida Blattella germanica CAl et al., 2019
Piper methysticum Inseticida Crocidolomia pavonana JOHANA et al., 2018



https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/sesame
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Diplazium esculentum | Inseticida Culex HALIMATUSSAKDIA
Hetal., 2018
Allium sativum Fungicida Penicillium notatum ARASU et al.,, 2019
Syzygium aromaticum | Fungicida Pythium aphanidermatum, | MA et al., 2019
Botrytis cinerea e

Colletotrichum
gloeosporioides

Ocimum gratissimum | Inseticida Spodoptera littoralis BENELLI et al., 2019
L.

Eucalyptus e | Inseticida Hypothenemus hampei REYES et al., 2019
Corymbia

Eplingiella fruticosa Inseticida Acromyrmex balzani SILVA et al., 2019
Tabebuia heptaphylla | Inseticida Aedes aegypti BORGES et al., 2019

Fonte: A autora.

Os MS com atividades fungicidas e inseticidas atuam em diferentes modos de agdo. A
maioria deles age paralelamente aos compostos de sinalizagdo celular e afeta as atividades
fisiologicas ou atua em partes do patdgeno como: inibi¢do enzimatica, a interagdo com 0 DNA e
sistema reprodutivo (ZAYNAB et al., 2018). Varios estudos relatam que os extratos ou alguns de
seus componentes sdo capazes de perturbar a parede celular e a integridade da membrana e penetrar
facilmente nas celulas (LI et al., 2015; PONTIN et al., 2015). Essa interrup¢do provoca danos na
membrana mitocondrial, 0 que induz a mudancas na cadeia de transporte de elétrons.
Consequentemente, os radicais livres sdo produzidos, os quais oxidam e danificam lipidios,
proteinas e DNA. Em contato com espécies reativas de oxigénio, os compostos fendlicos séo
oxidados e liberam radicais de fenoxilo reativos (BAKKALI et al., 2008; ALAM et al., 2014).

O efeito dos herbicidas vegetais esta ilustrado na Figura 2.7. Os MS sé&o absorvidos pelas
sementes das plantas daninhas, o que inicia os danos a membrana celular, DNA, mitose, atividade
da amilase, outros processos bioquimicos e atrasa ou inibe a germinacdo das sementes. O
crescimento de plantas daninhas também ¢é retardado devido as baixas taxas de divisao de células,
absorcdo de nutrientes, sintese de pigmentos fotossintéticos e sintese de hormdnio de crescimento
vegetal, enquanto a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e hormdnios mediados por
estresse aumentam. Alguns dos metabolitos causam doencas, necrose e clorose, que inibem a
germinacdo e o crescimento de sementes das plantas daninhas, suprimindo as atividades de
fotossintese e aumentando as EROs, o acido abscisico e o etileno (RADHAKRISHNAN et al.,
2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/syzygium-aromaticum
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/ocimum-gratissimum
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https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/enzyme-inhibition
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/dna-alkylation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/reproductive-system
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/reproductive-system
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1049964416301074#b0580
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1049964416301074#b0580
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Figura 2.7- Efeito dos bioherbicidas no controle de plantas daninhas.
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Fonte: Adaptado de Radhakrishnan et al. (2018).

O efeito da natureza fitotoxica dos extratos vegetais na germinagédo varia com o tamanho e
a permeabilidade da semente da planta daninha (HANLEY et al., 2005; DAYAN, 2006). Os
compostos de extratos vegetais reduzem a atividade da amilase em plantas daninhas, o que retarda
a germinacdo das sementes devido ao processo lento de hidrélise do amido (HEGAB et al., 2008).
Os efeitos bioherbicidas dos extratos vegetais tém sido comprovados por mudancas anatémicas nas
plantulas, incluindo o aumento dos globulos lipidicos, a diminuicdo das mitocondrias e a destruicao
das membranas mitocondrial e dos nucleos (NISHIDA et al., 2005).

Os efeitos aleloquimicos afetam mais as superficies radiculares primarias do que os
hipocotilos devido as finas camadas das cuticulas, 0 que permite o transporte de mais compostos
fitotoxicos para as células da raiz (BESSIRE et al., 2007; YOSHIMURA et al., 2011). Como
resultado, o ciclo celular e a divisdo sdo alterados e a membrana, ultraestrutura celular séo
danificadas e todas elas podem inibir o crescimento da raiz (YANG et al., 2011; YOSHIMURA et
al., 2011; CHOWHAN et al., 2013; GRANA et al., 2013). Os compostos fitotoxicos reduzem o
tamanho das células do metaxilema nas raizes, o que pode inibir o alongamento celular devido a
alteracdes na auxina, etileno e citocininas (ANESE et al., 2015). Extratos de plantas alteram o
metabolismo das proteinas através de regulacdo anormal de proteinas. Especificamente, a proteina
de ligagdes da clorofila a/b é reduzida em duas vezes, o que leva a supressdo da sintese de clorofila
e afeta a fotossintese (RADHAKRISHNAN et al., 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/weed-control
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/weed-control
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https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/hydrolysis
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/mitochondrion
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/auxin
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/protein-metabolism
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38

Porém deve-se levar em consideracdo que os mecanismos de agdo pelos quais 0s produtos
botanicos atuam ainda precisam ser mais explorados, pelo fato dos extratos conterem uma mistura
de compostos bioativos. Assim sua atividade alelopética pode ser atribuida muitas vezes ndo apenas
a um composto mas a varios compostos que atuam em sinergia (PITAROKILI et al., 2003;
BAKKALI et al., 2008).

2.4 PROCESSOS DE EXTRACAO

O termo extracdo significa retirar, da maneira mais seletiva e completa possivel, as
substancias ou fracdo ativa contidas na matriz vegetal, utilizando, para isso, solventes seletivos em
procedimentos de extracdo padrdo (SANTOS et al., 2013). Este é o primeiro passo no processo
necessario para obter os componentes quimicos desejados para posterior caracterizacdo analitica.
Antes de executar uma extracao, deve-se levar em consideracao uma série de fatores que interferem
nesta operacdo, tais como as caracteristicas do material vegetal, o seu grau de divisdo, 0 meio
extrator (solvente) e a metodologia a ser empregada (SASIDHARAN et al., 2011).

O tipo de extracdo a ser utilizado € uma consideracdo importante na extracdo de compostos
bioativos de plantas (GOLTZ et al., 2018) e varias técnicas de extracdo podem ser aplicadas.
Geralmente, as técnicas de extracdo foram classificadas como técnicas convencionais e tecnologias
verdes (Figura 2.8). Convencionalmente é realizada principalmente por métodos de Soxhlet e
maceracao, porém essas técnicas sao limitadas devido ao consumo excessivo de tempo, energia e
solventes poluentes. Nos ultimos anos novas técnicas de extracdo estdo sendo utilizadas. Elas
permitem a automacao dos processos, encurtam os tempos de extracdo e reduzem o consumo de
solventes organicos, evitando a poluicdo em laboratdrios analiticos e reduzem os custos de
preparacdo de amostras (SOQUETTA et al., 2018). A extracdo de compostos bioativos pode ser
realizada por diversas metodologias: extragdo com fluido supercritico (LIMA et al., 2019), extracédo
assistida por ultrassom (WEI et al., 2019), micro-ondas e liquidos pressurizados (SANTOS et al.,
2019b). Cada técnica tem suas préprias vantagens e desvantagens, mas o principal objetivo do
método escolhido é obter a extracdo completa dos compostos de interesse e evitar sua modificacdo
quimica (CUJIC et al., 2016).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1049964416301074#b0760
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Figura 2.8- Tipos de tecnologias de extracdo usadas para a extracdo de compostos bioativos.
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Fonte: A autora.

A extracao “verde” de produtos naturais pode ser um novo conceito para enfrentar os
desafios do século XXI (CHEMAT et al., 2012; ROMBAUT et al., 2014). Devemos incluir a
mudanca de consciéncia na extracdo: de um simples interesse em analise de dados, para o interesse
em modelos que considerem os efeitos de novas praticas ao meio ambiente (CHEMAT et al.,

2017b). Essa evolucdo ou revolucédo da extracdo de produtos naturais é apresentada na Figura 2.9.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1350417716302358#f0005
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Figura 2.9- Evolucdo ou revolugéo da extragéo.

[ N Tlp[] de metabolitos

[ Seletividade

Evolucao/Revolucao

Atualmente I

[ Redut;ao do solvente

R
(=N
[ 18
L

o
=

des

W‘u‘.
i
&
&
g
s

|| |E|||

=
=]
2 ||
15
-n||
I3

o do

o
g
(=]
&
1 18
g!

(|
[
|

L S II_III II_\I

Il
PU
(=9

[;30 na energl

I| ||E‘

|
gll

ouranca e protecdo

[ |

|§|| |

[ |
1

|
—

pacto ambiental

Fonte: Adaptado de Chemat et al. (2017).

Extracdo “verde” € uma tendéncia nas pesquisas de produtos naturais (WEN et al., 2018)
e seu conceito tem sido proposto por muitos pesquisadores (ROMBAUTET al., 2014; BUBALO
etal., 2016; CHEMAT et al., 2017b ). E baseada na descoberta e no design de processos de extracio
que reduzem o consumo de energia, permitem o uso de solventes alternativos e produtos naturais
renovaveis e garantem um extrato/produto seguro e de alta qualidade (CHEMAT et al., 2012) e ao
mesmo tempo, aumentam a competicdo das inddstrias para serem mais ecoldgicas, econdmicas e
inovadoras (WEI et al., 2015). Além disso, essas tecnologias devem estar em conformidade com

0s seis principios da extracdo “verde”, conforme direcionado para estabelecer um roétulo verde

inovador (KUSCU et al., 2015):

Principio 1: Inovacdo através da selecdo de técnicas e uso de recursos renovaveis de

plantas;
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Principio 2: Uso de solventes alternativos e principalmente agua ou agro-solventes
considerados GRAS (Geralmente Reconhecidos como Seguros);

Principio 3: Reduzir o consumo de energia pela recuperacdo de energia e uso de
tecnologias inovadoras;

Principio 4: Producdo de coprodutos com reduzida producdo de residuos;

Principio 5: Redugdo nas operagdes unitérias utilizadas e processos controlados com
seguranca;

Principio 6: Produgdo de extrato biodegradavel com valores “verdes”.

2.4.1 Soxhlet

A extracdo utilizando Soxhlet é o método mais comumente utilizado para extrair compostos
em matrizes vegetais (SEIDEL, 2012). E uma técnica muito simples e essa simplicidade torna os
procedimentos para diferentes amostras muito semelhantes. Esse processo de extracdo é utilizado,
sobretudo, para extrair solidos com solventes volateis, exigindo o emprego do aparelho Soxhlet
(SIMOES et al., 2000). O Soxhlet permanece como uma das técnicas mais relevantes no campo de
extracdo. Esta afirmacdo é apoiada pelo uso duplo de Soxhlet convencional: (1) como uma etapa
de extracdo em um dado método, e/ou (2) como um modelo bem estabelecido para comparacéo de
novas alternativas de extracdo (LUQUE DE CASTRO et al., 2013).

Essa técnica apresenta vantagens em comparagdo com outros métodos convencionais pelo
seu alto rendimento, baixo custo de processamento, simplicidade de operacéo, consumo menor de
tempo e solvente (HANDA, 2008; SEIDEL, 2012). A desvantagem mais significativa da extracéo
de Soxhlet € a utilizacdo de solventes organicos altamente toéxicos (GUJAR et al., 2010; CHI et al.,
2016), podendo acarretar em problemas ambientais (LUQUE DE CASTRO et al., 2013). Ao
comparar com técnicas mais avancgadas, o Soxhlet requer grandes volumes de solvente e alta
demanda de tempo (GUJAR et al., 2010; CHI et al., 2016; PATIL et al., 2017). Ressalva-se que 0
Soxhlet requer um excesso de energia para evaporacdo do solvente e é um método analitico
raramente aplicado em escala industrial (VAZQUEZ-LEON et al., 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/analytical-method
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2.4.2 Maceracao

A maceracdo é uma técnica muito antiga para a extracdo de ingredientes ativos de varias
matrizes e, hoje, ainda € praticada como uma técnica de extracdo simples e econémica para 0s
materiais empregados (ALBUQUERQUE et al., 2017; GALLO et al., 2017). O procedimento
consiste em agitar (estatica ou dindmica) a amostra em um solvente por um determinado periodo
de tempo e temperatura especifica, sem renovacdo do solvente. Ao final do processo o liquido
extrator é separado e o residuo prensado (ALBUQUERQUE et al., 2017).

Essa técnica é considerada um processo estatico, ndo exaustivo e que nao conduz ao
esgotamento total da matéria-prima vegetal, seja devido, a saturacdo do liquido extrator ou ao
estabelecimento de um equilibrio difusional entre o meio extrator e o interior da celula
(LIEBERMAN et al., 1990, VOIGT et al., 1993). E uma técnica simples, no entanto, muitas vezes
requer longos periodos de tempo e consome grandes volumes de solvente (LUQUE DE CASTRO
et al., 2013).

2.4.3 Extracdo com Fluido Supercritico

Em 1822, o estado supercritico foi evidenciado pela primeira vez e, no ano de 1879, Hannay
e Hogarth demonstraram a capacidade dos fluidos supercriticos em dissolver solutos, introduzindo
a possibilidade de um novo solvente a ser utilizado nas extragdes (HERRERO et al., 2010;
ROMBAUT et al., 2014). No entanto, apenas em 1970 a EFS comecou a ser utilizada em grande
escala para o refinamento de 6leos de cozinha, recuperando sabores e pungéncias de especiarias,
lipulo e outros materiais vegetais e descafeinacdo de café e chd (MANJARE et al., 2019).
Ressalva-se que atualmente € uma das técnicas de extracdo mais estudadas quando se utiliza
materiais vegetais (GALLEGO et al., 2019).

Segundo Brunner (2005), em um processo de extracdo com fluido supercritico, o processo
de solubilizacdo de uma matriz vegetal ocorre em varios estagios. Em primeiro lugar, a matriz
vegetal absorve o solvente supercritico, inchando sua estrutura celular e membranas e dilatando os
canais intercelulares, levando a queda na resisténcia a transferéncia de massa. Entretanto, a
dissolucdo do extrato e a transferéncia de massa ocorrem da matriz interna para a sua superficie e
0s compostos solubilizados atingem a superficie externa. Estes sdo entdo transportados da

superficie para o solvente supercritico e finalmente removidos do solvente.
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Um fluido supercritico é definido como uma substancia que se encontra acima de sua
temperatura e pressdo criticas do solvente (CABEZA et al., 2017). Acima do ponto critico, deixa
de haver tensdo superficial e separacdo entre as fases liquida e gasosa em equilibrio, formando-se
uma Unica fase supercritica, cujas propriedades sdo intermediarias daqueles dois estados. Abaixo
do ponto critico o fluido pode existir como um liquido ou como um vapor (SANDLER, 1989).

Os fluidos supercriticos tém propriedades fisico-quimicas intermediarias entre gases e
liquidos e essas propriedades (como densidade, viscosidade e difusividade) podem ser ajustadas
modificando as pressGes e temperaturas (sempre acima do ponto critico) (Tabela 2.2). Portanto, os
fluidos supercriticos muitas vezes podem fornecer condi¢des 6timas para experimentos e processos
(VIVAS et al., 2018). Esta alteracdo do estado de agregacéo de um gas ou liquido, em funcéo de
mudangas na pressdo e na temperatura, conduz a uma mudanca na sua densidade e no poder de

solvatacdo, alterando o comportamento quimico da substancia (SARGENTI, 1994).

Tabela 2.2- Comparacéo entre as propriedades de gases, liquidos e fluidos supercriticos.

) . Gas Fluido supercritico Liquido
Propriedades fisicas
(1 atm, 15-30°C) T, Pc Te, 4xPc 15 - 30°C
Difusidade (cm?/s) 0,1-0,4 0,7x10°® 0,2x10°® 0,2 a2x10°
Viscosidade (g/cm.s) 1 a3x10* 1a3x10* 3a9x10* 0,2 a3x10?
Densidade (g/L) 0,6 a 2x103 0,2a0,5 0,4a0,9 0,6a1,6

Fonte: Adaptado de Brunner (2005) e Tzia et al., (2003).
Outra caracteristica desta técnica € que a EFS é ecologicamente correta e o material

extraido estard livre de residuos de solvente por despressurizacdo, permitindo que o fluido
supercritico retorne a sua fase gasosa e evapore os residuos do solvente (ABBAS et al., 2008). Ha
um grande nimero de solventes que podem ser empregados em EFS, como o etanol, propano,
pentano e n-butano. Porém, o CO; € o solvente mais utilizado nessa técnica de extracdo (GUJAR
et al., 2010; CONFORTIN et al., 2017). O uso do CO; apresenta algumas vantagens como baixa
toxicidade, alta pureza em relacédo a outros fluidos, € ambientalmente correto e apresenta condicdes
de trabalho brandas (T. = 31,1°C; P = 73,8 bar). Ressalava-se que isso é uma questdo fundamental

para a preservacdo de compostos bioativos em extratos, pois permitem que a maioria dos
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compostos seja extraida com pouco dano ou desnaturacdo (BARBOSA et al., 2014; HERRERO et
al., 2015; CABEZA et al., 2017).

A Figura 2.10 apresenta um diagrama de fluxo geral do equipamento presente no
Laborat6rio de Engenharia de Processos Agroindustriais (LAPE) usado para realizar a EFS.

Figura 2.10- Aparato experimental utilizado nas extra¢des com fluido supercritico: (1) cilindro de
CO», (2) valvula de bloqueio, (3) medidor de pressdo, (4) banho de resfriamento, (5) bomba de
CO, (6) banho de aquecimento, (7) valvula de seguranca, (8) célula de extracdo encamisada com
controle de temperatura, (9) valvula micrométrica e (10) coletor de extrato.

Fonte: A autora.

2.4.3.1 Cinética de extracéo

Um aspecto importante a ser considerado ao estudar os processos de extracdo supercritica
s&0 as curvas gerais de extracdo (DAL PRA et al., 2016). A representacio cinética de uma EFS é
obtida a partir dos dados da curva de extracdo, que € normalmente representada em um grafico de
massa extraida acumulada versus tempo de extracdo. A curva obtida depende dos parametros do
processo e dos fendmenos que ocorrem no reator de leito fixo durante o processo de extracdo
(SILVA et al., 2016).

As curvas de extracdo global podem ser caracterizadas por trés periodos: taxa de extracdo
constante (CER), periodo de taxa decrescente de extracdo (FER) e periodo difusional (Etapa
difusional) (FERREIRA et al., 2002; MINOZZO et al., 2012; MESOMO et al., 2013; JESUS et al.,
2015; VIVAS et al., 2018). Na etapa CER a superficie externa das particulas é coberta com soluto
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e a remogdo do extrato ocorre na superficie externa da particula a uma velocidade
aproximadamente constante, por conveccdo. No periodo FER ocorre resisténcia a transferéncia de
massa na interface sélido-fluido devido a falhas do soluto na camada externa da superficie da
matriz, iniciando o mecanismo de difusdo, que atua combinado com a convecgdo. A ultima etapa
da curva é o periodo onde ndo ha soluto na superficie da particula solida, caracterizando a retirada
do extrato através do mecanismo de difusdo (FERREIRA et al., 2002).

As curvas podem ser utilizadas para determinacgdo de pardmetros como: tempo de processo,
caracterizacao de etapas de extracdo, determinacédo de solubilidade e modelagem da transferéncia
de massa do sistema. A modelagem das curvas é importante para se obter informacdes relacionadas
com a pressdo, temperatura e vazao do solvente, permitindo a ampliacdo de escala dos processos
de ESC (PERRUT, 2000).

2.4.4 Ultrassom

O ultrassom foi definido como a frequéncia superior a 20 kHz, que € o limite para a
deteccdo auditiva humana (SANDERSON, 2004). A fonte de saida do ultrassom € geralmente um
corpo vibratdrio, que faz 0 meio circundante vibrar e, em seguida, a onda de ultrassom transfere
energia para outras particulas (WEN et al., 2018) (Figura 2.11). O ultrassom é bem conhecido por
ter um efeito significativo na taxa de extragdo em varios processos na inddstria quimica e de
alimentos, sendo uma tecnologia-chave para alcancar o objetivo da quimica e extra¢do “verde”
sustentavel (CHEMAT et al., 2017a).


https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/ultrasound
https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/ultrasound
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Figura 2.11 - Diagrama de um aparato experimental para extracdo assistida por ultrassom: (1)
banho termostatico, (2) processador de ultrassom de alta intensidade, (3) caixa a prova de som, (4)
reator encamisado, (5) matriz vegetal + solvente extrativo.

Fonte: A autora.

A extragdo por US é uma das técnicas de extracdo mais eficientes em comparagdo com
métodos convencionais quando utilizada na extracdo de compostos bioativos de plantas
(VINATORU et al., 2017). Esta técnica pode acelerar o processo a baixas temperaturas, causando
menor dano as propriedades estruturais e moleculares dos compostos nas matrizes vegetais (YUAN
et al., 2015). Sendo assim, o ultrassom tém sido utilizado para acelerar processos e reduzir os
tempos de extracdo (REATEGUI et al., 2014). As vantagens em utilizar o US incluem menor tempo
de operacdo, maior facilidade de operacdo, menor consumo de solvente e temperatura, economia
de energia e maior rendimento (WEN et al., 2018).

Como qualquer onda sonora, 0 ultrassom é propagado através de uma série de ondas de
compressdo e rarefacdo induzida sobre as moléculas. Nessas regides de mudanca de pressao, a
cavitacdo ocorre e bolhas de gas sdo formadas. Essas bolhas crescem por um processo conhecido
como difusdo retificada, isto €, pequenas quantidades de vapor (ou gas) do meio entram na bolha
durante sua fase de expansdo e ndo sdo totalmente expelidas durante a compressdo (VINATORU
et al., 2017).

O mecanismo de acao do US esta associado principalmente ao efeito da cavitacdo, que foi
identificado e caracterizado pela primeira vez em 1895 por Thornycroft (MASON, 2012). Nas

matrizes vegetais o US é aplicado conforme ilustrado na Figura 2.12. As bolhas de cavitagdo séo


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/wave
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produzidas perto da superficie do substrato da planta quando o ultrassom € aplicado, a imploséo
destas causam a ruptura da parede celular do tecido vegetal (STEVANATO; DA SILVA, 2019).
Este dano aumenta a turbuléncia e a penetracdo do solvente na matriz vegetal e provoca a liberagéo
do contetido intracelular, aumentando a taxa de transferéncia de massa do solvente para a area
interna da matriz e os constituintes soltveis para o solvente (VINATORU et al., 2017; BUNDHOO
et al., 2018; WEN et al., 2018). Além disso, a cavitacdo na superficie da parede celular resulta na
perturbacdo de sua estrutura, causada por microjatos de solvente, o que também contribui para o
aumento da transferéncia de massa (VINATORU et al., 2017).

Figura 2.12- Representacdo esquematica dos principais processos durante a extracdo ultrassdnica
de matrizes vegetais.
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Fonte: Adaptado de Wen et al. (2018).

No geral varios mecanismos tém sido identificados atuando nas extracfes assistidas por
ultrassom em estruturas de plantas: fragmentacdo, erosdo, capilaridade, detexturacdo, efeito
sonoro-capilar, estresse de cisalhamento local e sonoporacdo. Ressalva-se que todos esses
mecanismos estdo envolvidos na cavitacdo e individualmente ou combinados, atuam no processo
de EUS e colaboram na extracdo de compostos bioativos (CORBIN et al., 2015; CHEMAT et al.,
2017a).

Como o US é uma onda mecanica, seus paramentros fisicos como frequéncia, poténcia,
amplitude e ciclo, desempenham papéis vitais no processo de extracdo (WEN et al., 2018;

SETYANINGSIH et al., 2019), podendo influenciar na cavitagdo acustica e, portanto, na extracao.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/area
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Em baixas frequéncias, as bolhas de cavitagdo sdo relativamente menos numerosas, embora com
alto didmetro, o que privilegia os efeitos fisicos, em vez dos quimicos (LEONG et al., 2011,
MASON et al., 2011). O efeito da frequéncia pode estar ligado ndo apenas ao tamanho da bolha de
cavitagdo, mas também a sua influéncia na resisténcia a transferéncia de massa (ESCLAPEZ et al.,
2011). Segundo Chemat et al. (2017a), a intensidade ultrassénica é um valor relevante que afeta
fortemente a eficiéncia da extracdo, pois com o aumento da mesma, o colapso da bolha serad mais
violento, rompendo as estruturas vegetais.

Porém outros parametros como temperatura e escolha do solvente também precisam ser
levados em consideracdo para alcancar os resultados esperados no processo de ultrassom. Portanto
para uma aplicacdo bem sucedida da extracdo assistida por ultrassom, é necessario considerar a
influéncia de vérias variaveis no processo (ESCLAPEZ et al., 2011).

2.4.5 Extracao por Liquido Pressurizado

A extracdo por liquido pressurizado (ELP) ¢ uma tecnologia “verde” para a extragdo de
compostos bioativos. Também conhecida como extracdo acelerada de solvente, foi desenvolvida
na década de 90 como uma alternativa ao Soxhlet e outras técnicas de extracdo (MUSTAFA et al.,
2011; TENA, 2018). A ELP é uma importante técnica de extracdo, pois aumenta a eficiéncia da
extracdo de varios compostos bioativos, permitindo a extracdo rapida e a reducdo do consumo de
solvente (SANTOS et al., 2012; SHANG et al., 2014). As técnicas de automacéo sdo a principal
razdo para o maior desenvolvimento de técnicas baseadas em ELP, juntamente com a diminuicao
do tempo de extracdo e da necessidade de solventes (AZMIR et al., 2013).

A ELP é baseada no uso de solventes em elevadas pressdes e temperaturas, mas ndo acima
do ponto critico. O principal objetivo desta técnica é promover a extracdo de compostos a partir de
matrizes solidas ou semi-solidas em curto espaco de tempo e utilizando pequena quantidade de
solvente (VIGANO et al., 2015; KANG et al., 2016; TENA, 2018; WIANOWSKA et al., 2019). A
principal vantagem da ELP em relacdo aos métodos convencionais de extracdo é que os solventes
pressurizados permanecem no estado liquido quando levados a temperaturas superiores aos seus
pontos de ebulicdo. Estas condicdes melhoram o poder de solvatacdo dos liquidos e a cinética de
dessorcdo da matriz sélida. Além disso, apresenta maior automacédo, rendimentos de extracdo
elevados, menor tempo de extragdo e menor toxicidade de solventes em comparagdo com outros
métodos convencionais (HEO et al., 2014; VIGANO et al., 2015; KANG et al., 2016).
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O processo de ELP pode ser dividido em dois estagios. O primeiro é um periodo em que
a extracdo é controlada pela solubilidade, e o segundo é controlado pela difusdo de solutos no
solvente, como mostrado na Figura 2.13. Durante a ELP, vérios fatores, podem estar inter-
relacionados e podem influenciar na extracdo, como solvente, temperatura, pressao e tempo de
extracdo, tamanho de particula e teor de 4gua da amostra (CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005;
HOSSAIN et al., 2011; MUSTAFA et al., 2011), porém as variaveis com maior efeito sdo o tipo
de solvente e a temperatura (TENA, 2018).

Figura 2.13 - Curva tipica de um processo de extracdo por liquido pressurizado.

Zona controlada

de solubilidade Zona controlada
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Fonte: Adaptado de Vigané et al. (2015).

Um aspecto elementar na escolha do solvente € a caracteristica de solubilidade do analito
desejado, sua difusividade no solvente e as caracteristicas da amostra (PRONYK et al., 2009). Os
principais solventes usados na ELP sdo o metanol, isopropanol, acetona, n-hexano e éter. Porém,
agua e etanol tém sido cada vez mais empregados na extracdo de compostos bioativos por serem
considerados solventes "verdes" (VIGANO et al., 2016). Segundo Mustafa e Turner (2011), 0 uso
de misturas de solventes pode ajudar a melhorar a solubilidade e aumentar a interagdo com o
composto alvo, ou seja, uma substancia melhora a solubilidade e a outra melhora a dessorcao do
soluto.

A temperatura durante a extracdo € um dos fatores criticos que afetam a eficiéncia e a
seletividade na ELP (VIGANO et al., 2015). A temperatura pode melhorar o umedecimento do
solvente na amostra, permitir que os analitos se dissolvam mais rapidamente no solvente, e entao
alcancar um processo de extracdo melhorado (HOSSAIN et al., 2011). A medida que a temperatura

aumenta, as taxas de solubilidade e difuséo dos solventes de extragdo aumentam. Por outro lado, a
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viscosidade dos solventes liquidos diminui, o que lhes permite penetrar melhor nas particulas da
amostra (TENA, 2018). A quantidade de analitos co-extraidos pode aumentar em temperaturas
mais altas, resultando em diminuicdo na seletividade da extracdo. Além disso, altas temperaturas
podem afetar compostos termolabeis que sdo submetidos a desintegracéo e degradacao hidrolitica
(MUSTAFA et al., 2011; VIGANO et al., 2015).

A presséo e um parametro que ndo apresenta grande influéncia no rendimento do processo
de extracdo, pois os liquidos ndo sdo fluidos compressiveis. Portanto, mesmo sob grandes
mudancas de pressao, o poder de solvéncia do solvente ndo € significativamente afetado (OSORIO-
TOBON et al., 2013). Porém, geralmente, a pressao ajuda a forcar o solvente para dentro dos poros
da matriz e manter o solvente em estado liquido ou condensado em temperaturas operacionais
(HOSSAIN et al., 2011). Assim, o uso de altas pressdes facilita a extracdo de compostos
localizados dentro dos poros da matriz, devido a um aumento da pressdo que obriga o solvente a
penetrar em locais que normalmente ndo sdo atingidos pelo solvente a pressdo atmosférica (JIANG
et al., 2007).

A ELP pode ser executada no modo estatico, dindmico ou misto. Na configuracdo estatica,
0 processo de extracdo consiste em um ou varios ciclos de extracdo com substituicdo do solvente
entre ciclos. A amostra € introduzida na célula de extracdo e em seguida € preenchida com o
solvente liquido antes que os valores de temperatura e pressao de trabalho sejam atingidos. Entéo
a extracdo estatica € realizada mantendo a amostra e 0 solvente em contato sob essas condi¢cdes de
temperatura e pressdo por um tempo. Depois disso, a pressdo € liberada, a valvula é aberta,
liberando uma mistura de solventes e extratos para a coleta. Enquanto no modo dinamico (fluxo)
de operacdo, a vazdo é definida durante o tempo estatico, onde a bomba fornece solvente a uma
vazdo constante. O solvente € introduzido continuamente na célula de extracdo em determinada
vazdo para melhorar a recuperacdo, enquanto a valvula de saida é mantida aberta durante a
extracdo. O modo misto € uma combinacdo de um primeiro passo estatico seguido por um passo
dindmico (MUSTAFA et al., 2011, OSORIO-TOBON et al., 2013, TENA, 2018). Uma

configuracdo bésica de extracdo de liquido pressurizado é mostrada na Figura 2.14.
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Figura 2.14- Aparato experimental para extracdo com liquidos pressurizados: (A) controlador de
temperatura, (B) reator encamisado com controle de temperatura, (C) frasco de coleta, (D)
mandmetro, (E) bomba de alta presséo, (F) linha de solvente, (G) frasco com solvente.
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Fonte: A autora.

2.4.6 Micro-ondas

O uso da energia de MO foi descrito pela primeira vez em 1986 por Ganzler e Lane para
extracdo de compostos alimenticios (CHEMAT et al., 2017b). Nos ultimos anos e com o
desenvolvimento da Quimica Verde, a aplicacdo da extracdo por micro-ondas (EMO) ganhou
enorme popularidade como um processo favoravel ao meio ambiente para a extracdo do
metabolismo secundario em numerosos laboratdrios e grandes industrias (YU et al., 2013; FILLY
et al., 2014). De fato, a EMO melhorou a quantidade e a qualidade do extrato, reduziu o tempo de
extracdo, diminuiu o custo e 0 consumo de energia e minimizou a quantidade de CO2 emitida na
atmosfera em comparacdo com os métodos convencionais de extracdo como a hidrodestilagcdo
(FARHAT et al., 2011). Impulsionado pela demanda crescente por novas técnicas “verdes” de
extracdo, 0S avancos na extracdo por micro-ondas deram origem a duas classes de técnicas:
Hidrodestilacdo de Micro-ondas sem Solventes e Hidrodifusdo e Gravidade de Micro-ondas
(CHEMAT et al., 2017b).

O aquecimento por MO resulta na dissipacdo das ondas eletromagnéticas no meio
irradiado. A energia dissipada em um meio depende das propriedades dielétricas e da intensidade
do campo elétrico no tempo médio local (CHEMAT et al., 2017b). Para a EMO, a transferéncia de
massa e de calor ocorre do exterior para o interior; os dois fendmenos de transporte sdo ha mesma

direcdo do interior do material extraido para o solvente. A aceleracdo das taxas de extragdo sob
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micro-ondas pode ser devido a uma combinacgdo de sinergia entre os fenémenos de transferéncia

de massa e o calor atuando na mesma diregédo (Figura 2.15) (BOUSBIA et al., 2009).

Figura 2.15- Representacdo esquematica das etapas individuais no processo de isolamento de 6leos
essenciais a partir de materiais vegetais.
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Fonte: Adaptado de Bousbia et al. (2009).
Na Hidrodifusdo e Gravidade de Micro-ondas (HGM), o calor é dissipado

volumetricamente dentro do meio irradiado, enquanto na extragdo convencional de hidrodestilacéo
por exemplo, o calor é transferido do meio de aquecimento para o interior da amostra. As micro-
ondas sdo distribuidas volumetricamente e as transferéncias de calor ocorrem da amostra para o
ambiente mais frio. Isso causa uma importante diferenca entre o aquecimento convencional e o
micro-ondas. No aquecimento convencional, a transferéncia de calor depende da condutividade
térmica, da diferenca de temperatura na amostra e dos fluidos nas correntes de convec¢do. Como
resultado, o aumento da temperatura é frequentemente lento. Em contraste, no aquecimento por
micro-ondas, devido ao efeito de aquecimento volumétrico, podem ser obtidos aumentos de
temperatura muito mais rapidos, dependendo da poténcia do micro-ondas e do fator de perda
dielétrica do material a ser irradiado (BOUSBIA et al., 2009).

A HGM alavancou os limites da extracdo assistida por micro-ondas para um processo
inovador, rapido, eficiente e ecoldgico, sem qualquer degradacéo na qualidade do extrato ( LOPEZ-
HORTAS et al., 2016; BENMOUSSA et al., 2018). A técnica HGM foi patenteada por Chemat et
al. (2008), e € um original alambique de micro-ondas invertido (Figura 2.16), que combina o

aquecimento (irradiacdo) por micro-ondas e a gravidade da pressdo atmosférica, sem adicdo de
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qualquer solvente ou &gua (BINELLO et al., 2014; LOPEZ-HORTAS et al., 2016; TURK et al.,
2017).

A HGM ¢ uma nova tecnologia com enorme potencial para uma variedade de aplicagdes
extrativas (RAVI et al., 2018). O uso de micro-ondas influencia as propriedades texturais do
material vegetal e aumenta a difusdo de metabélitos secundérios, melhorando a maciez do tecido e
aumentando a permeabilidade celular. Ela surge como uma tecnologia de economia de energia,
uma vez que as micro-ondas também estdo sendo capazes de melhorar a ruptura celular devido ao
seu alto poder de penetragéo, resultando no aumento da transferéncia de massa dentro e fora dos
tecidos da planta (ZILL-E-HUMA et al., 2009; PERINO-ISSARTIER et al., 2013).

Figura 2.16 — Extracdo Assistida por Micro-ondas, Hidrodifusdo e Gravidade.
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Fonte: Adaptado de FLAMINI et al. (2007) e CHEMAT et al. (2015).
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CAPITULO 3-ARTIGO 1

Neste Capitulo estdo descritas as metodologias e resultados e discussfes para a extracao
assistida por ultrassom e extracdo com fluido supercritico de Solanum viarum.

Valorizacéo do Solanum viarum Dunal por extracdo de compostos bioativos
das raizes e frutos utilizando Ultrassom e CO; supercritico

Artigo publicado no Periddico Brazilian Journal of Chemical Engineering
https://dx.doi.org/10.1590/0104-6632.20190364520190267

Resumo

Solanum viarum Dunal pertence a familia Solanaceae e é considerada uma planta daninha de
pastejo toxica para o gado. Neste estudo, a extracdo assistida por ultrassom (EAU) e a extracdo
supercritica de CO. (ES-CO;) foram aplicadas para avaliar o rendimento de extracdo e a
composicdo quimica de matrizes de frutos e raizes de Solanum viarum Dunal. Uma solucgéo
hidroalcoodlica (60% etanol / 40% &gua, v/v) foi o solvente usado para oa EAU. Para as
comparacgdes, foram realizadas extragdes com Soxhlet e maceracdo. Para a ES-CO2, 0 maior
rendimento foi obtido a 60°C e 250 bar. Para a EAU, o maior rendimento foi obtido com uma
intensidade de ultrassom de 75,11 W/cm? e ciclo de pulso de 0,93. As técnicas parecem ser
eficientes para a extracdo de compostos quimicos, indicando um grande nidmero de compostos
bioativos. Os compostos principais sdo acido 1,2-benzenodicarboxilico, acido quinico, acido
octadecenoico e solasodina. Os resultados destacam a aplicacdo da EAU para recuperacdo de
compostos de matrizes vegetais, uma vez que apresentou rendimentos superiores e mais

constituintes quimicos quando comparados com as outras técnicas de extragéo.

Palavras chaves: Solanum viarum; Extracdo assistida por ultrassom; Fluidos supercriticos; Soxhlet;
Composicdo quimica.
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INTRODUCAO

Solanum viarum Dunal pertence a familia Solanaceae e é uma planta nativa da América
do Sul, conhecida como “jua” ou “joa-bravo” no Brasil (Braguini et al., 2018). E descrito como
uma planta de folha larga, subarbusto ou arbusto (Kausar e Singh, 2018). Além disso, € considerada
uma planta daninha de pastejo e uma planta altamente toxica porque pode ser letal quando ingerida
por gado ou outros rebanhos (Mentz et al., 1997; Milner et al., 2011).

Estudos sobre a toxicidade das folhas de Solanum viarum s&o descritos (Braguini et al.,
2018) e relatam interessantes constituintes quimicos, como solasodina, derivados do &cido
cafeoilquinico, 5-cafeoil e 3-malonil-5-cafecil- [4- (1-beta- [6- (5-cafeoil) quinato]
glucopiranosil)] e acido quinico (Kausar e Singh, 2018). Os frutos pertencentes a familia
Solanaceae podem acumular altos niveis de alcaloides (Cipollini e Levey, 1997), o que torna o
estudo interessante uma vez que compostos alcaldides podem ser altamente toxicos para
vertebrados (Braguini et al., 2018). No entanto, relatos sobre técnicas, rendimento de extragdo e
caracterizacdo quimica de frutos e raizes de Solanum viarum ndo foram encontrados na literatura
cientifica até 0 momento, o que torna este estudo extremamente importante.

A producdo de metabolitos secundarios pelas plantas para defesa é bastante comum no
reino vegetal, e pode estar presente em lavouras agricolas e plantas invasoras (Gunthardt et al.,
2018). Recentemente, tem havido um aumento significativo no uso de substancias ativas
encontradas em extratos vegetais devido as suas aplicacGes nos setores farmacéutico, alimenticio
e agricola (De Melo et al., 2014; Kulkarni e Rathod, 2014; Zabot et al., 2016). No entanto, algumas
matrizes vegetais representam aplicacdes potencialmente novas cujo conhecimento, na maioria dos
casos, foi estabelecido empiricamente ou ainda carece de cobertura cientifica (De Melo et al.,
2014). Novas técnicas tém sido desenvolvidas devido ao crescente interesse por compostos
bioativos e por técnicas de “extragdo verde”, que superam o problema do tempo e do uso de
solventes organicos (Easmin et al., 2014; Prakash Maran et al., 2017; Rouhani, 2019). Extracdo
assistida por ultrassom (EAU) (Wei et al. 2019) e extracdo de fluido supercritico (EFS) (Bubalo et
al., 2015; Wei et al., 2019) sdo alguns exemplos de tais tecnologias.

O tipo de extracdo a ser usado desempenha um papel importante na extracdo de compostos
bioativos (Goltz et al., 2018), e a extracdo assistida por ultrasom e a extracdo com fluido

supercritico estdo sendo cada vez mais utilizadas (Kadam et al., 2013). A EFS permite extratos
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livres de solventes e, por este motivo, pode ser considerada uma tecnologia verde (Aladic et al.,
2015; Moraes et al., 2015). Também € vantajoso porque as propriedades fisico-quimicas podem
ser ajustadas modificando as condicGes de presséo e temperatura dentro do sistema, aumentando a
seletividade de extragdo (Santos-Zea et al., 2019). O solvente mais comumente utilizado para
extracOes de compostos bioativos de matrizes naturais é o dioxido de carbono (CO3) (Soares et al.,
2018), que apresenta vantagens como 0 uso de temperatura e pressdo criticas moderadas (31°C e
74 bar), e é um solvente atoxico, ndo inflamavel e ndo poluente (Gadkari et al., 2018).

A extracdo assistida por ultrassom também € considerada uma das principais tecnologias
para atingir a meta da quimica “verde” sustentavel (Chemat et al., 2017). Tem a vantagem de
diminuir o tempo de extracdo e a quantidade de solventes (Chemat et al., 2017; Vinatoru et al.,
2017; Kiss et al., 2018), além de aumentar a recuperacdo de compostos bioativos das plantas
(Corbin et al., 2015). Com base nesse contexto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar as tecnologias
de EAU e de EFS-CO2 na obtencdo de extratos de frutos e raizes de Solanum viarum. O rendimento

do extrato e a composi¢do quimica foram determinados.

MATERIAL E METODOS

Coleta e preparacao da amostra

Raizes e frutos de Solanum viarum Dunal foram coletados em area de pastagem com solo
compactado localizada em Getulio Vargas, Rio Grande do Sul, Brasil (S:27°55'39,43/W:
52°7'37,14). As amostras foram secas a 40°C até atingirem um teor de umidade de
aproximadamente 10%. Em seguida, as amostras foram moidas (Marconi, SP, Brasil) e as
particulas classificadas pelo Diametro Médio de Sauter pela série Tyler. Os tamanhos variaram de
8 mesh a 48 mesh (0,3-2 mm) e foram usados para as etapas subsequentes. As amostras foram

mantidas a —4°C at¢ as extragoes.

Extracdo por Soxhlet

A extracao por Soxhlet foi realizada utilizando 1 g de matriz vegetal e 150 mL de n-hexano
por 150 min em um aparelho Soxhlet (Marconi, Modelo MA491/6, Brasil). A massa extraida foi

quantificada pelo método gravimétrico. Os ensaios foram realizados em triplicata e as respostas
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expressas em média + desvio padrdo. As extraces de Soxhlet foram utilizadas como referéncia

para comparacdo dos rendimentos e composi¢des obtidas por EFS-CO..

Extracéo por CO: supercritico (EFS-CO,)

Os ensaios experimentais de EFS-CO. foram realizados em um equipamento em escala
laboratorial, utilizando diéxido de carbono (CO2) como solvente. Detalhes do aparelho e
procedimento foram descritos por Confortin et al. (2019). Para as extracdes, foram utilizados
aproximadamente 10 g de amostras (secas e moidas) para cada matriz vegetal e a vazdo de CO- foi
de 4 g/min. Durante as curvas cinéticas de extracdo, os extratos foram coletados em intervalos
iguais de 15 min. As curvas foram construidas para todas as matrizes em diferentes condigcdes
experimentais, a fim de determinar os rendimentos de extracdo em fungdo do tempo usando

Equacdo (1).

Rendimento (% em massa) = (massa do extrato (g))/(massa seca inicial da matriz (g)) X 100

1)

As extracdes foram realizadas nas temperaturas de 40, 50 e 60°C e nas pressdes de 150,
200 e 250 bar. A densidade do fluido(p) foi obtida no Chemistry WebBook - National Institute of
Standards and Technology (NIST). O teste de Tukey foi aplicado para determinar as diferencas
significativas entre os rendimentos no nivel de incerteza de 5% usando o software STATISTICA
8.0® (Statsoft Inc., EUA).

Extracdo assistida por ultrassom

Os dados sobre o aparato experimental foram descritos por Sallet et al. (2019). Uma
solucdo hidroalcodlica (60 mL de etanol grau HPLC e 40 mL de agua destilada) foi usada para as
extracGes com base em trabalho anterior (Dal Pré et al., 2015). A sonda ultrassénica foi colocada
no centro do biorreator contendo 2,5 g de matriz e 100 mL de solucdo hidroalcodlica.
Posteriormente, a temperatura foi ajustada para 40°C+ 2°C pela circulacdo de agua através de uma
camisa de resfriamento. Apos a extracdo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 5 min,
com forca centrifuga relativa de 5320xg. O sobrenadante foi recolhido cuidadosamente e 0s

solventes foram evaporados a 40°C sob vacuo. Os efeitos da intensidade do ultrassom (17-85
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W/cm?) e do ciclo de pulso (0,5-1,0) nos rendimentos de extracdo da matriz foram avaliados por
meio de um delineamento composto central rotacional (DCCR). Uma maceracgao convencional sem
0 uso da sonda ultrassonica foi realizada como controle nas mesmas condigdes de tempo,

temperatura e razdo volumeétrica.

Microscopia eletronica de varredura

A morfologia das amostras foi avaliada por meio de um microscopio eletrénico de
varredura (MEV) (Tescan, VEGA-3G, Republica Tcheca) acoplado a um detector de elétrons
secundario para a obtencdo das imagens. Para esta analise, as amostras foram recobertas com Au

(processo de metalizacao por sputtering, utilizando uma corrente de 20 mA por 90 s).

Caracterizacao quimica dos extratos por cromatografia gasosa

As amostras obtidas por EFS-CO> foram analisadas em um sistema GC-Q/MS (Shimadzu,
Japdo). O amostrador automatico era um injetor da série AOC-20is, o cromatdgrafo gasoso era um
GC-2010 Plus e o espectrometro de massa era um GCMS-QP2010 Ultra. A coluna era uma coluna
capilar de silica fundida de 30 mx0,25 mm id revestida com 0,25 um Rtx-5MS (Restek). O hélio
foi 0 gas de transporte a uma vazao de 1,69 mL/min. A temperatura do injetor foi mantida a 270°C.
Um volume de 1 pL de cada amostra foi injetado em uma proporg¢ao de divisao de 1:10. O programa
de temperatura do forno usado foi de 5°C/min de 50°C a 280°C (mantido por 15 min). A
temperatura da interface foi mantida a 280°C e a temperatura da fonte de ions a 280°C. Os espectros
de massa foram registrados na faixa de 35-500 amu a 3,33 varreduras/s, com energia de ionizacao
de 70 eV.

Para 0s extratos obtidos por ultrassom, 0 mesmo método de analise foi usado com algumas
modificacdes. A vazdo do gas de arraste foi de 1,18 mL/min e a temperatura do injetor foi mantida
a 320°C. Um volume de 1 pL de cada amostra foi injetado em uma proporgao de divisao de 1:40.
O programa de temperatura do forno usado foi de 5°C/min de 80°C a 300°C (mantido por 14 min).
A temperatura da interface foi mantida a 320°C e a temperatura da fonte de ions foi mantida a
260°C.



59

RESULTADOS E DISCUSSAO

Rendimento dos extratos por EFS-CO>

Os rendimentos de extracdo obtidos por Soxhlet e EFS-CO> dos frutos e raizes de Solanum
viarum séo apresentados em Tabela 1. Os maiores rendimentos foram obtidos com a extracao por
Soxhlet para os frutos (1,87% em massa) e raizes (0,52% em massa). Ambas as matrizes
apresentaram comportamento semelhante em relacdo aos rendimentos por EFS-CO», onde 0s
maiores rendimentos (0,69 + 0,001% em massa de frutos e 0,37 = 0,001% em massa de raizes)
foram obtidos na menor temperatura e na maior pressao (40°C/250 bar), enquanto os menores
rendimentos (0,40 = 0,002% em massa de frutos e 0,12 + 0,001% em massa de raizes) foram
obtidos no ensaio de temperatura mais alta e pressdo mais baixas (60°C/150 bar).

O aumento da presséo de 150 para 250 bar resultou em maior rendimento do extrato. Ja o
aumento da temperatura de 40 para 60°C causou um menor rendimento. Este efeito é devido a
densidade do solvente, pois 0 aumento da pressdao aumenta a densidade do fluido supercritico.
Consequentemente, o poder de solvatacdo do solvente é aumentado. Um aumento na temperatura
provoca uma diminuicdo da densidade e, consequentemente, uma diminuicao da solubilidade dos
extratos no CO- (Soares et al., 2016; Goyeneche et al., 2018). Goyeneche et al. (2018) relataram o
mesmo comportamento deste estudo ao estudar folhas de rabanete. O aumento da presséao favoreceu
o rendimento enquanto o aumento da temperatura dificultou o rendimento. Esse efeito também foi
identificado nos trabalhos de Alvarez et al. (2019) e Elgndi et al. (2017).
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Tabela 1. Comparagéo dos rendimentos das extragdes obtidas de Solanum viarum usando EFS-
CO; e Soxhlet.

Rendimento (g/100 g)

. o 3
Ensaio T (°C) P (bar) p (kg/m°) Frutos Raizes
EFS-CO;
1 (-1) 40 (+1) 150 750,501 0,49 +0,002° 0,17 +0,001°
2 (-1) 40 (+1) 250 887,534 0,69 +0,001%® 0,37 +£0,001%®
3  (+1)60 (-1) 150 565,509 0,40 + 0,002 0,12 + <0,001%
4 (+1)60 (+1) 250 776,880 0,63 + 0,020* 0,24 +0,001*
5 (0) 50 (0) 200 765,942 0,44 +0,002¢F 0,14 +0,003°F
6 (0) 50 (0) 200 765,942 0,43 +0,002¢F 0,13 +0,003¢F
7 (0) 50 (0) 200 765,942 0,44 +0,002°¢F 0,14 +0,003°F
Soxhlet
8 Nd Nd Nd 1,87 £ 0,224 0,52 +0,118"

T: temperatura; P: pressdo; p: densidade; Nd: ndo determiando.

a—e: Letras diferentes na mesma coluna representam uma diferenca significativa em 95% (p < 0.05 - Tukey test)
entre 0s ensaios para cada solvente.

A-F: Letras diferentes na mesma coluna representam uma diferenca significativa em 95% (p < 0.05—Tukey test)
entre 0s ensaios entre ambos 0s solventes.

Um aspecto importante a ser considerado ao estudar 0s processos de extragao sdo as curvas
gerais de extracdo (Dal Pra et al., 2016). As curvas de extracdo sdo Uteis para melhorar 0s processos
e calcular os custos de fabricacdo (Martinez-Correa et al., 2017). Uma das dificuldades de usar a
tecnologia supercritica € o alto custo inicial de investimento (Goyeneche et al., 2018), que poderia
ser superado pela otimizacdo dos parametros do processo (Zabot et al., 2018). No entanto, apesar
do alto custo inicial, alguns estudos tém demonstrado a viabilidade econdmica do ESC-CO;
(Farias-Campomanes et al., 2013, Prado et al., 2012, Zabot et al., 2015).

As curvas de extracdo obtidas neste trabalho (Figura 1) séo divididas em trés etapas. A
primeira € o periodo de taxa constante controlado pelo mecanismo convectivo de transferéncia de
massa. Posteriormente, o outro periodo € conhecido como difusdo e conveccdo, onde ocorre a
extracdo. O terceiro periodo, onde a taxa de extracdo € baixa, € controlado principalmente por
difusdo (Alvarez et al., 2019). Como pode ser visto na Figura 1, observou-se uma alta taxa de
extracdo no inicio do processo e uma rapida reducao da taxa de extracdo nos minutos subsequentes.
De acordo com Martinez-Correa et al. (2017), esse comportamento indica que o0 processo é
controlado por difuséo.

A taxa de extracao constante foi verificada para os frutos nos primeiros 60 min, enquanto

para as raizes foi nos primeiros 15 min. Nestes periodos, a maioria dos solutos sdo removidos desta
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matriz, predominando a transferéncia de massa convectiva (Valente et al., 2018). Para os frutos,
fracdes de 75,5%, 66,7%, 73,8%, 93,6% e 93,6% da massa total de extrato disponivel em tal matriz
foram recuperadas nos ensaios 1-5, respectivamente. Para as raizes, fracdes de 66,7%, 91,5%,
84,6%, 86,9% e 80,0% da massa total de extrato disponivel em tal matriz foram recuperadas nos

ensaios 1-5, respectivamente.

Figura 1. Curvas cinéticas para extracdao de Solanum viarum usando EFS-CO; para as matrizes de
frutos e raizes.
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Extracdo Assitida por Ultrassom

A Tabela 2 apresenta os rendimentos de extracdo obtidos nos onze ensaios do DCCR,
variando de 10,5% em massa a 20,8% em massa para os frutos e de 1,3% em massa a 11,7% em
massa para as raizes. As duas matrizes demonstraram comportamentos muito semelhantes, tendo
0s maiores rendimentos no ensaio 4 com alta intensidade (75,11 W/cm?) e um ciclo de pulso de

0,93. O menor rendimento foi obtido no ensaio 1 com menor intensidade e ciclo de pulso.

Tabela 2. Rendimentos obtidos a partir dos frutos e raizes de Solanum viarum usando ultrassom.

Rendimento (g/100g)
Frutos Raizes

Ensaio  Intensidade ultrassom (W/cm?) Ciclo de pulso

1 26,89 (-1) 0,57 (-1) 10,5 13
2 75,11 (1) 0,57 (-1) 18,6 8,7
3 26,89 (-1) 0,93 (1) 16,6 6,4
4 75,11 (1) 0,93 (1) 20,8 11,7
5 17 (-1,41) 0,75 (0) 12,0 2,9
6 85 (1,41) 0,75 (0) 19,5 10,2
7 51 (0) 0,50 (-1,41) 16,9 6,9
8 51 (0) 1,0 (1,41) 18,2 8,2
9 51 (0) 0,75 (0) 17,1 7.1
10 51 (0) 0,75 (0) 17,9 7.2
11 51 (0) 0,75 (0) 17,8 75
12 0 0 9,7 1,1

a — Maceragdo— controle (Extracdo sem controle)

Comparando os ensaios 4 (maior rendimento) e 12 (controle - maceracéo), os rendimentos
aumentaram aproximadamente 2 e 10 vezes para frutos e raizes, respectivamente. Esses dados séo
corroborados por Rouhani (2019), que obteve maior rendimento (79%) na extracdo de Stevia
rebaudiana usando a Extracdo Assistida por Ultrassom, quando comparado ao controle (22%). De
acordo com Sallet et al. (2019), cujos achados também corroboram aos resultados do trabalho atual,
a principal razdo para esse comportamento € o aumento da transferéncia de massa no sistema
quando o ultrassom é empregado. No presente estudo, o efeito da cavitacdo e seus efeitos
subsequentes permitiram a quebra das paredes celulares da matriz vegetal, melhorando a

penetracdo do solvente e facilitando a liberacdo de compostos extraiveis, consequentemente
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aumentando os rendimentos, conforme relatado em outros estudos (Pico, 2013; Bernardo et al.,
2018).

Os dados apresentados na Tabela 2 foram usados para calcular os termos lineares,
quadréticos e de interagdo das variaveis de processo na resposta, que foram expressos em grafico
de Pareto na Figura 2. Os termos lineares para o ciclo de pulso e intensidade do ultrassom foram
estatisticamente significativos (p <0,05) para ambas as matrizes. A intensidade do ultrassom
apresentou efeito positivo, cujo aumento pode levar a maiores rendimentos para ambas as matrizes.
Ao comparar 0s ensaios 1e 2, e 3 e 4, os maiores rendimentos foram obtidos na maior intensidade
de ultrassom (75,11 W/cm?), quando o ciclo de pulso é mantido constante nos niveis -1 e +1,
respectivamente. De acordo com Chemat et al. (2017), a intensidade do ultrassom é um parametro
relevante que afeta fortemente a eficiéncia da extracédo, pois seu aumento provoca um forte colapso
da bolha, quebrando as estruturas da planta.

O termo quadrético para intensidade de ultrassom mostrou um efeito negativo nos
rendimentos da matriz. Os sinais negativos do termo quadratico indicam a presenca de um ponto
méaximo para a intensidade do ultrassom na faixa avaliada, mostrando que seria interessante
otimizar a intensidade do ultrassom antes das extracGes em maior escala (Kulkarni e Rathod, 2014),
uma vez que pode reduzir os custos de energia (Sallet et al., 2019).

A fim de mostrar a influéncia da intensidade do ultrassom e do ciclo de pulso no
rendimento de extracdo, graficos de contorno foram gerados (Figura 3). A EAU dos extratos dos
frutos de Solanum viarum apresentaram rendimento maximo de extracdo para intensidade de
ultrassom variando de 55 W/cm?a 85 W/cm?, e ciclo de pulso variando de 0,5 a 1. Para as raizes,
o rendimento maximo de extragdo foi obtido para intensidade de ultrassom variando de 60 W/cm?
a 85 W/cm? e ciclo de pulso variando de 0,75 a 1. O aumento da intensidade e do ciclo de pulso

favoreceu a recuperacdo dos extratos das matrizes estudadas neste trabalho.
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Figura 2. Gréfico de Pareto que expressa o efeito das varidveis do processo no rendimento de
extracdo usando EAU das matrizes (a) futos e (b) raizes.
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Figura 3. Gréficos de contorno que expressam a influéncia das variaveis do processo no rendimento
de extracdo usando EAU para matrizes de frutos (a) e raizes (b).
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A técnica de extracdo com ultrassom também apresentou rendimentos superiores as
técnicas de EFS-CO. e Soxhlet, e em menor tempo. As extracfes assistidas com ultrassom
aumentaram a eficiéncia da extracdo do 6leo de canola em comparacdo com o método de
Soxhlet (Jalili et al., 2018). Efeitos positivos da extracdo por ultrassom para a obtencdo de
extratos de Euphorbia tirucalli (Vuong et al., 2015) e Moringa peregrina (Mohammadpour et
al., 2019) também foram relatados. De acordo com Mohammadpour et al. (2019), a aplicacéo
do ultrassom tornou-se um método recente e promissor na extracdo de 6leo vegetal.

Para melhor compreender a eficiéncia das diferentes técnicas e as mudangas estruturais
que ocorreram antes e ap0s as extracles, a superficie das particulas das matrizes de Solanum
viarum foram avaliadas por MEV. Frutose sementes foram analisadas separadamente. A
superficie dos tecidos das matrizes vegetais mostrou integridade antes da extracdo, mas foram
ligeiramente danificadas ap0s as extragdes. Com a aplicacdo de todas as tecnicas, houve
mudancas na superficie do tecido (Figuras 4 e 5).

A EFS-CO; apresentou danos as células na forma de rachaduras e descamagéo, muito
maiores do que quando o Soxhlet foi aplicado. Na maceragdo, ocorreu um esmagamento,
enquanto a cavitacdo rompe toda a superficie das folhas. O processo da extracao por ultrassom
mostrou mudangas mais visiveis, como aberturas nas estruturas celulares que poderiam ser
correlacionadas com a ruptura explosiva. 1sso poderia ser uma evidéncia da ocorréncia de
fendmenos de cavitagdo, que facilitam o processo de extracao geral (Patil e Akamanchi, 2017).
As imagens revelaram que mais fissuras e poros foram criados pelo ultrassom, favorecendo a
extracdo mais rapidamente.

A implosdo de bolhas de cavitacdo na superficie das matrizes induz a erosdo das
estruturas liberadas no meio de extracdo. Alguns autores relatam a erosdo do material vegetal
quando tratado por ultrassom. Por exemplo, a EAU das folhas do boldo foi estudada por Petigny
et al. (2013) usando uma sonda de ultrassom. Mohammadpour et al. (2019) tambéem
descreveram mudancas estruturais em Moringa peregrina usando diferentes técnicas de
extracdo (EAU e Soxhlet). Zhou et al. (2018) também observaram danos em folhas de amoreira
pela técnica de EAU, indicando este método como conveniente e versatil para a extragéo eficaz
de produtos fitoquimicos bioativos. Zhong et al. (2018) sugerem que o ultrassom é a forma mais
eficaz de destruir a estrutura celular das amostras de sementes e favorecer a liberacdo do 6leo

de extracdo com solvente utilizado.
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Figura 4. Imagens de MEV da raiz antes e depois da extracdo: (A) Natural; (B) Extracéo por Soxhlet; (C) EFS-CO2; (D) Maceragdo, e

(E) EAU.
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Figura 5. Imagens de MEV do fruto antes e depois da extracdo: (A) Natural; (B) Extracdo por Soxhlet; (C) EFS-CO2; (D) Maceracéo, e
(E) EAU. (1) sementes e (2) cascas.
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Composic¢do quimica

Os extratos obtidos dos frutos e raizes de Solanum viarum contém constituintes
fitoquimicos. A maioria deles sdo conhecidos por serem compostos biologicamente ativos e
responsaveis por exibir varias atividades. Vinte compostos foram identificados e quantificados
em extratos de ambas as matrizes obtidas em diferentes condi¢6es usando EFS-CO: (Tabela 3).

Quase todos os compostos identificados foram encontrados nas duas partes
morfoldgicas estudadas. No entanto, a porcentagem é diferente para alguns deles. Os principais
compostos para EFS-CO, em ambas as matrizes foram &cido 1,2- benzenedicarboxylic acid,
octadecanoic acid, hexadecanoic acid e vitamin E. Esses compostos também foram
identificados e relatados quanto a sua bioatividade por vérios autores. Por exemplo, Ali et al.
(2017) descreveram o acido 1,2- Benzenedicarboxylic acid como um composto antifingico,
responsavel pelo controle do crescimento de Fusarium oxysporum e Lycopersici sp.. Verma et
al. (2014) extrairam o acido 1,2- benzenedicarboxylic acid de Aspergillus flavipes e testaram
sua eficacia antifungica contra Sclerotin sclerotiorum. De acordo com Govindappa et al. (2014)
e Krishnan et al. (2014), tais autores relataram atividades antimicrobiana, citotdxica,
antioxidante, antiinflamatoria e antiviral para este composto referenciado.

De acordo com Linton et al. (2013), o octadecanoic acid exibe atividades antiviral,
antioxidante e antibacteriana, e de acordo com Selvamangai e Bhaskar (2012)), € responsavel
por acoes hipocolesterolémicas, antiartriticas e nematicidas. Sanseera et al. (2013) estudaram a
composicdo quimica e as atividades biologicas do oOleo essencial das folhas de Cleidion
javanicum, que apresentou significativa atividade antimicrobiana, antioxidante e anticancer,
sendo sua composicdo hexadecanoic acid (26,77%). Selvamangai e Bhaskar (2012) e
Agoramoorthy et al. (2007) atribuiram atividades antiinflamatéria, antioxidante e antibacteriana

a este composto.
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Tabela 3. Composicao quimica obtida por EFS-CO; e Soxhlet das matrizes frutos e raizes de Solanum viarum.

Area relativa (%)

Ensaio Frutos Raizes
EFS-CO; Soxhlet EFS -CO, Soxhlet
1 2 3 4 5/6/7 1 2 3 4 5/6/7

Compostos

2-Heptenal 1,13 2,56 - 1,66 - 1,04 1,85 2,50 2,10 1,20 1,89 0,89
2,4-Decadienal 3,58 1,66 - - - 1,52 2,0 1,86 2,86 2,56 2,10 1,52
Hexadecamethylcyclooctasiloxane 1,05 1,01 0,89 2,61 2,52 1,68 152 1,58 1,89 1,92 1,83 2,00
2-Hexadecen-1-ol, 3,7,11,15- 1,38 1,14 0,98 2,53 1,04 2,0 0,89 0,65 0,96 0,88 1,00 0,70
tetramethyl-

3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-0l 0,92 1,12 - - - - - - - - - -
Benzoic acid 1,22 1,20 1,31 1,27 1,23 2,49 1,69 1,63 2,89 3,89 4,72 1,00
9-Octadecenoic acid 1,50 2,71 1,57 1,85 3,21 1,42 1,86 1,05 1,89 1,23 2,05 0,89
Hexadecanoic acid 11,15 8,67 9,22 8,45 8,08 4,37 8,56 4,52 5,56 3,58 5,58 2,05
Nonadecane 1,93 1,16 1,10 2,56 1,96 2,89 1,56 1,30 1,89 1,93 2,0 0,20
9,12-Octadecanoic acid 12,55 10,0 15,10 18,11 19,10 3,41 10,52 11,65 1356 10,58 9,85 5,58
1,2-Benzenedicarboxylic acid 40,0 250 22,31 25,08 25,28 491 2558 22,10 2558 30,52 28,56 10,52
Octadecanal 2,30 3,26 - 1,26 - 4,10 2,86 2,10 2,00 2,23 2,32 1,56
Neophytadiene - 1,09 1,19 - - 1,56 2,00 1,50 1,60 0,76 0,86 0,86
LINALOOL 1,90 1,10 2,45 1,94 2,20 1,00 1,01 1,02 2,02 2,65 3,58 -
EICOSANE - 2,37 1,25 1,52 2,58 - 1,58 1,96 1,86 2,00 2,01 1,20
Vitamin E 10,84 10,17 20,31 19,81 20,88 5,58 8,56 6,58 7,62 8,58 8,02 4,28
Farnesol 2 2,25 1,05 2,89 1,60 3,00 1,62 1,89 1,25 1,10 2,0 1,96 -
Octadecane 2,52 2,85 3,96 3,69 3,85 1,02 1,50 1,83 2,76 3,06 3,89 0,80
Celidoniol 1,00 2,00 1,30 2,89 2,35 0,89 156 0,89 0,96 0,89 1,10 -
2,6,10,14,18-Pentamethyl 0,82 1,50 1,12 1,00 1,72 0,50 0,96 1,00 - - - -
Waxes 1,96 18,38 13,05 2,17 1,00 60 22,05 33,03 2090 1954 16,68 65,95
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Outro aspecto a ser destacado sdo 0s maiores rendimentos e 0s compostos alvo
recuperados nos processos. Diferentes compostos foram observados sob condigdes de
temperatura e presséo (Tabela 3). A condicdo de maior rendimento ndo foi a mesma com a
maior porcentagem de area nos compostos majoritarios. Esses achados indicam que o EFS-CO>
foi mais seletiva para extrair o maior nimero de compostos em menor quantidade de extrato.
Os compostos interferentes ou inibidores podem ser extraidos em grandes quantidades sob
melhores condicdes de rendimento, reduzindo assim a qualidade do extrato (Confortin et al.,
2017). Ao comparar a area percentual dos compostos, é evidente que o CO supercritico
excedeu o método convencional de extracdo de Soxhlet. Embora a técnica de Soxhlet possa
proporcionar maiores rendimentos, 0 extrato possui maiores quantidades de ceras,
influenciando na identificacdo de compostos bioativos.

Os 46 compostos identificados usando EAU (Tabela 4) foram superiores aos obtidos
pelo EFS-CO; (solvente apolar). Os resultados encontrados neste trabalho podem ser
explicados pela maior solubilidade dos extratos em solucéo hidroalcodlica, quando comparada
ao CO,. Como o CO; e apolar, a solubilidade de compostos altamente polares é baixa
(Cavaleiro, 2018; Alvarez et al., 2019). Existem alguns relatorios que confirmam que o método
assistido por ultrassom resulta em aumento do rendimento de extracdo de varios fitoquimicos
com o tempo de extracdo reduzido e menor consumo de solvente (Jalili et al., 2018; Zhong et
al., 2018).

O maior nimero de compostos foi obtido a 85W/cm? de intensidade de ultrassom e 0,75
de ciclo de pulso, mostrando que altas intensidades de ultrassom levam a extracdo de maior
quantidade de compostos bioativos. Conforme mencionado anteriormente, o efeito positivo do
aumento do poder sobre o rendimento pode ser explicado por colapsos violentos de bolhas de
cavitacdo, causando destruicdo adicional das paredes celulares da matéria-prima e, portanto,
facilitando o acesso do solvente aos analitos (Goltz et al., 2018; Santos et al., 2019).

Os principais compostos foram os mesmos para ambas as matrizes: acido quinico,
citidina, acido 1,2-b benzenedicarboxylic, o Mannofuranoside, octadecenoic acid e Spirosol-5-
en-3-ol (Soalsodine). Essas atividades foram relatadas na literatura. Walters et al. (2004)
relataram que o 9- octadecenoic acid ou oleic acid € um agente antifangico contra Crinipellis
perniciosa e Pythium ultimum. Ali et al. (2017) corroboram este resultado, apresentando a
atividade flangica para este composto. Também € descrito como um antimicrobiano e
nematicida por Chandrasekaran et al. (2008). O composto milbemycin € relatado como um
antiparasitario (Hugar e Londonkar, 2017) e Martin et al. (2017) atribuiram acéo antiviral a

citidina, que é um composto central da pirimidina que desempenha um papel vital nas atividades
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bioldgicas, como os antiflngicos. O composto Soalsodine é um glicoalcaloide altamente toxico
comumente encontrado na familia Solanaceae, descrito por alguns autores (Al et al., 2016;
Kausar e Singh, 2018; Patel et al., 2013; Yuan et al., 2017). Zeng et al. (2009) relataram
atividade anti-inflamatéria do acido quinico.

Além disso, como pode ser observado nas Tabelas 3 e 4, outros compostos bioativos
foram identificados em extratos de Solanum viarum (Tabela 5). Os achados de constituintes
quimicos corroboraram com o descrito por Kausar e Singh (2018) ao estudar as folhas de
Solanum viarum, como Soalsodine e quinic acid. Braguini et al. (2018) relataram toxicidade
dos frutos de Solanum viarum contra Artemia salina. Foram descritos altos percentuais de
polifendis e taninos, concluindo que os frutos sdo altamente toxicos e podem representar um

risco para o gado por estarem disponiveis nas pastagens.

CONCLUSAO

Em conclusdo, este estudo mostrou que maiores temperaturas e maiores pressoes
apresentaram maiores rendimentos de extracdo para a EFS-COz. No entanto, essa condi¢do ndo
forneceu a maior porcentagem dos compostos principais. Ao comparar esta técnica com o
Soxhlet, ela apresentou rendimentos mais elevados. No entanto, a superioridade do EFS-CO>
quanto a composicdo é visivel. Para as EAU, os rendimentos e a composi¢do quimica foram
superiores a EFS-CO», observando que maiores valores de intensidade e ciclo de pulso
favoreceram o aumento dos rendimentos. Em geral, pode-se concluir que as técnicas de EAU e
EFS-CO2 sdo eficientes para extragdo de Solanum viarum, e os extratos obtidos s&o uma fonte
potencial de compostos bioativos, que devem ser mais bem estudados quanto as atividades

potenciais.


https://www.scielo.br/j/bjce/a/Hv5P7ZfZvRs88Tc4MRBTz3y/?lang=en
https://www.scielo.br/j/bjce/a/Hv5P7ZfZvRs88Tc4MRBTz3y/?lang=en
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Tabela 4. Composicado quimica obtida por EAU e controle das matrizes frutos e raizes de Solanum viarum.

Area Relativa (%)

Frutos Raizes
us Controle us Controle
1 2 3 4 5 6 7 8 9/10/ 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9/10/1 12
Ensaio 11 1
Compostos
2-Propenoic acid - 0,56 - - 0,59 - 0,57 088 0,67 2,25 063 159 189 189 09 156 044 1,37 1,18 2,00
Spirosol-5-en-3-ol 420 368 396 500 470 425 255 425 4,56 2,89 425 452 156 126 245 6,58 589 452 3,56 2,56
(Soalsodine)
Acetic acid, methyl 1,47 1,26 0,68 158 1,43 - 1,29 158 2,34 3,02 1,09 156 145 256 1,00 - - - - 1,96
ester
2,3-Butanediol 1,00 2,75 1,74 2,00 214 194 237 246 2,69 2,39 254 152 145 2,75 1,96 - 1,75 - - 1,89
dI-Glyceraldehyde 383 215 184 256 283 094 261 256 142 2,24 265 2,69 298 223 201 - 0,30 - - 1,51
Methane, sulfinylbis 0,85 0,48 0,22 - 0,48 0,94 0,39 0,69 - 1,03 1,31 142 152 1,01 1,02 0,91 0,92
2-Propanone, 1,3- 0,74 0,54 - - 0,52 - 0,91 - - 1,33 1,32 153 169 1,01 1,15 - 043 053 1,18 -
dihydroxy
1,2- 0,58 054 230 047 070 094 - 0,61 0,98 0,82 1,15 19 163 201 1,00 - - 1,50 - -
Cyclopentanedione
Piperazine 481 495 320 4,19 4,77 460 414 440 3,68 2,63 2,17 29% 183 20 1,77 325 041 228 129 124
Hydroxy dimethyl 0,85 1,06 182 130 08 122 176 118 149 1,41 1,42 116 132 145 1,36 - 1,02 - - -
furanone
Anhydro — sugar 1,08 125 197 148 08 081 1,20 - 1,47 1,57 0,82 09 1,20 1,30 0,98 0,92 1,56
1,2,3-Propanetriol 572 359 508 242 302 326 325 35 325 2,56 312 230 1,26 1,89 130 203 1,22 1,14 329 7,06
2,3-Dihydro-3,5- 1,15 2,04 065 141 100 140 211 165 1,79 1,53 1,10 19 120 1,9 1,90 3,02 202 230 2,90 1,20
dihydroxy-6-
methyl-4H-pyran-4-
one
Carboxylic acid 0,65 059 056 0,76 086 041 087 087 0,82 0,74 0,80 089 09 1,10 1,00 - - - 1,79 -
Benzofuran, 2,3- 1,11 099 089 255 145 262 156 290 0,57 1,89 163 130 156 154 136 375 125 196 1,89 -
dihydro
Furancarboxaldehyd 1,95 1,87 1,44 - 2,00 1,66 1,86 - 2,18 1,55 1,45 2,01 203 265 264 - 265 2,70 2,30 2,00
e
Benzenedicarboxyli 8,23 7,75 7,74 7,19 714 694 737 7,46 5,69 5,39 8,43 5,18 7,15 956 556 7,27 6,97 913 6,23 8,56
¢ acid
2-Methoxy-4- 1,14 133 1,79 311 25 245 091 1,02 0,83 1,15 2,33 2,10 1,12 4,02 404 4,09 238 398 420
vinylphenol
Cytidine 20,0 19,0 196 18,7 18,7 17,0 17,1 17,7 18,65 17,12 793 652 501 752 882 938 7,00 952 10,75 15,09
Quinic acid 7,75 808 566 700 7,76 882 7,74 7,27 751 7,53 140 155 156 180 151 182 158 17,2 12,36 15,45
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o Mannofuranoside 5,60
Hexadecanoic acid 0,74
9-octadecenoic acid 4,06

Butane-1,2,4-triol,
3-benzyloxy-
2-Furanmethanol
1,2-Ethanediol, diacetate
Cyclopentanone
1,3-Propanediol
4H-Pyran-4-one, 3-
hydroxy-2-methyl
Phenol, 2-methoxy
2-oxepanone

Propionoin
Ethanone,1-(2,6,6-
trimethyl- 1-cyclohexen-
1-yl)

2,7-dimethyl-4,5-
octandiol

4-Methyl-2,5-
dimethoxybenzaldehyde
1H-purin-6-amine
Glucitol

dl-Proline

1,8- Diazabicyclo [5.4.0]
undec-7-ene

Ethyl linoleolate
2-Pyrrolidinone, 1-
methyl-

Decanoic acid
N-Methyl-L-prolinol
Milbemycin

Ascaridole epoxide

4,16
0,80
3,24
1,92

0,44

0,38

0,24

2,07

1,58

3,30

0,98

0,84
3,58
4,48
3,23

1,52
2,15

5,20
0,96
5,26
0,39

0,75

0,96
2,90
0,51
1,38
0,72
1,17

2,31

0,90
2,07
4,12
6,12

2,69
2,65

3,55 5,05
0,49 1,30
4,25 4,26

1,16
0,77
0,33
3,6
2,30
2,32

0,62

1,00
4,0

5,33
2,12

2,96

0,50
3,12

3,64

0,80

1,00
0,87
3,56

5,53

3,25
1,00
1,63
2,60

2,15
1,26
4,28

2,65
1,06

3,43

1,45

0,84

0,24
1,12

4,48
5,70
2,26

2,96
2,72

2,44
0,96
3,25
0,51

1,93
0,71

1,85

3,81
0,96

0,90
1,79

1,00
1,14
3,56

5,74

3,56
1,00
1,65
2,20

4,25
1,60
3,96
1,94

0,77

2,02

1,48
0,33

1,79

0,50

1,01
1,13
2,26

5,84

4,25
1,96
6,41
2,10

0,64
0,42
2,97

2,58

1,16

0,33
1,56
2,89

5,30

3,65
1,52
2,52
2,12

2,25
1,26
0,40
4,72

0,63
0,50
0,40
2,00
1,84
1,21
1,53
1,60
0,44

2,89

1,29
2,45
6,25
2,15
2,00

1,63
1,52

4,12
3,12
4,41
0,89

1,20
1,15
0,58
1,12
0,62

2,17
1,06
1,12

4,98
4,10
5,10
1,36

0,46

0,35

0,71
2,21

3,61
1,51

2,42

3,92
3,10

1,36
1,20
0,69
1,36
3,12

3,21

0,32
1,63

2,15

4,39
2,78

4,52
4,11
6,07
1,96

3,15
1,12
1,65

3,12

4,60
1,56

3,12
4,52
8,07
1,63

1,52
1,63
0,96
1,67
4,20

259 245 356 285
3553 057 4,54 3,56
8,79 149

897 94
1,36 -

1,63
1,32
0,63
1,65

3,50 2,73

1,00 2,35

088 1,71

3,56 2,56
3,58 2,59

1,71

6,73

3,06

7,25

2,50

1,50

3,44
2,25

1,65
1,59
1,89
1,79
1,46

3,22

0,48

1,59

2,45

6,94
0,46

0,60

5,52
2,16

3,10

2,52

1,02

1,12

5,12
0,32

0,98

4,26
2,10

3,56
5,56
8,98

4,32

4,03

1,40

3,45

6,29
0,81

1,10

4,00
1,10

2,52
4,85
4,85

1,32

6,28

2,20
2,90
2,50

3,15
1,00
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Tabela 5. Atividades relatadas na literatura de alguns compostos encontrados neste trabalho.

Composto Bioatividade Referéncia

Farnesol Citotoxico Santos et al. (2019)
Usado em Piochon al. (2009)
dermatologia, Pauli (2006)
Antifungico

2-heptenal Composto aromatico Miranda et al.(2008)

2,4-decadienal

Phenol

Celidoniol

Nonadecane

Eicosane
Octadecane

Glucitol

Ethyl linoleolate

Linalool

Propanetriol

2,3-Dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-
4H-pyran-4-one

Benzoic acid
2-Methoxy-4-vinylphenol

Benzofuran, 2,3-dihydro

Phenol, 2-methoxy
Decanoic acid

Composto aromético

Antimicrobiano
Antioxidante
Anti-inflamatorio
Antimicrobiano
Anti-inflamatorio
Antimicrobiano
Citotoxico

Antitumoral
Antifungico

Surfactantes
Emulsificante e
estabilizante
Fragancia
Antimicrobiano
Antioxidante
Anticancer
Antioxidante
Anticancer
Antimicrobiano
Antimicrobiano
Anti-inflamatério
Anticancer
Antifungico
Antimicrobial
Anti-inflammatory
Antioxidant
Antimicrobiano
Antimicrobiano
Antioxidante
Anti-inflamatorio
Analgesico
Antimicrobiano
Anti-inflamatorio
Antimicrobiano
Nematicida
Pesticida

Chen et al.(2018)
Miranda et al.(2008)
Chen et al. (2018)
Muthulakshmi et al.(2012)
Barretto and Vootla
(2018)

Barretto and Vootla
(2018)

Barretto and Vootla
(2018)

Hsouna et al. (2011)
Amanian and Brindha
(2013)

Abu backer and Devi
(2015)

Marques et al. (2016)
Aminah et al. (2013)

Sanseera et al. (2013)

Lichtfouse (2013)

Casuga et al. (2016)
Foo et al. (2015)

Foo et al. (2015)

Foo et al. (2015)
Foo et al. (2015)

Foo et al. (2015)

Foo et al. (2015)
Selvamangai and
Bhaskar (2012)
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2-Propenoic acid Alta toxidade Fraga et al. (2017)
Inseticida
Herbicida
Antifungico
Piperazine Nematicida Demuner et al. (2001)
Mannofuranoside Anti-bacteriano Hugar and Londonkar
Antifungico (2017)
Ascaridole Hepatotoxico O’Neill et al. (2010)
Inseticida Bossou et al. (2013)
De Castro et al. (2016)
1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene Herbicida Cao et al. (2011)
Derivados de pirano - Piretroides Antifungico Chattapadhyay and
Antimicrobiano Dureja (2006)
Inseticida Viegas Junior (2003)
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CAPITULO 4 - ARTIGO 2

Neste Capitulo estdo descritas as metodologias e resultados e discussdes para a
extragdo com fluido supercritico de Senecio brasiliensis.

Extracdo com CO; supercritico de compostos de diferentes partes aéreas de Senecio
brasiliensis: Modelagem matematica e efeitos de pardmetros na qualidade do extrato

Artigo publicado no Periddico The Journal of Supercritical Fluids

https://doi.org/10.1016/j.supflu.2019.104589

Resumo

Extratos de partes aéreas (folhas, flores e caules) de Senecio brasiliensis foram obtidos
por extracdo com dioxido de carbono supercritico (EFS-COz). O objetivo foi avaliar os efeitos
da temperatura e pressao sobre os rendimentos, cinética de extragdo e composi¢do quimica. As
EFS-CO; foram realizadas a 15, 20 e 25 MPa e 40, 50 e 60°C. O método Soxhlet foi utilizado
como método comparativo a EFS-CO. e os compostos foram analisados por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas. O modelo do Sovova foi ajustado aos dados da
EFS-CO; para descrever as curvas de cinética de extragdo. Quando se utilizou a EFS-CO», o
rendimento mais elevado foi obtido a partir das folhas (1,76% em massa) a 25 MPa e 40°C. Os
principais compostos identificados de todas as matrizes foram alfa-humuleno, germacreno-D,
esfatulenol, esqualeno, tricosano, pentacosano e dotriacontano. Estes compostos tambem foram
encontrados nos extratos obtidos de folhas e flores. A EFS-CO, demonstrou ser uma tecnologia

eficiente para a extracdo de compostos bioativos de Senecio brasiliensis.

Palavras-chave: Senecio brasiliensis, Fluido supercritico, Parametros cinéticos, Metabdlitos

secundarios; Modelo de Sovova; Matrizes vegetais.

1. Introducéo

O género Senecio (Asteraceae) compreende aproximadamente 1.500 espécies [1],
sendo um dos maiores géneros de plantas com flores [2] e conhecido pela producdo de
compostos como alcaloides, sesquiterpenos e flavonoides [3]. O género Senecio possui varias
atividades bioldgicas, incluindo atividades antibacterianas, antioxidantes, antivirais,

antitumorais, analgésicas e antiinflamatérias [4-6]. Dentro dessa ampla variedade de espécies
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estd 0 Senecio brasiliensis, uma espécie nativa do Brasil, popularmente conhecida como "Maria
mole” [7, 8].

Senecio brasiliensis é uma das espécies mais toxicas do género Senecio [9]. E
amplamente distribuida no Brasil e é responsavel por um grande nimero de casos de
intoxicacdo espontanea em bovinos [10]. A toxicidade de Senecio brasiliensis € dependente da
presenca de alcaloides pirrolizidinicos, que sdo fitotoxinas naturais encontradas em muitas
plantas em todo o mundo [9], mas também é usado na medicina tradicional, principalmente na
forma de infusGes para dores de estomago [11].

As plantas compreendem uma ampla gama de metabdlitos secundarios, que
desempenham um papel importante na protecdo das plantas para o meio ambiente [8]. Os
metabdlitos secundarios sdo amplamente utilizados pelos seres humanos como medicamentos,
agroquimicos, fragrancias, biopesticidas e aditivos alimentares [12]. O tipo de extracdo a ser
utilizado na extracdo desses metabdlitos é uma consideracdo importante [13].
Tradicionalmente, a extracdo € realizada principalmente por métodos de Soxhlet e maceragéo.
Entretanto, essas técnicas exigem grandes volumes de solventes e altos tempos de extracéo,
além do uso de solventes organicos altamente toxicos [14—16].

Uma alternativa para substituir essas técnicas tradicionais € a extragdo com fluido
supercritico (EFS) [17]. Uma das principais caracteristicas da EFS é o uso de fluidos
supercriticos. Devido ao alto coeficiente de difusividade e baixa viscosidade, os fluidos
supercriticos apresentam uma rapida penetracdo do solvente na matriz, aumentando a taxa de
extragdo [18]. O dioxido de carbono (COz) é o solvente mais utilizado devido a sua baixa
toxicidade, seguranca e custo relativamente baixo. Além disso, apresenta baixas condicdes de
trabalho, presséo critica (Pc = 7,38 MPa) e temperatura critica (Tc = 31,1°C) [19].

A analise das curvas de extracdo global (CEG) por modelos matematicos pode ser Util
para avaliar a extracdo supercritica com dioxido de carbono de matrizes vegetais como folhas,
raizes, flores e muitas outras. Os modelos matematicos sdo divididos em modelos empiricos e
tedricos e sdo usados principalmente para obter informacGes sobre custos, consumo de
solventes e impacto dos principais parametros de extracdo (temperatura, pressao e vazdo de
solvente) sobre os rendimentos de extracdo [20]. Entre alguns modelos usados para descrever
0 CEG, o modelo de Sovova tem sido amplamente usado para ajustar dados experimentais de
extracdo supercritica de muitas matrizes vegetais [21-23]. Este modelo é baseado em

representar as resisténcias de transferéncia de massa interna e externa associadas a extracao
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supercritica de matrizes vegetais e leva em consideracdo a fracdo de células quebradas e ndo
quebradas carregadas no vaso de extragédo [24].

Considerando o uso desta planta para fins terapéuticos pela populacdo e seus efeitos
antagonicos, é necessario entender melhor sua composi¢do quimica. Embora os efeitos toxicos
de S. brasiliensis sejam amplamente discutidos, ndo ha informagdes sobre rendimentos de
extracdo na literatura. De fato, hd& um niimero escasso de estudos sobre a composicao quimica
envolvendo as partes aéreas de tais plantas (folhas, flores e caules), particularmente usando
EFS-CO2. Com base nesse contexto, 0o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da
temperatura e pressdo supercriticas no rendimento de Senecio brasiliensis em comparacdo a
técnica convencional de Soxhlet e determinar a composicdo quimica dos extratos obtidos,
identificando novos compostos biologicamente ativos. O modelo matematico proposto por
Sovova [24] foi utilizado para ajustar as curvas cinéticas aos dados das EFS-COs..

2. Material e Métodos
2.1  Preparagdo das amostras

O material vegetal (partes aéreas: folhas, flores e caules) de Senecio brasiliensis foi
coletado em Getulio Vargas, Rio Grande do Sul, Brasil. As amostras foram secas a 40°C até
atingirem massa constante. Em seguida, as amostras foram moidas (Modelo MA048, Marconi,
Brasil) e as particulas classificadas pelo Diametro Médio de Sauter utilizando as peneiras da

série Tyler. As amostras foram mantidas a —4°C até as extragoes.

2.2 Extracdo por Soxhlet

Todas as partes aéreas de Senecio brasiliensis foram submetidas a extracdo em um
aparato de Soxhlet (Marconi, Modelo MA491/6, Brasil) [25] com n-hexano por 150 min, a fim

de comparar os rendimentos e composicdes obtidos pela EFS-CO:..

2.3 EFS-CO:

Os ensaios de extracdo foram conduzidos em um aparelho de extracdo supercritica em
escala laboratorial utilizando CO2 como solvente. Mais detalhes sobre o aparato experimental
e o procedimento foram descritos por Confortin et al. [26]. A Equacdo 1 foi usada para

determinar o rendimento do extrato.
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Rendimento (% em massa) = (massa do extracto (g))/(massa seca inicial da matriz (g)) X 100

1)

Os valores da massa seca inicial de cada matriz solida colocada no recipiente de extragao
ndo foram constantes para as diferentes partes aéreas de Senecio brasiliensis. Embora todas as
partes aéreas tenham sido submetidas a igual pré-tratamento de moagem, a estrutura e a
composi¢do do solido sdo diferentes, resultando em didmetros médios diferentes, isso
contribuiu para a formagdo de um leito com diferentes propriedades. Por esse motivo, para
manter a altura do leito, diferentes massas secas iniciais de matriz s6lida foram utilizadas para
folhas (7,5 g), flores (4 g) e caules (9 g), submetidos a uma vazéo de solvente de 4 g/min.

Utilizou-se delineamento experimental com 2 niveis e 2 variaveis (22) e triplicata no ponto
central, totalizando sete condigdes para cada matriz (caules, folhas e flores). As extraces foram
realizadas nas temperaturas de 40, 50 e 60°C e pressdes de 15, 20 e 25 MPa. Para gerar as
curvas cinéticas de extracdo usando SC—CO, 0s extratos foram coletados em intervalos iguais
de 5 min. As extracdes foram realizadas nas temperaturas de 40, 50 e 60°C e pressdes de 15,
20 e 25 MPa. A densidade do fluido (p) foi obtida do Chemistry WebBook - National Institute
of Standards and Technology (NIST) [27]. Foi realizada a analise de variancia (ANOVA) e
aplicado o teste de Tukey para determinar diferencas significativas entre os rendimentos
(extragOes por 45 min para SC-CO>), a um nivel de incerteza de 5%, usando Statistica 8.0®

(Statsoft Inc., EUA). O desvio padréo foi baseado nos ensaios em triplicata.

2.4 Modelagem matematica

O modelo de Sovova foi ajustado aos dados experimentais do EFS-CO; obtidos neste
trabalho. A solucéo analitica é dada por trés equacdes diferentes e suas variaveis adimensionais

(Equacdes 2-9), cada uma aplicada a um estagio particular do processo [24].
Primeira etapa:

t < tcgr:
Mexe(r) = Mp - Ys - t- (1 — exp(=2)) (2
Segunda etapa:

tegr < U= tpggr:
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Meye(ry = Mp * Ys * {t —tcEr " [exp (VZ\,:(SO) “In (i <EXP <Wm—TF (tcer — t)) - 1‘)) - Z” 3)

Terceira etapa:

t> tFER:

Mevio = M- {Xo =33 n 1+ (exp (52) = 1) - exp () - Ctemn =0 1]} @)

Onde: Z, W, e r sdo as variaveis adimensionais definidas pelas Egs. 5-7.

Kea'mspp
17 =——" 5
mgps (1-¢) Q)
_ _ksamg
- mp-('l—e) (6)
x
re1-% (7)

Onde: Xo € o rendimento global do extrato (g extrato/g matéria-prima) e foi calculado
assumindo que o extrato de massa total obtido no final do CEG poderia ser usado como uma

estimativa de mp (massa total do extrato na materia prima).

Onde: Z e W sdo, respectivamente, 0s parametros proporcionais a transferéncia de massa
por fase solvente e transferéncia de massa em fase solida, e o parametro r é a fracdo de extracao
facilmente acessivel nas particulas, que depende do grau de desintegracdo durante o pré-
tratamento mecéanico [24, 27]. Os parametros kfa, ksa e r foram ajustados usando um algoritmo

ndo linear de minimos quadrados, minimizando a funcao objetivo (F):

2
F= ng=1(mg%,ci - mﬁﬁf,i 9)

Onde: mé&and m&3P

ox¢ 580, respectivamente, a massa do extrato calculada pelo modelo

e o0 valor experimental.

Alguns dados de entrada foram necessarios para ajustar os parametros do modelo de

Sovova, como esta apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1. Dados de entrada usados para ajustar os parametros do Modelo de Sovova.

Follhas Flores Caules
Umidade! (% massica) 10 10 10
Tamanho médio de particula® (um) 1294450 1070+35 802+20
Densidade solida® (g/cm®) 1,51+0,05%4  0,25+0,03 0,780,015
Densidade do leito* (g/cm?®)” 0,22+0,01  0,11+0,01 0,33+0,02
Porosidade* (-)" 0,82 0,452 0,58
Xo (g extrato/g materia prima) 0,01100 0,01200 0,00620

1O teor de umidade foi determinado pelo método gravimétrico a 105 + 3 ° C por 24 h. 2 Determinado por
peneiramento usando uma série de Tyler. * Determinado por picnometria gasosa usando hélio. 4 As propriedades
do leito foram determinadas de acordo com o procedimento experimental feito por Lima e Ferreira [ 54 ]

2.5  Cromatografia gasosa - analise por espectrometria de massa

As amostras foram analisadas em um sistema de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-Q / MS). Maores detalhes sobre o aparelho e procedimento
foram descritos por Confortin et al. [26]. Pequenas modificacdes foram feitas no programa de
temperatura do forno (5°C/min de 50°C a 280°C (15 min)), a temperatura da interface (280°C)

e 0s espectros de massa (registrados acima de 35 a 500 amu em 0,30 scan).

2.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia das amostras foi observada utilizando um microscépio eletrénico de
varredura (MEV) (Tescan, VEGA-3G, Republica Tcheca), acoplado a um detector de elétrons
secundario (SE) para obtencao das imagens. Para esta analise as amostras foram cobertas com

Au (processo de metalizacdo por sputtering, usando uma corrente de 20 mA por 90 segundos).

3. Resultados e discusséo

3.1  Rendimento de extracao

Os rendimentos das extracfes obtidas por Soxhlet e EFS-CO; das partes aéreas de
Senecio brasiliensis sdo apresentados na Tabela 2. O maior rendimento foi obtido pela extracdo
de Soxhlet, em ordem decrescente para as folhas (2,24% em massa), flores (1,92%) e caules
(0,85%).
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Quando se utilizou a EFS-CO., 0s maiores rendimentos foram encontrados para folhas
(1,76% em massa) e flores (1,56% em massa). As matrizes folhas e flores apresentaram
desempenho de rendimento semelhante, onde os maiores rendimentos foram encontrados no
ensaio 4 sob condicOes de temperatura e pressdao mais elevadas (60°C e 25 MPa). As flores
apresentaram 0 maior rendimento na condicdo de maior densidade do solvente
(aproximadamente 887,534 kg/m®), com a menor temperatura e a maior pressdo (40°C e 25
MPa). Por outro lado, as trés matrizes apresentaram 0s menores rendimentos nas condigdes de
maior temperatura e menor pressdo (60°C e 15 MPa), ou seja, com menores densidades do
solvente.

De acordo com a analise estatistica, 0 aumento da pressdo na mesma temperatura
favoreceu a um maior rendimento. A pressao foi significativa no processo, apresentando um
efeito positivo nos rendimentos. Esse comportamento também foi evidenciado por Barzotto et
al. [19], que descreveu que essa influéncia positiva pode ser atribuida a um aumento na
densidade de solventes. De acordo com Soto-Armenta et al. [23], um dos principais parametros
que influenciam as extracGes € a pressdo, pois seu aumento também aumenta a densidade do

fluido. Consequentemente, pode melhorar a solubilidade dos solutos no fluido de extragéo.

Tabela 2. Comparacdo dos rendimentos de extracdo obtidos de Senecio brasiliensis usando
EFS-CO; e Soxhlet.

. 0 p Rendimento (méssica %)
Ensaio T (°C) P (MPa) (kg/m?) Folhas Flores Caules
EFS-CO;
1 (-1)40 (+1) 15 750,501 0,79 £0,02* 1,29+0,02°° 0,11 +<0,01°
2 (-1)40 (+1)25 887,534 1,30 +<0,01°¢ 1,56 +0,02%® 0,20 + 0,01
3 (+1)60 (-1) 15 565,509 0,83+0,02°° 0,97 +<0,01® 0,10 +0,01°®
4 (+1)60 (+1)25 776,880 1,76 £<0,01®® 1,24 +0,01°® 0,25 +<0,01*®
5 (0) 50 (0) 20 765,942 0,91 +£0,01°F 1,09 + 0,02 0,15 + 0,02
6 (0) 50 (0) 20 765,942 0,90 £0,01°F 1,08 +0,02°" 0,15 + 0,02
7 (0) 50 (0) 20 765,942 0,90 +0,01°F 1,08 +0,02°" 0,16 + 0,02
Soxhlet
8 Nd Nd Nd 2,24 +0,20" 1,92 +0,10* 0,85 + 0,02°

T: temperatura; P: pressdo; p: densidade do solvente; Nd: ndo determinado.

a —e: Letras diferentes na mesma coluna representam uma diferenca significativa a 95% (p <0,05 - teste de
Tukey) entre os ensaios apenas para EFS.

A-F: Letras diferentes na mesma coluna representam uma diferenca significativa a 95% (p <0,05 - teste de

Tukey) entre os ensaios entre 0s dois métodos.
Alguns autores também observaram resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho na

EFS com outros materiais vegetais. Confortin et al. [26] estudaram os rendimentos de diferentes
matrizes de plantas de Lupinus albescens e obtiveram resultados semelhantes, onde maiores

rendimentos foram relatados em maior densidade, mas tanto a temperatura quanto a pressao
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foram significativas nos rendimentos. Frohlich et al. [28] na extracdo de Syzygium aromaticum,
avaliaram o rendimento e os rendimentos obtidos que variaram de 0,74 a 1,08% em massa,
sendo este Gltimo obtido na condicdo de maior densidade de CO». Para esses autores, a
temperatura ndo influenciou o rendimento, mas a pressdo teve efeito significativo e positivo no
rendimento da extracdo. Deve-se ressaltar que os resultados obtidos neste trabalho ndo foram
comparados com as mesmas espécies estudadas, pois ndo ha relatos na literatura, sendo este
trabalho pioneiro na extracdo supercritica de Senecio brasiliensis.

3.2 Curvas de extracdo e modelagem

A Figura 1 mostra as curvas cinéticas de extracdo total (CEGs) dos extratos de Senecio
brasiliensis obtidos para trés diferentes partes aéreas da planta (folhas (A), flores (B) e caules
(C)) e realizadas sob diferentes condicGes de extracdo. Os resultados foram expressos em
termos de massa cumulativa do extrato em funcéo do tempo de extragcdo e como rendimento (%

em peso).

Figura 1. Curvas cinéticas de extracdo de extratos obtidos de partes aéreas de Senecio
brasiliensis por EFS-CO.: A) Folhas; B) Flores; C) Caules.
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As extracOes ocorreram predominantemente nos periodos de taxa de extracdo constante
(CER) e taxa de extracdo decrescente (FER) para as folhas e flores. Para os caules, a extracao
a 25 MPa/60°C e 25 MPa/40°C néo atingiram o periodo de difusdo controlada aos 30 min das
extracOes. No entanto, com base em ensaios posteriores, observou-se uma pequena contribuicao
do tempo nos rendimentos de extracdo apds 45 min. Portanto, as curvas cinéticas de extracao
foram truncadas neste tempo de extracédo (45 min).

E importante notar pelas imagens de MEV (Fig. 2), que as partes aéreas de Senecio
brasiliensis apresentaram diferencas em seus aspectos morfoldgicos, o que pode estar associado
a comportamentos distintos de CEGs encontrados neste trabalho. As diferencas morfoldgicas
podem impactar nos rendimentos de extracdo. Os caules tém uma superficie menos porosa que

as demais matrizes vegetais. Este aspecto pode aumentar a resisténcia a transferéncia de massa



93

interna na extragdo, mesmo quando os maiores valores de pressao e temperatura utilizados neste

trabalho foram selecionados.

Figura 2. MEV imagem das matrizes de Senecio brasiliensis antes e depois das extragdes: (A)
antes da extracdo (matéria prima fresca); (B) extracdo por Soxhlet; (C) EFS-CO3; (1) Folhas;
(2) Flores; (3) Caules.

Magnification: 5000 X

Magnification: 5000 X
50 um 50 um 50 um

Para as folhas, a condicdo de 25 MPa/60°C apresentou o maior rendimento de extracao
e a maior taxa de transferéncia de massa entre todos os ensaios de EFS-CO; (Fig. 1). A extracdo
méaxima de 1,76% em massa e foi obtida no final do periodo FER (aproximadamente 30 min).
O menor desempenho de extracdo foi a 15 MPa/40°C, onde foi observado um rendimento de
extracdo duas vezes menor que a melhor condicao (25 MPa/60°C). Nesta condicédo de extracdo
(15 MPa/40°C), o periodo de CER é maior do que o obtido no melhor desempenho de extracéo,
0 que sugere que a densidade do solvente ndo € a principal razdo para aumentar os rendimentos

de extracdo. As diferentes condicGes alteraram as caracteristicas do solvente e foram
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responsaveis pela interacdo entre o solvente e 0s solutos. No entanto, os efeitos da pressao de
vapor devem ser investigados.

Geralmente, o aumento na densidade de solventes corrobora com o aumento nos
rendimentos de extracdo aumentando o poder de solvéncia do solvente. No entanto, para as
folhas, 0 melhor desempenho de extracdo ndo foi obtido para a condigéo de extragdo com maior
densidade de solvente, mas nas condicGes de extracdo onde maiores valores de presséo e
temperatura foram utilizados (25 MPa e 80°C). Embora 0 aumento na temperatura diminuiu a
densidade do CO> supercritico, ocorreu um aumento na pressdo de vapor dos solutos com o
aumento da temperatura, causando competicdo entre esses efeitos. O comportamento observado
neste trabalho é conhecido como efeito da solubilidade retrograda ou fen6meno de crossover,
sendo comum na extracdo com fluidos supercriticos [30]. No estudo realizado por Soares et al.
[22], a pressdo de vapor supera o poder de solvatacdo na extracdo com fluido supercritico de
compostos de sementes de Populus nigra usando CO, como solvente.

Nas extracOes realizadas com flores (Fig. 1B), foi observado um padrdo diferente de
rendimento, atingindo um rendimento de extracao variando de 0,97 a 1,56% em peso. O melhor
desempenho foi obtido a 25 MPa /40°C e obteve-se rendimento de extracéo de 1,56% em massa
ao final do periodo FER. No final do periodo de CER, aproximadamente 90% do rendimento
total de extracdo foi alcancado para todas as condigdes de extracdo, o que é uma alta proporcéo.
Este resultado mostra que o poder de solvatacdo do solvente € o principal fator associado a
transferéncia de massa na extracdo de SC-CO das flores. A condi¢cdo menos favoravel foi a de
15 MPa/60°C, corroborando com as premissas feitas sobre o poder de solvatacdo do solvente.
Nesta condicdo, o solvente possui uma densidade menor entre todas as condi¢des investigadas
neste trabalho.

Os caules apresentaram os menores rendimentos de extracdo entre todos 0s ensaios
realizadas neste trabalho, variando de 0,10% em massa a 15 MPa/60°C a 0,25% em massa a
25MPa/60°C. Para esta parte do Senecio brasiliensis, pressdes maiores que 17 MPa, a pressao
de vapor supera 0s rendimentos de extragdo, enquanto para pressdes menores que 17 MPa a
densidade do solvente controlou os rendimentos da extracdo. Isso é conhecido como
comportamento crossover, onde se estabelece uma competicdo pelo aumento da temperatura na
diminuicdo da densidade e no aumento da pressdo de vapor do soluto [30].

Em relacdo a modelagem matematica, a Tabela 3 apresenta os parametros cinéticos
ajustados pelo modelo de Sovova e os coeficientes de transferéncia de massa (K. € ksa), que
foram obtidos das Eq.s (2), (3) e(4). Para todas as partes aéreas de Senecio brasiliensis, 0s

valores de ks, (0,25-0,65 min™t) foram aproximadamente uma ordem de magnitude superiores
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do que ks (0,03-0,09 min™1). Este é um resultado consistente porque espera-se que a resisténcia
a transferéncia de massa na fase fluida seja alta, uma vez que as células foram parcialmente
rompidas por moagem mecanica e os solutos eram facilmente acessiveis no inicio da extracéo.
As diferencas nos valores de Kk e ksa Obtidos para as partes aéreas de Senecio brasiliensis foram
semelhantes as encontradas por Canabarro, Mazutti e Ferreira [21] na extracdo de 6leo de folhas
de oliveira. Esses autores também obtiveram valores de ks com uma magnitude de ordem
superior que o ks.. Para folhas de oliveira secas a 50°C e extraidas a 40°C e 25MPa, 0 K € Ksa
foram 0,187 mint e 0,022 min, respectivamente. Na secagem a 70°C e extracdo nas mesmas
condicdes de pressdo e temperatura, K. € ksa foram ligeiramente menores, 0,152 min* e 0,018
min’%, respectivamente. Em outro estudo onde o 6leo foi extraido de sementes de Populus nigra
[22] a 40°C e 25 MPa, 0 ks, € ksa foram de 0,073 min™ e 0,009 min%, respectivamente, indicando
valores aproximadamente 10 vezes inferiores aos apresentados nesse trabalho.

Tabela 3. EFS-CO; de Senecio brasiliensis: parametros ajustados usando o modelo de Sovova.

Folhas
Ensaio 1 2 3 4 5/6/7
kfa (1/min) 0,44 0,33 0,25 0,34 0,65
Ksa (1/min) 0,05 0,03 0,08 0,08 0,05
Xk 0,007 0,006 0,007 0,005 0,002
r(-) 0,36 0,38 0,33 0,37 0,39
Y*(g extrato/g CO>) 0,0007 0,0012 0,0012 0,0022 0,0009
R2 (-) 0,97 0,98 0,98 0,97 0,98
RMSE (-) 0,045 0,012 0,020 0,003 0,038
Flores
Ensaio 1 2 3 4 51617
Ksa (1/min) 0,43 0,53 0,29 0,37 0,30
Ksa (1/min) 0,12 0,20 0,14 0,15 0,18
Xk 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008
r(-) 0,26 0,26 0,28 0,35 0,32
Y*(g extrato/g CO>) 0,0007 0,0010 0,0006 0,0008 0,0008
R2 (-) 0,98 0,99 0,96 0,96 0,97
RMSE (-) 0,019 0,0150 0,031 0,016 0,026
Caules
Ensaio 1 2 3 4 51617
Kfa (1/min) 0,29 0,48 0,25 0,35 0,28
Ksa (1/min) 0,20 0,16 0,15 0,27 0,18
Xk 0,004 0,005 0,003 0,004 0,003
r(-) 0,30 0,21 0,25 0,28 0,22
Y (g extrato/g CO2) 0,0002 0,0002 0,0002 0,0004 0,0002
R2 (-) 0,99 0,96 0,99 0,99 0,99
RMSE (-) 0,007 0,028 0,004 0,010 0,008

ks: coeficiente de transferéncia de massa para fase de fluido; ks.: coeficiente de transferéncia de massa para fase
solida; r: fracdo de células quebradas; R% coeficinte de determinagdo; RMSE: raiz quadrada média do erro.
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No modelo de Sovov4, a fragdo de extrato facilmente acessivel é dada pelo parametro r.
E afetado por pré-tratamentos como secagem, moagem e peneiramento [31, 32]. Os valores de
r no presente estudo permaneceram na faixa de 0,53 a 0,68. Embora as matrizes utilizadas nas
diferentes extracdes tenham sido submetidas a operagbes de pré-tratamento idénticas, a
morfologia desses materiais era diferente (Fig.2). Os valores de r obtidos por Canabarro,
Mazutti e Ferreira [21] foram superiores aos valores obtidos neste trabalho. Este
comportamento pode ser atribuido aos diferentes pré-tratamentos a que a matriz vegetal foi
submetida. Nesse caso, a secagem das folhas de oliveira foi feita em secador semi-industrial de
esteira rolante, enquanto neste trabalho as partes aéreas de Senecio brasiliensis foram secas em
estufa sem conveccao forgada.

A comparacdo entre os dados simulados e experimentais na Figura 1 apresenta boa
concordancia para todos os ensaios de extracdes, apresentando valores elevados de coeficientes
de correlagdo (R? > 0,96) e baixos valores de erro quadratico médio (RMSE). A interacio entre
a solubilidade dos solutos e 0s mecanismos de transferéncia de massa é bastante complexa e
depende fortemente da pressdo e da temperatura, levando a extratos com diferentes
composicdes, dependendo da combinagéo da presséo de extracdo e da temperatura. A Tabela 4
apresenta estas diferencas de composicdo, onde pode ser observada a concentragdo dos

principais compostos encontrados nos extratos obtidos em diferentes condices.

3.3  Composic¢édo quimica dos extratos

Os estudos relatados na literatura sobre os compostos de Senecio brasiliensis estdo
praticamente concentrados na identificacdo de alcaloides pirrolizidinicos como a intergerrimina
e a senecionina [9, 33, 34, 35], o que corrobora os resultados obtidos neste trabalho , onde esses
compostos estdo presentes em altas proporces. No entanto, os extratos obtidos neste estudo
também apresentaram outros compostos (Tabela 4). A maioria dos compostos, como elemeno,
alfa-humuleno, cariofileno, germacreno-D, espatulenol, neofitadieno, fitol e esqualeno sdo
conhecidos por serem biologicamente ativos, sendo responsaveis por varias atividades
[36], [37], [38], [39], [40], [41], [42], [43].

A identificacdo cromatografica revelou altos niveis de sesquiterpenos seguidos de
alcal6ides pirrolizidinicos (Fig. 3), apresentando-se como principais compostos para as flores e
folhas: integerrimina, elemeno, alfa-humuleno, cariofileno e germacreno-D. Além disso, outros
compostos foram identificados, como espatulenol, neofitadieno, fitol e esqualeno. A

integerrimina, um dos principais compostos, alcaloide da pirrolizidina, foi relatada como um
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composto toxico [9]. Houve diferenca de composicdo entre as partes estudadas, mas as flores e

folhas apresentaram semelhancas, e os caules apresentaram espatulenol como composto
majoritario em todas as condicdes.

Figura 3. Principais classes de compostos de Senecio brasiliensis. TerpenQi_des (H); Alcaléides
(C1); Acidos Graxos (llll); Alccol (E); Aldeidos (::1); Alcanos aciclicos (&i); Outras classes (
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Os compostos identificados neste trabalho sdo relatados na literatura cientifica com altas
bioatividades. O composto B-elemeno € relatado como tendo propriedades antiinflamatérias e
antitumorais [36, 37] e elucidado com atividades semelhantes a quimioterapia [44]. O alfa-
humuleno foi descrito com propriedades antiinflamatoérias [38], também sendo relatado como
um larvicida, que é toxico contra larvas de Anopheles, Aedes e Culex [45]. Alfa-humuleno
também foi relatado como um inseticida, exibindo atividade contra Helicoverpa armigera [46].
O B-cariofileno, um importante canabinoide derivado de 6leos essenciais de diferentes espécies
[39], é descrito com propriedades antiinflamatdrias e atividade antimicrobiana [47, 48]. O B-
cariofileno também desempenha um papel importante na atracdo de polinizadores [49, 50].
Germacrene-D é um precursor biogenético de muitas outras estruturas sesquiterpénicas [40]. O
espatulenol  apresenta  atividade antioxidante, antiinflamatéria, antiproliferativa,
antimicobacteriana [41] e antifungica [51]. O uso combinado de neofitadieno e fitol apresenta
atividade inseticida [42], enquanto o esqualeno é altamente relatado com aplicacdes medicinais,
terapéuticas e cosméticas [43].

Na comparacéo entre rendimento e compostos, a condicdo com maior rendimento foi a
mesma que apresentou maior porcentagem de area nos compostos majoritarios. Esses achados
indicam que a EFS-CO: foi seletiva para extrair a maior quantidade de compostos (Tabela 4)
em uma quantidade maior de extrato. Ao comparar as técnicas utilizadas em relacdo aos
compostos identificados, a EFS-CO> extraiu mais compostos do que o método de extracdo
Soxhlet convencional. Embora o Soxhlet possa proporcionar rendimentos totais maiores, o
extrato pode conter maiores quantidades de compostos indesejaveis como ceras, interferindo na
identificacdo e separacdo de compostos bioativos.

Para representar como as técnicas de extracdo podem causar algumas alteracdes
estruturais nas plantas, a superficie das particulas das matrizes de Senecio brasiliensis foram

observadas por MEV. A superficie dos tecidos da matriz mostrou integridade antes da extracao,
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mas foi ligeiramente danificada ap0s a extracdo. A aplicacdo das duas técnicas utilizadas neste
trabalho provoca alteragdes na superficie dos tecidos (Fig. 2). De maneira geral, 0 SC-CO>
apresentou danos nas células na forma de trincas e descamacdo, muito superiores aos danos
causados pelo Soxhlet, o que pode explicar a extracdo de um maior nimero de compostos pelo
SC-CO0..

4. Conclusao

Este trabalho apresenta dados de rendimento, modelagem matematica e composi¢cdo
quimica de extratos obtidos de flores, folhas e caules de Senecio brasiliensis por EFS-CO; e
Soxhlet. Os maiores rendimentos de extracdo foram obtidos para folhas (1,76% em massa,;
60°C/25 MPa), flores (1,56% em massa; 40°C/25 MPa) e caules (0,25% em massa; 60°C/25
MPa). As comparagdes entre os dados simulados e experimentais foram adequadas, onde foram
encontrados altos valores dos coeficientes de correlacdo e baixos valores do erro quadréatico
médio. De fato, a descricdo das curvas cinéticas pelo modelo de Sovova foi satisfatoria. Senecio
brasiliensis apresentou varios compostos bioativos, sendo a classe dos sesquiterpenos a mais
representativa. Os principais compostos identificados nos extratos foram integerrimina,
elemeno, alfa-humuleno, cariofileno e germacreno-D. O SC-CO; demonstrou ser uma
tecnologia eficiente para a extracdo de compostos bioativos desta planta pouco investigada, mas
promissora (Senecio brasiliensis), 0 que pode estimular novos estudos em areas relacionadas a

biologia.
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Tabela 4. Compostos quimicos obtidos por EFS-CO- e Soxhlet de diferentes matrizes de Senecio brasiliensis.

Area Relativa (%6)

Folhas Flores Caules

EFS-CO; Sox EFS-CO; Sox EFS-CO; Sox
Ensaio 1 2 3 4 5/6/7 8 1 2 3 4 5/6/7 8 1 2 3 4 5/6/7 8
Compostos
Cyclohexane 0,58 - 0,62 - 2,15 1,23 1,12 1,10 - 3,76 3,00 - - - - - -
Beta. Elemene 2,56 296 1,96 3,02 1,98 0,89 2,98 1,85 2,56 2,10 2,01 0,97 - - - - - -
Elemene isomer 11,25 12,59 9,52 12,89 9,86 5,52 9,52 10,85 9,13 10,29 9,75 5,12 - - - - - -
Alpha.-humulene 10,56 11,02 7,56 12,01 8,05 6,52 10,98 10,24 9,98 10,89 10,56 6,85 5,25 5,10 5,36 6,02 5,96 4,52
Caryophyllene 9,56 10,06 8,86 10,56 8,52 5,52 19,68 22,22 1958 2352 17,87 11,54 - - - - - -
Germacrene-D 11,52 12,60 9,12 12,85 9,03 2,52 11,87 11,96 10,32 11,99 11,52 8,52 6,52 6,23 6,20 7,01 6,96 5,90
Bicyclogermacrene 2,58 1,56 0,85 1,02 0,98 0,52 3,58 3,10 3,10 3,21 3,05 - - - - - - -
Tetramethylbicyclo - 0,85 0,25 - 3,20 2,56 2,14 2,36 2,36 2,33 - - - - - - -
1,7-dimethylcyclodeca - - - 1,52 - 1,02 - 1,23 1,02 1,90 1,96 1,85 - - - - - - -
2,7-dienol
Spathulenol 5,56 6,58 526 6,96 5,13 2,52 4,23 4,69 4,56 4,52 4,98 3,26 3252 26,67 26,96 3856 29,58 19,10
Cycloheptane - - 2,21 - 1,10 3,56 - - - - - - - - - - - -
Neophytadiene 5,58 4,42 153 586 3,52 1,20 3,25 2,15 3,12 3,90 3,25 - - - - - - -
Hexadecen-1-ol - - 1,10 - 2,10 - 2,10 1,98 1,65 1,75 1,63 - - - - - - -
Phytol 6,86 6,23 456 6,85 4,96 1,20 3,54 2,89 2,53 2,96 2,84 - - - - - - -
N-isobutyltetradeca - - 0,89 - 2,20 0,98 1,15 1,95 1,98 1,67 - - - - - -
Octacosyl - - 0,96 - 0,87 0,98 1,10 1,05 1,63 1,23 1,58 - - - - - - -
pentafluoropropionate
Squalene 6,96 525 4,21 5,02 5,02 1,52 3,25 3,56 2,25 3,89 3,67 1,10 - - - - - -
Isospathulenol 3,56 359 356 1,98 4,15 0,95 2,25 1,39 2,45 3,01 2,56 0,86 - - - - - -
Eicosanal - - 0,96 - 0,87 1,10 - - 1,0 - - - - - - - - -
Senecionine 5,23 5,10 5,25 5,96 4,10 1,23 3,25 2,69 2,41 3,56 2,56 - - - - - - -
Docasanal 1,20 1,12 158 - - 1,52 - - 2,32 - - 2,15 - - - - - -
Integerrimine 11,25 10,56 9,56 3,02 8,45 6,25 5,45 6,63 5,86 5,98 5,25 3,52 - - - - - -
1-hexacosanol - 1,12 - 0,89 - - - 1,80 - - - - - - - - -
Vitamin E 0,52 - 1,12 - - - - - - - - - -
Carboxylic acid, ethyl - - 0,86 - 0,65 - 2,10 1,12 1,56 0,90 2,24 1,10 - - - - - -
ester
Phenyl 1,52 1,59 1,10 - 1,32 - 1,52 1,63 1,23 - 1,20 - - - - - - -
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Tabela 4. (continuacéo).

Area Relativa (%6)

Folhas Flores Caules

EFS-CO; Sox EFS-CO; Sox EFS-CO; Sox
Ensaio 1 2 3 4 5/6/7 8 1 2 3 5/6/7 8 1 2 3 4 5/6/7 8
Compostos
5-formyl-3-methyl-1H- 1,52 1,52 1,12 1,00 - - - - - - - - - - - - -
pyrrole-2,4-dicarboxylic
acid
4-bromocholest-4-en-3- - 1,56 1,86 - - - 2,10 1,96 1,58 1,52 - - - - - - -
one
octadecenoic acid - 052 0,86 - - 1,25 1,02 1,25 - - - - - - -
3,5,9-trioxa-4- - - 0,96 - 1,12 - - - - - - 2.56 2.63 2.14 3.25 - -
phosphaheptacosan-1-
aminium
9,12-octadecadienoic 0,63 - 0,59 - 0,89 - - - - - - 3.52 2.58 2.52 3.86 - 3.25
acid
Methyl stearate - 0,10 0,86 - - 1,25 1,36 1,05 1,10 - - - - - - -
Tricosane 1,00 - 3,20 - 10,42 19,95 - - - - 10,52 25.12 9.58 10.56 10.32 10.98 9.53
Pentacosane - 0,23 4,46 - 5,00 10,56 - - - - 21,49 2451  10.55 9.58 9,23 9.52 10.52
Dotriacontane - - - - - 18,42 - - - - 20,0 - 2252 36.41 2175 37.0 47.18

Sox: Soxhlet
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CAPITULO 5 - ARTIGO 3

Nesta secdo estdo descritas as metodologias e resultados e discussfes para extracao
assistida por ultrassom, extracdo com liquido pressurizado e hidrodifusdo e gravidade por
micro-ondas da parte aérea de Senecio brasiliensis, com foco em dois alcaldides
pirrolizidinicos: integerrimina e senecionina.

Extracdo de compostos bioativos de Senecio brasiliensis usando tecnologias
emergentes

Artigo publicado no Periédico 3 Biotech

https://doi.org/10.1007/s13205-021-02845-1
RESUMO

Vérias espécies de plantas sintetizam metabdlitos secundarios biologicamente ativos.
Alcaloides pirrolizidinicos sdo um grande grupo de biotoxinas produzidas por milhares de
espécies de plantas para protecdo contra o ataque de insetos e herbivoros, mas séo altamente
toxicos para humanos e animais. Neste estudo, extratos da parte aérea de Senecio brasiliensis
foram obtidos por meio de diferentes tecnologias: extracdo assistida por ultrassom (EAU),
extracdo com liquido pressurizado (ELP) e hidrodifusdo e gravidade por micro-ondas (HGM).
O estudo teve como objetivo avaliar a eficacia destas tecnologias para a extracao de compostos
quimicos encontrados nesta planta, com foco em dois alcal6ides pirrolizidinicos: integerrimina
e senecionina. Parametros influentes no rendimento e na composicdo quimica também foram
avaliados: para EAU e HGM, temperatura e pressdo; para ELP, temperatura e porcentagem de
etanol. Todas as técnicas de extracdo foram eficientes para a extracdo de integerrimina e
senecionina. A extracdo assistida por ultrassom e a extracdo com liquido pressurizado
destacaram-se pelos maiores rendimentos e nuimero de compostos. A ELP apresentou
rendimento maximo de 18,63% para a matriz folha e a EAU um rendimento maximo de 11,82%
para a mesma matriz.

Palavras-chave: Género Senecio; Metodologias de extracdo inovadoras; Fitoquimicos; Extratos

ricos em alcaldides
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1. INTRODUCAO

As plantas sintetizam uma ampla gama de metabdlitos secundéarios, a maioria dos quais
evoluiu para promover a sobrevivéncia de plantas protegendo de fatores externos, como insetos,
herbivoros, predadores e patdgenos (Macedo et al. 2017; Thakur et al. 2019). Os metabdélitos
secundarios foram convencionalmente divididos em trés categorias: alcal6ides, terpendides e
fendlicos (Zaynab et al. 2018). Os alcaldides pirrolizidinicos estdo entre os mais hepatotoxicos
e estdo amplamente distribuidos em todo o mundo (Xu et al. 2019). Eles sdo encontrados em
todas as partes da planta ou tecidos especificos, como raizes e sementes. Suas funcdes
ecologicamente importantes incluem a protecdo das plantas contra pragas e herbivoros, a
atracdo de insetos para a polinizagdo e a composi¢do de compostos importantes do ponto de
vista farmacologico (Takshak e Agrawal 2019); no entanto, devido a sua toxicidade, eles
também afetam humanos e animais (Wiedenfeld e Edgar 2011; Kaczynski e L.ozowicka 2020).

Eles s&o encontrados principalmente em plantas das familias Asteraceae,
Boraginaceae, Fabaceae e Orchidaceae (Ratmanova et al. 2020). Dentro da familia Asteraceae,
destaca-se 0 género Senecio, que possui como compostos ativos toxicos, os alcaloides
pirrolizidinicos. Uma atencdo especial € dada as espécies de Senecio brasiliensis, que
apresentam a integerrimina e a senecionina como 0s principais alcaloides da pirrolizidina
(Sandini et al. 2013). Os maiores teores de alcaldides sdo encontrados quando a planta esta no
periodo de floracdo, com variacdo consideravel na quantidade do ingrediente ativo téxico em
diferentes partes da planta (Karam et al. 2004). Senecio brasiliensis € uma espécie de planta
nativa e nao endémica popularmente conhecida como “Flor-das-Almas”, “Margaridinha” ou
“Maria mole” (De Souza et al. 2015; Macedo et al. 2017). Geralmente esta presente nas regides
Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, ocorrendo também no Uruguai, Paraguai e Argentina
(Pilati e Barros 2007; Sandini et al. 2013).

Integerrimina e senecionina sdo compostos considerados alcaloides pirrolizidinicos ou
fitotoxinas naturais comumente encontrados em plantas do género Senecio (Trigo et al. 2003;
Toma et al. 2004; Elias et al. 2011; De Souza et al. 2015). Plantas com alcaloides
pirrolizidinicos sdo consideradas causas comuns de intoxicacdes naturais que afetam rebanhos,
animais selvagens e humanos (Elias et al. 2011; Sandini et al. 2013). Em estudos com diferentes
doses de alcaloides pirrolizidinicos durante a gravidez em animais, Guo et al. (2013)
verificaram perda pds-implante, mortalidade fetal, efeitos abortivos e fetotoxicos. Sandini et al.
(2013) indicam que a exposicdo pré-natal ao N-0xido de integerrimina de Senecio brasiliensis

induz toxicidade e afeta o desenvolvimento pds-natal de filhotes de ratos.
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O método extrativo a ser aplicado é uma consideracdo importante na extracdo de
compostos bioativos de plantas (Goltz et al. 2018) e varias técnicas de extracdo podem ser
utilizadas. Tecnologias emergentes de extragdo estdo sendo usadas com sucesso para alcangar
uma extracdo “verde” e sustentavel (Soquetta et al. 2018). Entre eles estdo a extracdo assistida
por ultrassom (EAU) (Wei et al. 2019), micro-ondas (MQO) e extracdo com liquidos
pressurizados (ELP) (Castejon et al. 2017; Santos et al. 2019b). Estas técnicas tém sido
consideradas capazes de resolver problemas associados aos métodos convencionais de extracao.
EAU é um processo que simplifica as condicdes de manuseio e processamento, proporciona
maior pureza do produto final, reduz a quantidade de solvente usado e também a energia
necessaria quando comparado aos métodos convencionais, por trabalhar em temperaturas mais
baixas ou evitar a eliminagdo de solvente caro (Chemat et al. 2011).

A ELP apresenta varias caracteristicas que o tornam um excelente substituto para os
métodos convencionais de extracdo. O uso de alta temperatura e pressao durante a extracdo nao
s0 aumenta o rendimento da extragdo, mas também reduz o tempo e o0 consumo de solvente
(Mustafa e Turner 2011). A extracdo de MO também ganhou enorme popularidade como um
processo ecologico para extracdo de metabolitos secundarios (Yu et al. 2013; Filly et al. 2014),
aumentando a quantidade de extrato, reduzindo o tempo de extracdo, reduzindo o custo e o
consumo de energia. No contexto do uso de MO, a técnica de extracdo conhecida como
Hidrodifusdo e Gravidade de Micro-ondas (HGM) (Chemat et al. 2017) potencializou os limites
da extracdo assistida por micro-ondas para um processo inovador, rapido, eficiente e ecologico,
sem qualquer tipo de degradacéo na qualidade do extrato (Gonzalez et al. 2013; Lopez-Hortas
et al. 2016; Benmoussa et al. 2018).

Considerando que os relatos da literatura para Senecio brasiliensis apontam a presenca
de alcaloides pirolizidinicos, houve interesse em investigar esta espécie vegetal. Além disso, ha
um namero limitado de estudos sobre a composi¢do quimica e rendimento de extracdo de partes
aéreas dessas plantas (flores, folhas e caule), e até o momento nenhuma referéncia nas principais
bases de dados cientificas foi encontrada usando EAU, ELP e HGM como técnicas de extracao.
Assim, neste estudo foram avaliadas diferentes metodologias de extracdo nas seguintes
respostas: rendimento dos extratos e composicao quimica dos extratos, com especial atencédo

aos alcaloides pirrolizidinicos das diferentes matrizes vegetais de Senecio brasiliensis.
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2. MATERIAL E METODOS

2. 1 Preparacao da amostra

O material vegetal de Senecio brasiliensis (flores, folhas e caules) foi coletado em area
de pastagem com solo compactado no norte do estado do Rio Grande do Sul (S: 27°55'39,43/
W: 52°7'37,14). As amostras foram secas a 40°C até massa constante e mantidas a -4°C até as

extracoes.

2.2 Extragéo Assistida por Ultrassom

O aparato experimental (processador de ultrassom de alta intensidade de 400 W e
frequéncia de 24 kHz - Hielscher, Model UP 400S, Alemanha, sonda de titanio Modelo H22,
Tip 22) utilizado foi descrito por Sallet et al. (2019). Cada amostra (2,5 g) e 100 mL de solucéo
hidroalcodlica (60 mL de etanol e 40 mL de 4gua) foram utilizados para as extracdes. Todas as
extracOes foram realizadas a 40°C + 2°C por 30 min (definido com base em testes preliminares).
Os experimentos foram planejados segundo um delineamento composto central rotacional
(DCCR), onde as variaveis analisadas foram intensidade de poténcia (maximo de 85 W/cm?) e
ciclo (valor maximo de 1,0 s/s). Apo0s a extragdo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm
por 5 min. A fase liquida foi cuidadosamente coletada e os solventes evaporados sob vacuo a
40°C. O experimento controle foi realizado com maceracdo convencional na mesma

temperatura e proporcao de solvente (v/v), sem sonificacdo, mas com tempo superior a 24 h.

2.3 Extracdo por Liquidos Pressurizados

Para extracdo com liquido pressurizado, o método de extracdo dindmica foi aplicado.
Etanol e/ou agua foram usados como solventes. Para os procedimentos de extracgdo,
aproximadamente 10 g de amostra (seca e moida) foram carregados na célula de extracdo. Em
seguida, as condicOes de temperatura e pressao foram estabelecidas e o solvente foi bombeado
do reservatdrio para a célula de extracdo por uma bomba de HPLC. Este método consiste em
uma vazdo continua de solvente. O sistema foi mantido estatico por 20 min e a extracao
dindmica iniciada atraves da abertura micrométrica da valvula.

Os experimentos foram baseados em um DCCR. As variaveis avaliadas foram

temperatura e porcentagem de etanol no solvente. As condi¢bes operacionais foram baseadas
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no trabalho de Vigand et al. (2016). As temperaturas utilizadas foram 30, 45 e 60°C e as
porcentagens de etanol no solvente foram 70, 85 e 100% (v/v). A pressao foi mantida a 10 MPa.
As vazdes do solvente foram 3,0, 2,8 e 2,7 mL/min para porcentagens de etanol de 100, 85 e
70%, respectivamente, para manter constante o fluxo de massa do solvente (2,4 g/min). O tempo
de extracdo foi de 30 minutos. Os extratos obtidos foram coletados em frascos de vidro e
armazenados a -18°C na auséncia de luz para posterior analise.

O rendimento global de extracéo foi calculado de acordo com a seguinte equacao

Rendimento (%) = (massa do extrato (g)) / (massa seca da matriz inicial (g)) X 100

(1)

2.4 Extracdo Hidrodifusédo e Gravidade de Micro-ondas

A extracdo de HGM foi realizada em um equipamento de micro-ondas 2,45 GHz
(NEOS-GR multimodo Milestone, Bergamo, Italia). As condigdes operacionais foram
estabelecidas com base no trabalho de Ferreira et al. (2020), sob presséo atmosférica (0,1 MPa)
e 400 W de poténcia por 20 min. Detalhes complementares sobre o equipamento e
procedimento foram descritos por Ferreira et al. (2020). As amostras (100 g para cada matriz
vegetal) foram umidificadas antes da extracdo, por imersdo da planta no solvente por 1 h,
possibilitando a absor¢do completa do liquido. Foram avaliadas as extracdes embebendo as
matrizes apenas em agua ou em solucdo hidroalcodlica (60 mL de etanol e 40 mL de agua).
Apos a extracdo, o extrato foi coletado em um recipiente fora da cavidade de irradiacdo de

micro-ondas e o solvente foi evaporado para posterior analise cromatografica.

2.5 Composicao quimica

As amostras foram analisadas em sistema GC-Q/MS. Os procedimentos e detalhes do
equipamento foram descritos anteriormente por Confortin et al. (2019). Pequenas modificacdes
foram feitas no programa e a temperatura do injetor foi mantida em 320°C. 1 pL de cada amostra
foi injetado com uma proporcao de separacdo de 1:40. O programa de temperatura do forno
utilizado foi de 5°C/min de 80 a 300°C (15 min de espera). A temperatura da interface foi
mantida em 320°C e a temperatura da fonte de ions em 260°C. Os espectros de massa foram

registrados acima de 35-500 amu, a 3,3s varreduras com energia de ionizacdo de 70 eV. A
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identificacdo dos componentes individuais foi feita por meio de seus indices de retencdo
relativos, de acordo com o Wiley Registry of Mass Spectral Data (Palisade Corporation,
Newfield, NY).

2.6 Microscopia eletrdnica de varredura

A morfologia da amostra foi avaliada em microscopio eletrénico de varredura (MEV)
(Tescan, VEGA-3G, Republica Tcheca) acoplado a detector de elétrons secundario para
obtencdo das imagens. Para proceder a esta analise, as amostras foram recobertas com ouro

(processo de metalizacdo por spray, utilizando uma corrente elétrica de 20 mA por 90 s).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Extragéo Assistida por Ultrassom

A Tabela 1 apresenta as variaveis (intensidade e ciclo) e as respostas do DCCR. As
matrizes de plantas apresentaram comportamentos semelhantes, com os maiores rendimentos
obtidos no ensaio 4 com altos valores de intensidade de poténcia (75,11 W/cm?) e ciclo (0,93),
enquanto os menores rendimentos foram obtidos no ensaio 5 com a menor intensidade de
poténcia (17 W/cm?) e ciclo (0,75). Os rendimentos em peso variaram de 7,14% a 3,56% para
a flor, de 11,82% a 6,13% para a folha e de 5,69% a 2,85% para o caule.

Comparando a extracdo convencional (ensaio 12) com a EAU de maior rendimento
(ensaio 4), foram observados aumentos significativos de rendimento de 60, 50 e 60% para flor,
folha e caule, respectivamente. O tempo de extracdo também deve ser levado em consideracéo.
Para a extracdo convencional, o tempo foi de 24 horas, enquanto para a EAU foi de 30 minutos.
Esses aumentos de rendimento podem ser explicados pelo fenbmeno denominado cavitacao
acustica gerado pela sonda ultrassdnica, que influencia o fluido ao redor das particulas sélidas
e provoca alteragdes na estrutura interna do material vegetal (afetando a parede celular e/ou

aumentando seus poros) (Trojanowska et al. 2019).
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Tabela 1. Rendimentos das matrizes flor, folha e caule de Senecio brasiliensis obtidos por
extracao assistida por ultrassom usando um DCCR.

. . . Ciclo de trabalho Rendimento
Ensaio Intensidade de Poténcia (W/cm?) (sls) (wt.%)
Flores Folhas Caules
1 26,89 (-1) 0,57 (-1) 4,32 6,31 3,24
2 75,11 (1) 0,57 (-1) 6,41 10,15 4,55
3 26,89 (-1) 0,93 (1) 5,00 7,37 3,55
4 75,11 (1) 0,93 (1) 7,14 11,82 5,69
5 17 (-1,41) 0,75 (0) 3,56 6,13 2,85
6 85 (1,41) 0,75 (0) 6,52 10,68 5,57
7 51 (0) 0,50 (-1,41) 5,02 7,62 4,23
8 51 (0) 1,0 (1,41) 5,82 8,92 4,51
9 51 (0) 0,75 (0) 5,32 8,66 4,45
10 51 (0) 0,75 (0) 5,31 8,65 4,49
11 51 (0) 0,75 (0) 5,30 8,67 4,48
12 0 0 4,17 6,25 3,20

Os resultados apresentados na Tabela 1 foram utilizados para estimar os termos linear,
quadratico e de interacdo das variaveis estudadas sobre as respostas. Os efeitos de cada variavel
sobre as respostas foram expressos em forma de grafico de Pareto (Figura 1). Os termos lineares
para intensidade de poténcia e ciclo de trabalho de ultrassom foram estatisticamente
significantes (p <0,05) para todas as matrizes vegetais estudadas (flor, folhas e caules),
apresentando um efeito positivo, o que significa um aumento nos valores das variaveis leva a
rendimentos mais elevados.

Os graficos de superficie de resposta que ilustram a influéncia das variaveis
experimentais (intensidade de poténcia e ciclo de trabalho) sobre o rendimento de extracéo
estdo resumidos na Fig. S1 nos dados suplementares. As EAU resultaram em rendimento
maximo para a folha quando a intensidade de poténcia variou de 75 W/cm? a 85 W/cm? e o
ciclo de trabalho variou de 0,60 a 1,0. Para a flor, o rendimento maximo foi obtido na mesma
faixa de intensidade de forca que para a folha, enquanto o ciclo de trabalho variou de 0,75 a
1,0. Por fim, para o caule, a melhor faixa de intensidade de poténcia foi a mesma das demais
matrizes e o ciclo de trabalho variou de 0,70 a 1,0. Os resultados indicam que um aumento nos
valores das varidveis potencializa a extracdo dos compostos das matrizes avaliadas neste
trabalho. Esses dados sdo corroborados por Sharayei et al. (2019), que obteviveram os maiores
rendimentos para extracdo de Punica granatum em alta intensidade de poténcia e ciclos de
trabalho. Aumentando a intensidade de poténcia do ultrassom, os autores atribuem o aumento

do rendimento da extracdo ao fendmeno da cavitacdo gerado pela sonicacdo, que aumenta a



116

permeabilidade do tecido vegetal. Sallet et al. (2019) também obteve maiores rendimentos de
6leo de Mortierella isabelina ao usar os maiores valores para intensidade de energia e ciclo de

trabalho.

Figura 1. Gréfico de Pareto dos efeitos das variaveis de processo no rendimento de extracdo de
Senecio brasiliensis usando EAU para (a) folha, (b) flor e (c) caule.
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Figura S1. Gréficos de superficie de resposta sobre o rendimento de extracdo de Senecio

brasiliensis usando EAU para (a) folha, (b) flor e (c) caule.
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3.2 Extracdo Etandlica

Os rendimentos para as diferentes matrizes vegetais estudadas sdo apresentados na
Tabela 2. Os comportamentos de todas as matrizes vegetais de Senecio brasiliensis estudadas
foram semelhantes. O ensaio 3 (60°C e etanol 70% v/v) foi o que resultou nos maiores
rendimentos, enquanto os menores rendimentos foram obtidos nos ensaios com menor
temperatura (30°C) e maior quantidade de etanol (100% v/v). Notavelmente, os rendimentos

usando liquidos pressurizados foram maiores do que usando a EAU.
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Tabela 2. Rendimentos das matrizes flor, folha e caule de Senecio brasiliensis obtidas por
extragdo com liquido pressurizado usando um DCCR.

Rendimento (wt.%
Ensaio T (°C) (IOE/Ea\r/l/oVI) olha Flor ( C)aule
1 (-1) 30 (-1) 70 11,99 7,72 8,65
2 (-1) 30 (+1) 100 2,32 1,25 1,52
3 (+1) 60 (-1) 70 18,63 12,96 10,65
4 (+1) 60 (+1) 100 4,06 3,68 3,03
5 (0) 45 (0) 85 9,29 5,09 6,27
6 (0) 45 (0) 85 9,39 5,09 6,85
7 (0) 45 (0) 85 9,24 5,89 6,10

Os resultados apresentados na Tabela 2 foram utilizados para estimar os termos linear,

quadratico e de interacdo das variaveis estudadas sobre as respostas. Os efeitos de cada variavel

sobre as respostas foram expressos em forma de gréafico de Pareto (Figura 2). Os efeitos lineares

da temperatura e da quantidade de etanol foram estatisticamente significativos (p <0,05) para

todas as matrizes vegetais de Senecio brasiliensis. A temperatura apresentou um efeito positivo,

0 que significa que um aumento nesta variavel leva a maiores rendimentos. Na comparacao dos

ensaios 1 e 3, pode-se observar que os maiores rendimentos foram obtidos com a maior

temperatura, enquanto a porcentagem de etanol foi mantida constante, ou seja, 0 aumento da

temperatura leva a maiores rendimentos para todas as porcentagens de etanol estudadas. Por

outro lado, o percentual de etanol apresentou efeito negativo, o que significa que quanto maior

o0 percentual de etanol no solvente, menor o rendimento.
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Figura 2. Gréfico de Pareto dos efeitos das varidveis de processo no rendimento de extracéo de
Senecio brasiliensis usando ELP para (a) folha, (b) flor e (c) caule.
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A temperatura nas extragdes com liquidos pressurizados desempenha um papel
importante no rendimento dos extratos obtidos (Carabias-Martinez et al. 2005). A medida que
a temperatura aumenta, a viscosidade e a tensdo superficial dos solventes diminuem e a
difusividade aumenta, aumentando assim a capacidade dos solventes de penetrar na matriz e
acelerando a dissolugdo dos compostos de interesse no extrato (Hossain et al. 2011; Cheong et
al. 2013; Vigané et al. 2016). Assim, a taxa de transferéncia de massa aumenta e,
consequentemente, maiores rendimentos globais podem ser alcancados (Machado et al. 2015).

Quanto a influéncia da porcentagem de etanol, o maior rendimento de extracdo foi
encontrado com etanol 70% v/v. De acordo com Mustafa e Turner (2011), o uso de misturas de
solventes aumenta os rendimentos de extracdo, melhorando a solubilidade e aumentando a
interacdo entre 0s componentes-alvo e o solvente de extracdo. O uso de misturas binarias pode
ter um efeito sinérgico: enquanto um solvente aumenta a solubilidade dos compostos alvo, o
outro pode favorecer sua dessorcdo, aumentando os rendimentos de extracdo (Pereira et al.
2019). Portanto, a agua € geralmente importante para ajudar a quebrar as ligagdes matriz e
soluto-matriz (Vigano et al. 2016).

Os resultados encontrados neste trabalho seguem Zaibunnisa et al. (2009), onde o
rendimento de oleorresina obtido das folhas de acafrdo aumentou significativamente com o

aumento da temperatura. Vigano et al. (2016), ao avaliarem o rendimento de compostos
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bioativos na casca de maracuja, relataram um aumento no rendimento ao utilizar temperaturas
mais altas e mistura de solventes. Setyaningsih et al. (2016) relataram o uso de mistura de
solventes e temperaturas elevadas como uma condicdo 6tima de extracdo para a extracdo de
compostos fendlicos do grdo de arroz. Para Barrales et al. (2018), o0 aumento da temperatura
teve efeito positivo no rendimento geral em todas as concentracfes de etanol avaliadas e na
composicao do solvente. A adicdo de dgua ao etanol aumentou o rendimento geral dos extratos
de casca de laranja.

3.3 Extragéo por Hidrodifuséo e Gravidade de Micro-ondas

Os dados de rendimento séo apresentados na Tabela 3. Apenas o uso de diferentes
solventes para umidificacdo das plantas foi avaliado. A poténcia de saida foi de 400 W e o
tempo foi de 20 min, o que foi suficiente para a extracdo completa da planta. Os rendimentos
obtidos com a umidificacéo das plantas com adgua e com a solugéo hidroalcodlica foram muito
semelhantes; entretanto, o resultado com solucéo hidroalcodlica apresentou ligeiro aumento. A
matriz vegetal que resultou em melhor rendimento foi a flor com 0,68%, seguida das folhas

com 0,64% e por fim o caule com 0,26% (Tabela 3).

Tabela 3. Rendimentos das matrizes flor, folha e caule de Senecio brasiliensis obtidas por
Extracdo por Hidrodifuséo e Gravidade de Micro-ondas.

Poténcia do Micro- Rendimento
Ensaio ondas Solvente (wt.%)
(W) Flor Folha Caule
1 450 Agua 0,68 0,64 0,26
2 450 Solugéo hidroalcoolica 0,64 0,63 0,27

N&o hé relatos na literatura descrevendo o uso de MHG para Senecio brasiliensis. Os
rendimentos obtidos com esta técnica sdo semelhantes aos obtidos por Confortin et al. (2019)
usando diéxido de carbono supercritico. Pode-se dizer que esta técnica de extracdo, quando
comparada a EAU e a ELP, obteve os menores rendimentos. No entanto, a técnica de MHG
demonstrou capacidade de extrair os extratos das matrizes vegetais completamente em 15 min.
Os rendimentos obtidos neste trabalho utilizando MHG para extracdo foram inferiores ao
rendimento do 6leo essencial de cominho (1,57%) obtido por Benmoussa et. (2018) em 16 min
com uma poténcia de 200 W. Ferreira et al. (2020) obteve rendimento de 2,32% na extracdo do

0leo essencial de Rosmarinus officinalis nas mesmas condigdes utilizadas neste trabalho
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(poténcia de 400 W e 20 min). Os rendimentos obtidos neste trabalho foram superiores aos de
Bousbia et al. (2009) na extragéo de folhas de Rosmarinus officinalis, onde o rendimento foi de
0,33% com condigdes de 15 min e 1000 W.

Os baixos rendimentos podem ser explicados pelo uso excessivo da poténcia de
irradiacdo das micro-ondas. E importante mencionar também que a técnica MHG possui uma
relacdo volume de solvente/massa da planta muito menor e este pode ser um fator influente,
uma vez que menos solvente é utilizado no processo e, consequentemente, a eficiéncia é menor.
O uso de baixo tempo de extracdo ndo foi suficiente para recuperar a totalidade do extrato de
Senecio brasiliensis. Cui et al. (2017) descrevem que um maior poder de irradiacdo pode causar
uma diminuicdo no rendimento porque pode ocorrer a pirdlise de alguns componentes volateis.
Para acelerar a taxa de transferéncia de massa e melhorar o rendimento da extracédo, as melhores
condicdes de extracdo devem ser investigadas para trabalhos futuros. No entanto, é importante
mencionar que apos a extracdo de MHG o material vegetal € seco. Portanto, 0 MHG pode ser
utilizado para desidratacéo e obtencdo simultanea do extrato, conforme proposto recentemente
por Farias et al. (2021). Além disso, a planta seca pode ser usada em combinagdo com outro

método de extracdo para uma extracéo eficaz.

3.4 Composicao quimica em GC-MS

Como pode ser visto nas Tabelas 4, 5 e 6, as técnicas utilizadas na extracdo de
metabdlitos secundarios foram semelhantes e o0s extratos contém varios constituintes
fitogquimicos. Muitos desses compostos sdo descritos na literatura por apresentarem atividade
biologica, como 5H-1-piridina, fenol, &cido hexadecandico, guanosina, acido octadecadiendico,
2-metoxi-4-vinilfenol, propanotriol e cinerina. Alguns dos compostos encontrados nas matrizes
vegetais e suas bioatividades sdo descritos abaixo:

e 2-Metoxi-4-vinilfenol: antimicrobiano, antioxidante, antiinflamatorio e analgésico

(Chhouk et al. 2018);

« Acido octadiénico: antiinflamatério, nematicida, inseticida (Chhouk et al. 2018);

« Acido hexadecandico: antioxidante, nematicida, pesticida (Chhouk et al. 2018);

* Fenol: antimicrobiano, antiinflamatorio, antioxidante (Barretto e Vootla 2018;

Chhouk et al. 2018);
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* Propanetriol: antimicrobiano, antiinflamatério, antifingico (Foo et al. 2015; Casuga
et al. 2016);

* Guanosina - anticancer (Lee et al. 2007);

 D-Allose: atividade antioxidante (Chhouk et al. 2018);

» Cinerin II - Phyretrin: pesticida (Gallo et al. 2017; Chen et al. 2018);

* Celidoniol: antibacteriano (Biilent Kose et al. 2016), antiinflamatorio (Zakaria et al.
2014; Barretto e Vootla 2018).

Os extratos obtidos pelas EAU das folhas de Senecio brasiliensis apresentaram 17
constituintes diferentes; os extratos da flor apresentaram 13 constituintes e os extratos do caule
14 constituintes, conforme apresentado nas Tabelas 4.1, 4.2 e 4.3, respectivamente. O método
de EAU foi muito eficiente para extracdo de alcaloides pirrolizidinicos. Os resultados
mostraram que a integerrimina era o composto principal, representando aproximadamente 50%
da area total do pico. Confortin et al. (2019) corroboraram com os resultados deste trabalho,
uma vez que utilizando dioxido de carbono supercritico, obtiveram niveis elevados de
alcaloides pirrolizidinicos como a integerrimina como principal composto em flores e folhas de
Senecio brasiliensis. Vale ressaltar que o alcaloide pirrolizidina senecionina também foi

extraido das matrizes folha e flor neste trabalho.
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Tabela 4.1. Compostos quimicos obtidos usando a EAU para a folha de Senecio brasiliensis.

Area Relativa (%)
Folha
Ultrassom Maceragao
Ensaios 1 2 3 4 5 6 7 8 9/10/11 12
Compostos
Propanetriol 3,26 | 352 | 3,32 | 10 3,86 3,63 3,27 3,96 4,12 2,10
5H-1-Pyrindine 783 | 859 | 6,11 | 1046 | 7,66 | 10,37 | 5,12 9,10 7,17 5,10
Guanosine 2,20 | 350 | 2,10 | 3,56 | 1,36 | 12,08 - 2,96 5,55 -
D-Allose 1,34 - 150 | 2,89 | 1,17 2,03 2,10 2,08 4,21 -
alpha-D-Galactopyranoside | 1,28 - - 1,65 - 1,25 - - - -
Phenol 150 | 2,79 | 2,41 | 4,47 1,18 3,73 1,25 2,00 2,43 2,41
Octadecadienoic acid 1,84 | 0,68 | 2,10 | 1,66 - 1,40 1,36 3,12 5,63 1,20
Hexadecanoic acid 2,27 | 161 | 288 | 293 | 0,88 - 0,98 1,88 1,26 1,36
Ethyl Linoleolate 1,46 | 1,12 | 0,85 | 1,32 - 1,10 - - - -
Integerrimine 67,25 | 67,18 | 71,56 | 60,26 | 71,98 | 54,18 | 75,91 | 59,02 | 55,47 73,91
Tricosanoic acid 301 | 124 1236 | 0,21 | 2,36 - 2,36 8,25 7,52 2,23
2-Methoxy-4-vinylphenol - 2,79 - 3,70 - 2,76 1,85 1,10 1,82 -
Cinerin 11 - 1,66 | 2,31 | 1,36 | 1,58 1,26 1,74 1,15 1,08 2,36
Pentadecanoic acid - 0,63 | 0,25 | 0,25 - - 0,92 - - 4,21
Senecionine 6,20 | 1,19 | 1,23 | 3,19 | 6,92 4,11 1,36 2,78 2,25 5,12
Germacrene D 0,56 | 350 | 1,02 | 1,09 - 2,10 1,78 1,75 1,26 -
Butanoic acid - - - - 1,05 - - 0,85 0,23 -
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Tabela 4.2. Compostos quimicos obtidos usando EAU para a flor de Senecio brasiliensis.

Area relativa (%)

Flor

Ultrassom Maceragao
Ensaio 1 2 3 4 5 6 7 8 9/10/11 12
Compostos
Propanetriol 3,73 - 3,72 - 4,42 0,63 4,62 0,80 1,15 3,68
5H-1-Pyrindine 9,21 |10,09| 9,51 | 10,12 | 9,87 | 11,74 | 9,04 8,26 8,59 7,52
Hexadecanoic acid | 2,36 | 3,08 | 3,24 | 412 | 2,01 3,12 2,05 1,65 1,23 0,96
Octadecadienoic 1,89 | 1,9 | 1,79 | 2,10 | 1,61 1,50 1,89 1,14 1,26 -
acid
Octadecanoic acid 1,12 | 0,98 | 3,36 | 0,21 | 2,40 0,36 2,36 0,36 0,96 2,31
Cinerin Il 1,38 | 0,35 | 1,99 | 1,36 - 0,69 - - - 2,96
Integerrimine 66,58 | 66,14 | 64,33 | 63,57 | 65,48 | 62,65 | 66,87 | 83,14 | 76,55 72,52
2-Methoxy-4- 1,99 | 2,38 | 2,07 | 2,20 | 1,63 2,66 1,07 1,57 1,02 -
vinylphenol
Guanosine 2,36 | 3,65 | 398 | 421 | 2,07 3,91 3,77 1,03 1,45 -
Celidoniol 196 | 2,34 | 1,36 | 3,20 | 2,01 2,83 1,39 1,75 1,63 1,34
Phenol 3,21 | 369 | 197 | 412 | 2,27 3,33 2,29 0,30 2,69 -
Pyrrolidine - 2,36 - 1,10 - 3,37 0,89 - 1,40 2,34
Senecionine 421 | 2,98 | 2,68 | 3,69 | 6,23 3,21 3,76 - 2,07 6,37
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Tabela 4.3. Compostos quimicos obtidos usando EAU para a caule de Senecio brasiliensis

Area relativa (%)

Caule
Ultrassom Maceracao

Ensaio 1 2 3 4 5 6 7 8 9/10/11 12
Composicao

Propanetriol 2,18 195 | 1,25 | 1,46 1,06 1,93 1,82 1,34 3,95 2,23
5H-1-Pyrindine 7,69 | 9,00 | 898 | 10,30 | 6,35 9,79 6,95 8,04 8,08 5,26
2-Methoxy-4-vinylphenol - 2,76 - 3,14 - 2,31 3,37 2,33 2,43 -
D-Allose 285 | 2,79 | 2,69 | 3,56 | 1,48 2,57 2,57 3,18 - 2,36
Phenol 431 | 504 | 458 | 6,61 | 4,14 6,37 5,17 5,48 5,45 -
Benzenedicarboxylic acid 2,41 | 2,28 | 2,44 | 2,10 | 2,07 2,27 1,59 1,23 2,36 2,10
Octadecadienoic acid 2,57 - - 1,36 | 2,26 1,23 - - - 1,25
Hexadecanoic acid 405 | 559 | 3,69 | 547 | 3,59 4,38 4,23 4,56 4,20 3,15
Eicosadienoic acid 1,89 - - 0,95 | 3,47 1,23 - - - 2,10
Integerrimine 58,11 | 55,66 | 62,26 | 50,40 | 63,83 | 50,02 | 69,58 | 61,65 61,35 79,45
Tricosanoic acid 2,24 | 2,10 | 2,54 | 296 | 2,08 2,85 - 1,39 1,02 -
Guanosine 469 | 521 | 469 | 531 | 4,89 7,45 - 4,25 4,27 -
beta.-D-Glucopyranose 245 | 2,36 | 254 | 209 | 1,03 2,62 1,15 2,36 2,53 -
Cinerin 11 456 | 526 | 434 | 429 | 3,75 4,98 3,57 4,19 4,36 2,10







Tabela 5.1 Compostos quimicos obtidos por ELP para a folha de Senecio brasiliensis.

Area Relativa (%)

Ensaio Folha

1 2 3 4 5/6/7
Compostos
1,2,3-propanetriol - 2,57 | 404 | 4,93 -
5h-1-pyrindine 6,26 | 4,45 | 5,71 6,41
Neophytadiene i i 1,20 | 604 | 680
Spathulenol 3,80 | 2,58 | 1,49 - 1,47
Caryophyllene oxide - - 15,65 - -
5,6-hydroxytryptamine - - - - 2,68
1H-Indene, 5-butyl-6-hexyloctahydro- - - - - 2,64
Copper, bis(4-chloro-3,5-cyclohexadiene- - - - - 3,42
1,2-dione 2-oximato-N2,01)- (CAS)
3,3-Dimethyl-4-(3,3,4,4- 4,06 - 1,02 - -
tetramethyloxetan-2-ylidene)butan-2-one
Androstan-17-one, 3-ethyl-3-hydroxy-, 1,95 - 0,36 - -
(5.alpha.)- (CAS)
1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis(2- 3,31 - 5,23 - -
methylpropyl) ester (CAS)
Benzoic acid, 2-hydroxy-, phenylmethyl 2,30 - 1,39 - -
ester (CAS)
2-Hexadecen-1-ol 1,03 | 16.89 | 2,65 | 5,60 6,45
Eicosane ou eicosanol 12,0 | 2.01 | 1,63 - 1,82
1,5,9,13-tetradecatetraene 1,34 - - - -
N-Isobutyl-tetradeca-2,4-dienamide 0,83 - - - -
Integerrimine 35,44 | 32.46 | 36,27 | 10,54 | 24,35
Tricosane - - - -
Pentacosane 8,29 | 2.86 - - -
2-Pentadecanone - 1.96 | 1,64 - -
Tetratetracontane 7,49 - - 1,84 -
Hentriacontane 4,67 - - - -
Tetracontane - - - 1,45 -
Stigmast-5-en-3-ol 2,32 - 4,68 | 9,33 -
Methyl commate d 491 | 290 | 11,09 | 56,88 | 41,09
Hexadecanoic acid - - 2,36 - -
Lupeyl acetate - 27.35 - - -
Senecionine - 3.97 | 2,36 - 2,87
Celidoniol - - 1,23 | 3,39 -
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Tabela 5.2 Compostos quimicos obtidos por ELP para a flor de Senecio brasiliensis.

Area Relativa (%)

Ensaio Flor

1 2 | 3 | 4 | s5/6i7
Compostos
DI-Glyceraldehyde 3,84 - - - -
2-Propanone, 1,3-dihydroxy 2,59 3,52 - 1,44 -
5h-1-pyrindine 2,16 | 10,87 | 5,48 4,47 4,83
Spathulenol 11,00 | 2,92 | 2,33 - 1,85
Androstan-17-one, 3-ethyl-3-hydroxy-, 4,48 - - - -
(5.alpha.)
Phenol - - 1,45 - -
Octanal 2,18 - - - -
Phosphonic acid, dioctadecyl ester 1,63 - - - -
Neophytadiene 5,24 - - - -
2-pentadecanone 3,51 - - - -
1,2-Benzenedicarboxylic acid 499 | 083 | 1,04 | 191 1,27
4-Benzyloxybenzoic acid 8,08 - 0,46 | 1,27 -
2-Hexadecen-1-ol 4,98 - 1,91 - 0,75
1,5,9,13-tetradecatetraene 2,80 - - - -
Integerrimine 9,94 2,97 | 46,24 | 1,65 17,31
1-eicosanol 3,74 - - -
Hexacosane 5,30 - - - 1,47
Stigmast-5-en-3-ol 2354 | 365 | 630 | 1,91 4,07
Hexadecanoic acid - 3,25 | 2,47 - 0,42
Senecionine - 60,35 | 10,25 | 24,89 | 28,97
9-octadecenamide - 1,15 - - -
Methyl commate d - 8,14 | 7,96 | 2,92 5,54
Hentriacontane - 2,35 - 17,87 -
Eicosane - - - 0,74 -
Pentacosane - - - 12,78 | 0,53
Tetratetracontane - - - 13,09 | 1,31
Celidoniol, deoxy- - - 0,69 | 12,71 | 22,47
14,16-hentriacontanedione - - - 2,35 -
Andrographolide - - 0,83 - -
Ethyl linoleate - - 1,64 - -
N-Isobutyl-tetradeca-2,4-dienamide - - 1,64 - 0,74
N-Terpinenyl ester of n-pentanoic acid - - 1,76 - -
1-pentacontanol - - 2,11 - -
Methyl commate ¢ - - 3,27 - 3,76
Patchoulane - - - - 1,02
Usaramine - - 2,17 - 0,83
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Tabela 5.3. Compostos quimicos obtidos por ELP para caule de Senecio brasiliensis.

Area Relativa (%)

Ensaio Caule

1 | 2 | 3 | 4 | 567
Compostos
2-Propanone, 1,3-dihydroxy- (CAS) 409 | 686 | 497 | 621 7,67
Propanoic acid, 2-oxo-, methyl ester 5,07 - 1,07 -
DI-Glyceraldehyde 9,05 - 3,90 - 5,40
2-furancarboxaldehyde, 5-(hydroxymethyl) - - 1,80 - -
Spathulenol 7,74 - 7,43 - 5,49
3.36 Caryophyllene oxide - 3,36
Androstan-17-one, 3-ethyl-3-hydroxy-, 5,83 - - - -
(5.alpha.)- (CAS)
4.24 Phenol, 4-(3-hydroxy-1-propenyl)-2- 4,24 - 1,04 | 14,20 | 5,30
methoxy- (CAS)
1.34 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl- 1,34 - 2,47 | 525 3,02
(CAS)
1,2-benzenedicarboxylic acid, bis(2- - - 3,88 | 2,36 1,73
methylpropyl)
4-Benzyloxybenzoic acid 2,74
Heptadecanoic acid, ethyl ester (CAS) 7,46 - 1,32 | 6,19 2,37
Neophytadiene - - 4,34 - 1,98
1-Heneicosyl formate - 7,33
N-Methyl-L-prolinol - 19,10 - -
6-(2-methoxy-phenyl)-5,7-diphenyl- - 5,37 - -

2,3,6,7-tetrahydro-1h-pyrrolo[3,4-
e][1,4]diazepin-8-one

Quinic acid - 9,46 - -

1-eicosanol - - 7,64 - 2,44
Hexadecanoic acid, ethyl ester (CAS) 8,27 | 16,72 | 1,82 - 12,93
Cholesta-4,6-dien-3-ol, (3.beta.)- (CAS) - 456 | 2,14 | 8,85 4,49
Stigmast-5-en-3-ol, (3.beta.)- (CAS) 1498 | 30,0 | 12,39 | 11,80 | 18,18
Stigmast-4-en-3-one 14,65 - 7,71 | 10,00 | 5,77
Integerrimine 17,28 | 7,93 | 24,32 | 23,61 | 9,36
Senecionine - - 3,36 | 4,20 0,79
5h-1-pyrindine - - 2,30 - 2,24

9-octadecenamide - 10,84
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Tabela 6. Compostos quimicos obtidos usando MHG para a folha, flor e caule de Senecio brasiliensis.

Area Relativa (%)
Folha Flor Caule
Ensaio Agua | Agua/Etanol | Agua | Agua/Etanol | Agua | Agua/Etanol
Compostos

2-Hexadecen-1-ol, 23,49 - - - - 8,45
3,7,11,15-tetramethyl-, [R-
[R*,R*-(E)]]- (CAS)
9-Octadecenamide, (2)- 20,0 - - - 17,02 -
(CAS)
5H-1-Pyrindine 5,01 5,78 6,17 5,78 9,09
GERMACRENE-D - - 9,98 - 12,21 24,29
Senecionine 1,36 - 6,83 - 2,28 -
Integerrimine 50,14 94,22 77,02 79,23 51,37 58,17
2,3-Butanediol - - - 14,99 -
Bicyclo[2.2.1]heptane, 2- - - - - 17,12 -
cyclopropylidene-1,7,7-
trimethyl
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Diferentes compostos foram encontrados em diferentes condigdes de intensidade de
poténcia e ciclo de trabalho das EAU (Tabelas 4.1, 4.2 e 4.3) para as trés matrizes investigadas.
A maior quantidade dos compostos foi encontrada com uma intensidade de poténcia de 85
Wi/cm? e um ciclo de trabalho de 0,75 s/s. Altos valores de intensidade de poténcia e ciclo de
trabalho também foram responsaveis pelos maiores rendimentos de extracdo, o que significa
que gquanto maiores as variaveis da EUA, maior a extracdo dos compostos bioativos e maiores
os rendimentos. O violento colapso das bolhas gerado pelo fendmeno da cavitacdo do
ultrassom, provoca a destruicdo das paredes celulares e, consequentemente, favorece 0 acesso
do solvente aos analitos podem explicar esse comportamento (Goltz et al. 2018; Santos et al.
2019a). Ao comparar as técnicas de maceracdo e as EUA quanto ao numero de compostos
extraidos, fica evidente que as EAU superaram o método convencional de extracdo. Esse
resultado € corroborado por Das et al. (2018), que comparou a técnica de EAU com a extracao
convencional e obteve uma quantidade significativamente maior de metabdlitos bioativos do
extrato de cha verde usando os EUA.

Nos extratos obtidos pela ELP, foram identificados 29 compostos para a matriz folha,
37 para a flor e 26 para as matrizes do caule (Tabelas 5.1, 5.2 € 5.3). Os extratos das trés matrizes
apresentaram alcaloides pirrolizidinicos em sua constituicdo. Ao comparar as areas dos picos
dos alcaldides pirrolizidinicos obtidos por ELP e EAU, os extratos de ELP apresentaram 0s
menores percentuais de areas de pico. Esses achados podem ser explicados pelo fato de atécnica
de ELP extrair uma quantidade maior de compostos bioativos do que a técnica de EAU,
reduzindo a concentracdo de alcaloides pirrolizidinicos no extrato. Os compostos foram
extraidos em maior quantidade utilizando etanol a 60°C e 70% (v/v) para todas as matrizes.
Esses resultados podem ser explicados pelas caracteristicas do solvente, uma vez que solucoes
hidroalcodlicas solubilizam compostos hidrofilicos e lipofilicos (Hirondart et al. 2020). A
mistura de &gua e etanol é capaz de dissolver compostos de moderada a alta polaridade e isso é
apreciavel quando se espera extrair uma grande variedade de compostos (Barrales et al. 2018).

Ressalta-se que a integerrimina foi encontrada nos maiores percentuais na condicao
citada (60°C e 70% (v/v) de etanol). Essa técnica foi eficiente para a extracdo da integerrimina,
uma vez que para a folha representou 35,27% da area total do pico, para a flor foi 46,24% e
24,32% para o caule. Os resultados obtidos na ELP sdo corroborados por Vigano et al. (2016),
que também obtiveram mais bem resultados na condicdo de 60°C e 70% de etanol na extracao
de compostos bioativos da casca do maracuja. Kopp et al. (2020) afirmam que a ELP é um

método eficiente para extragdo de alcaloides piridinicos e pode levar a taxas de recuperacdo
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consideravelmente aumentadas quando comparado as técnicas convencionais, sendo uma
estratégia de extragdo aprimorada.

Para as extracOes realizadas com MHG, oito compostos diferentes foram obtidos e
identificados (Tabela 6). Apesar do menor nimero de compostos extraidos quando comparada
aos demais métodos de extragdo, a extracdo com MHG foi eficiente e seletiva para a extracdo
da integerrimina, apresentando para todas as matrizes mais de 50% da éarea relativa do pico de
tais compostos. E importante salientar que um dos beneficios da MHG ¢ a velocidade, uma vez
que 20 minutos foram suficientes para extrair uma alta porcentagem do composto alvo. Esse
resultado é corroborado por Benmoussa et al. (2018), que relataram que em 16 minutos de
extracdo de MHG niveis satisfatdrios de 0leo essencial de cominho foram obtidos. Quando se
usa solucdo hidroalcodlica, os percentuais de integerrimina sdo mais pronunciados do que
quando se usa apenas agua, chegando a 94,22% para a folha, 79,23% para a flor e 58,17% para
0 caule. Este € um resultado promissor, uma vez que 0s dois solventes utilizados séo
considerados ecologicamente corretos e contribuem para a utilizacdo de solucbes mais
sustentaveis (Prat et al. 2015).

Para melhor compreensdo dos resultados, as matrizes foram submetidas a analise de
MEV. Notadamente, mudancas estruturais ocorreram nas matrizes ao comparar antes e apos da
extracdo por meio das trés técnicas utilizadas (Figura 3). As superficies das matrizes apés a
EAU e a ELP apresentaram alteracGes mais visiveis quando comparadas as amostras antes da
extracdo. E claro que as células sdo mais danificadas apos a EAU e a ELP. A parede apresenta
quebras notaveis, com aparecimento de fissuras. Isso pode explicar os maiores rendimentos e
nimero de compostos obtidos por essas duas técnicas, pois as rupturas facilitam a liberacdo dos
compostos. Ao analisar as amostras de MHG, uma maior integridade da parede celular da matriz
pode ser observada apds a extracdo, mas ao comparar com as amostras antes da extracao, nota-
se uma leve ruptura celular. 1sso explica 0 menor rendimento e nimero de compostos quando
comparado as outras técnicas de extracao, uma vez que ndo existia uma forma facil de liberacéo

de &gua, que atua como transportadora de compostos.
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Figura 3. Microscopia eletronica de varredura de matrizes de Senecio brasiliensis antes e depois
das extracOes: (A) antes da extracdo (matéria-prima fresca); (B) EAU; (C) ELP; (D) Folha de
MHG. (1); (2) flor; (3) caule.

4.CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa revelam que a planta Senecio brasiliensis possui
alcaloides pirrolizidinicos em sua constitui¢do. Por se tratar do primeiro relato a utilizar EAU,
ELP e MHG para obtencdo de extratos ricos em integerrimina, pode-se concluir que as técnicas
foram eficientes, sendo consideradas rapidas e ecologicamente corretas. As técnicas de EAU e
de ELP foram preferidas, pois possibilitaram maiores rendimentos e maior niamero de
compostos extraidos. Além dos compostos da pirrolizidina, muitos outros foram encontrados,

0 que incentiva novos estudos quanto a atividade bioldgica.
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CAPITULO 6 - ARTIGO 4

Nesta secédo estdo descritas as metodologias e resultados e discussdes para a extragdo
por Hidrodifusdo e Gravidade de Micro-ondas e Liquido Pressurizado, da parte aérea de
Solanum viarum.

Extracdo por Hidrodifusdo e Gravidade de Micro-ondas e Liquido Pressurizado para
obtencéo de compostos bioativos de Solanum viarum

RESUMO

A biodiversidade brasileira é considerada uma fonte de substancias bioativas, e uma das
espécies encontradas é o Solanum viarum Dunal, que é composto principalmente por alcaloides
pirrolizidinicos. O tipo de extracdo a ser usado € uma consideracdo importante na extragdo de
metabolitos secundarios. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar duas diferentes
técnicas de extracdo nao convencional, hidrodifusdo por micro-ondas e gravidade e extracdo
por liquido pressurizado, na obtencdo de compostos bioativos a partir de matrizes vegetais de
frutos e raizes de Solanum viarum. Diferentes parametros foram avaliados, os quais influenciam
diretamente no rendimento e na composi¢cdo quimica dos extratos. Para extracdes por liquido
pressurizado, a porcentagem de etanol e temperatura foram avaliadas sobre os rendimentos e
composicdo. Para hidrodifusdo por micro-ondas e gravidade, temperatura e pressdo foram
avaliadas nas mesmas respostas. Ambas as tecnicas mostraram eficiéncia na extracdo de
integerrimina, senecionina e &cido quinico. O liquido pressurizado apresentou maiores
rendimentos de extrato e concentracdo de compostos bioativo.

Palavras-chave: Compostos bioativos, Solanum viarum, alcaloides pirrolizidinicos

1. INTRODUCAO

Substancias bioativas sao entendidas como ingredientes ou moléculas funcionais com
potencial aplicabilidade, que podem ser encontradas naturalmente em plantas (Abdul Mudalip
et al., 2019). Alguns aspectos devem ser levados em consideracdo ao se trabalhar com
compostos bioativos de plantas, incluindo a condi¢cdo ambiental do habitat onde as espécies
crescem (Barman et al., 2018) e a técnica de extracdo utilizada.

Vaérias técnicas podem ser utilizadas para a extracdo de compostos bioativos e estas sao
divididas em duas categorias: convencionais ou tradicionais e ndo convencionais. Por muito
tempo, as extracBes foram realizadas por métodos tradicionais como o Soxhlet e maceragéo,

mas devido a algumas desvantagens, o desenvolvimento e a utilizacdo de novos métodos
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surgiram (llyas et al., 2021). Tecnologias ndo convencionais como a hidrodifuséo e gravidade
por micro-ondas (MHG) e a extracdo com liquido pressurizado (ELP) mostraram vantagens
como menor toxicidade, alta eficiéncia e tempo de extracdo reduzido quando comparadas a
técnicas como Soxhlet e maceracdo (Ali et al., 2021)

A familia Solanaceae é composta por um grande nimero de plantas, uma delas é o
Solanum viarum Dunal, que possui frutos verdes. Porém ap6s a maturagao torna-se amarela e
a presenca de espinhos € caracteristica desta planta (Patel et al., 2021). S&o relatados derivados
de soalsodina, acido quinico, citidina, acido cafeoilquinico (CQA), 5H-1-pirindina e &cido
fendlico (Confortin et al., 2019; Kausar & Singh, 2018). Os autores relataram a toxicidade da
fruta Solanum viarum principalmente para bovinos e associam esse fato a compostos
encontrados como a soalsodina, que é um glicoalcaloide altamente téxico (Al et al., 2016;
Braguini et al., 2018).

Com base nos aspectos acima mencionados, na importancia de tais compostos bioativos,
e considerando uma futura aplicabilidade agricola dos extratos obtidos, surgiu o interesse na
pesquisa de extracdo de compostos desta espécie vegetal com duas diferentes técnicas ndo
convencionais. Assim, o rendimento e a composi¢ao quimica dos extratos foram avaliados por
meio de ELP e MHG. Existem poucos estudos sobre o rendimento de extragdo e a composicao
quimica envolvendo os frutos e raizes de Solanum viarum, e até o0 momento ndao foram

encontradas referéncias usando MHG e ELP como técnicas de extracéo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Preparacédo de amostras

Os frutos e raizes de Solanum viarum foram coletados no sul do Brasil (S:
27°55°39,43/W: 52°7°37,14). As amostras foram secas (40°C) até massa constante e

refrigeradas (-4°C) até as extracgdes.

2.2 Técnicas de extragdo

A extracdo com liquido pressurizado (ELP) e a extracdo por hidrodifuséo e gravidade
por micro-ondas (MHG) foram realizadas de acordo com os procedimentos descritos por
Confortin et al. (2021).
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Para os procedimentos de extragao, foram utilizadas aproximadamente 10 g da amostra.
Nas extragcdes com LP as temperaturas utilizadas nos ensaios foram de 30, 45 e 60°C e as
porcentagens de etanol foram de 70, 85 e 100% (v/v). A pressdo foi mantida constante a 10
MPa. As vazdes do solvente foram de 3,0, 2,8 e 2,7 mL/min para etanol a 100, 85 e 70%,
respectivamente, a fim de manter constante a vazdo méssica do solvente (2,4 g/min) e o tempo
de extracdo_foi de 30 minutos.

Nas extracdes com MHG a pressdo atmosférica sob 400 W de poténcia por 20 min.
Foram avaliadas extracdes embebendo a matriz apenas em agua e em uma mistura de solucéo

hidroalcodlica (60ml etanol e 40ml de &gua).

2.3 Caracterizagdo de amostras

A composicdo quimica e a analise por microscopia eletronica de varredura foram
determinadas de acordo com os procedimentos descritos por Confortin et al. (2021). A
temperatura do injetor foi mantida a 320°C. Um volume de 1 pL de cada amostra foi injetado
com uma razdo de separacdo de 1:40. O programa de temperatura do forno utilizado foi de
5°C.min-1 de 80°C a 300°C (espera de 15 min). A temperatura da interface foi mantida a 320°C
e a temperatura da fonte de ions a 260°C. Os espectros de massa foram registados ao longo de

35-500 amu, a 3,33 scan/s, com energia de ionizacao de 70 eV.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Rendimentos de extracéo

3.1.1 ExtracBes Etanolicas

O ELP é amplamente utilizado para extrair compostos vegetais por ser uma metodologia
rapida, eficiente e econdmica (Sanchez-Camargo et al., 2016). Esta técnica que utiliza solventes
sempre abaixo de seus pontos criticos, mantendo assim a fase liquida dos solventes ao longo do
processo de extracdo e em altas temperaturas (Lama-Mufioz et al., 2019), apresentou
rendimento superiores quando comparados ao MHG.

Os rendimentos das matrizes estudadas sdo apresentados na Tabela 1. Para ambas as
matrizes de Solanum viarum o comportamento foi semelhante. Quando uma mistura
hidroalcodlica e temperaturas mais elevadas foram usadas, os rendimentos aumentaram

consideravelmente. Os maiores rendimentos foram obtidos na condi¢cdo de 60°C e 70% de
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etanol (ensaio 3), enquanto os menores rendimentos foram obtidos na condicdo com menor
temperatura (30°C) e maior percentual de etanol (100%). Notavelmente, os rendimentos usando

liquidos pressurizados foram maiores em comparacéo aos rendimentos usando a MHG.

Tabela 1 - Rendimentos de extratos de matrizes fruto e raiz de Solanum viarum obtidas por
ELP.

Rendimento (% em massa)

Ensaio Temperatura (°C)  Etanol (%)

Fruto Raiz
1 (-1) 30 (-1) 70 20,29 7,92
2 (-1) 30 (+1) 100 1,26 1,66
3 (+1) 60 (-1) 70 26,11 11,22
4 (+1) 60 (+1) 100 4,79 2,36
5 (0) 45 (0) 85 14,74 5,33
6 (0) 45 (0) 85 14,52 5,02
7 (0) 45 (0) 85 13,74 5,36

Os termos linear, quadratico e de interacdo das variaveis estudadas sobre as respostas
foram calculados a partir da tabela 1 e os esfeitos foram expressos como grafico de Pareto
(Figura 1). Os efeitos lineares da porcentagem de etanol e da temperatura foram estatisticamente
significativos (p <0,05) para as duas matrizes de Solanum viarum. A porcentagem de etanol
apresentou efeito negativo. Isso significa que quanto maior a porcentagem de etanol no
solvente, menor o rendimento. A temperatura apresentou um efeito positivo, cujo aumento pode
aumentar os rendimentos. Comparando 0s ensaios experimentais 1 e 3 para as duas matrizes,
0s maiores rendimentos foram obtidos com a temperatura mais alta, enquanto a porcentagem
de etanol foi mantida constante. Para todas as porcentagens de etanol investigadas, 0 aumento
na temperatura aumenta os rendimentos.

O aumento da temperatura e a mistura bindria de solventes influenciam
satisfatoriamente no rendimento de extracdo quando se trata de liquidos pressurizados
(Carabias-Martinez et al., 2005). Os maiores rendimentos globais sdo alcan¢ados quando a taxa
de transferéncia de massa aumenta (Machado et al., 2015). Em outras palavras, a tensdo
superficial e a viscosidade dos solventes diminuem e a difusividade aumenta com o aumento

da temperatura, aumentando a capacidade dos solventes de penetrar na matriz e acelerando a
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dissolucdo dos analitos no extrato (Cheong et al., 2013; Hossain et al., 2011; Vigano et al.,
2016). Os rendimentos de extracdo sdo aumentados com o0 uso de misturas de solventes,
melhorando a solubilidade e aumentando a interacdo entre o solvente de extracdo e 0s
componentes alvo (Mustafa e Turner, 2011). Para Lasta et al., (2019) a presenca de agua nas
extragBes provoca inchago das células vegetais, aumentando sua permeabilidade e, assim,
facilitando a ruptura da parede celular, consequentemente aumentando os rendimentos. A agua,
neste contexto, também é importante para ajudar a quebrar as ligacdes da matriz e soluto-matriz
(hidrogénio) (Vigano et al., 2016).

Figura 1. Gréfico de Pareto dos efeitos das variaveis de processo no rendimento de extracdo de
Solanum viarum usando ELP para (a) fruto e (b) raiz

(2)Etancl (%)

(a)

(b)
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Os resultados encontrados neste trabalho sdo corroborados por Diaz-De-Cerio et al.
(2018), em que a maior temperatura e uma mistura de solventes (etanol e 4gua) resultaram na
extragdo maxima de compostos das folhas de murta. Foi estudada a recuperacdo de compostos
fendlicos da casca do maracuja utilizando ELP, cuja temperatura influenciou na produtividade
global (Pereira et al. 2021). Santos et al. (2021) relataram aumento no rendimento ao usar
temperaturas mais altas e mistura de solventes (80°C / etanol-agua). Na extracdo da amora preta
utilizando a ELP, a a condicéo etanol + 4gua como solvente a 100°C foi selecionada como a
melhor condigédo de rendimento (Machado et al. 2015).

3.1.2 Extragéo Hidrodifusdo e gravidade de Micro-ondas (MHG)

A extracdo por MHG impulsionou a extragéo assistida por micro-ondas ainda mais para
um processo inovador, rapido e ecolégico (Benmoussa et al., 2018). Essa técnica, que combina
0 aquecimento por micro-ondas e gravidade terrestre a pressdo atmosférica, foi originalmente
projetada para 6leos essenciais, mas posteriormente se estendeu a extracao de outros compostos
presentes em matrizes vegetais (Ferreira et al., 2020; Singh Chouhan et al., 2020).

Apenas diferentes solventes para umidificacdo de plantas foram avaliados para extracao
de MHG. A poténcia de saida foi de 450 W e o tempo foi de 15 min, o que foi suficiente para
a extracdo completa. Os rendimentos obtidos para a umidificacdo das plantas com a solugéo
hidroalcoodlica e com agua foram muito semelhantes. No entanto, a solugdo hidroalcoodlica
apresentou ligeiro aumento nos resultados. A matriz que apresentou os maiores rendimentos foi
o fruto com 1,68% (base massica), enquanto a raiz resultou nos menores rendimentos com
0,11% (base massica) (Tabela 2).

Tabela 2 - Rendimentos de matrizes fruto e raiz de Solanum viarum obtidas por extracdo de
MHG.

i [0)
Poténcia de micro- Rendimento (% em

Ensaios Solvente massa)
ondas (W) Raiz Fruto
1 450 Agua 0,11 1,37
2 450 Solugdo hidroalcodlica 0,15 1,68

Comparando os resultados desta técnica com o ELP, obtiveram-se rendimentos mais

baixos para ambas as matrizes. Ndo ha relatos na literatura utilizando esta técnica para esta
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planta, mas quando comparada a extracdo com didxido de carbono supercritico, 0s rendimentos
de frutos foram maiores e de raizes semelhantes, mas com tempo de extracdo reduzido
(Confortin et al., 2019). Ao comparar com a extracdo das folhas de Rosmarinus officinalis, onde
o rendimento foi de 0,33% com condigdes de 1000 W e 15 min (Bousbia et al., 2009), os
resultados encontrados para a matriz dos frutos foram superiores. Vian et al. (2008) utilizando
uma poténcia maxima de 1000 W em um tempo de 15 min, obtiveram os maiores rendimentos
de 0,6% para a horteld e 0,95% para 0 poejo. A extracdo do Oleo essencial de Rosmarinus
officinalis nas mesmas condicOes utilizadas neste trabalho (poténcia de 400 W e 20 min),
resultou em um rendimento de 2,32% (Ferreira et al. 2020).

Os baixos rendimentos podem ser explicados pelo uso excessivo da poténcia de
irradiacdo de micro-ondas. Um tempo menos foi utilizado e essas condigdes ndo foram
suficientes para recuperar completamente o extrato de Solanum viarum. Devido ao maior poder
de irradiacdo, a pirolise de alguns componentes volateis pode ocorrer causando uma diminuicéo
no rendimento (Cui et al., 2017). Para melhorar o rendimento da extracdo, as melhores
condicdes de extracdo devem ser investigadas em estudos futuros. Considerando a importancia
da técnica utilizada, sugere-se a utilizacdo de MHG em combinacdo com tecnologias extrativas
sequencias para melhorar os rendimentos, pois 0s extratos obtidos podem ser adequados para
aplicacGes em uma ampla gama de campos, com o objetivo principal de obtencdo de novos
produtos por meio de processos verdes.

3.2 Composicao quimica por GC-MS

Os compostos identificados em cada técnica de extracéo estdo representados nas Tabelas
3 e 4. Ambas as técnicas foram eficientes para a extracdo de compostos bioativos relatados na
literatura. A ELP mostrou-se mais eficiente por extrair um maior nimero de compostos (29),
enquanto a extracdo MHG extraiu um namero menor (7). A matriz raiz permitiu recuperar doze
compostos diferentes com ELP e cinco com MHG; enquanto a matriz fruto permitiu recuperar
onze compostos diferentes com ELP e sete com MHG.

O solvente usado para as extracfes de compostos determina qual composto sera
extraido. No caso das extracdes utilizadas neste estudo, o etanol tem a capacidade de dissolver
compostos moderadamente polares, enquanto a agua pode dissolver compostos com alta
polaridade. Quando uma mistura bindria é utilizada, o0 comportamento é positivo em termos da
quantidade de compostos extraidos (Barrales et. al., 2018). A composicdo dos extratos obtidos
também muda com a temperatura, pois quando elevada causa um aumento na solubilidade

(Zaibunnisa et al., 2009), quebrando as ligacGes analito-matriz e estimulando a difusdo do
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analito na superficie da matriz (Hossain et al., 2011). Essas afirmacdes estdo de acordo com 0s
achados deste trabalho, visto que nas extragdes com ELP a condigédo a 60°C e com etanol 70%
para ambas as matrizes extrairam maior quantidade de compostos, e para MHG ao usar a
solucdo hidroalcodlica os resultados foram promissores.

Os resultados da extracdo de compostos bioativos da casca do maracuja por Vigano et
al. (2016) corroboram com este trabalho. Os autores obtiveram melhores resultados nas
condi¢des de 60°C e etanol 70%. Pereira et al. (2019) também obtiveram melhores resultados
na recuperacdo de compostos fendlicos em uma mistura de solventes (50% etanol-agua), com
temperaturas mais elevadas (100°C); e Herrero et al (2010) utilizando temperaturas mais
elevadas e etanol nas extraces das folhas do alecrim, obtiveram o melhor resultado na

COMposicao.
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Tabela 3 - Compostos quimicos obtidos por ELP para o fruto e raiz de Solanum viarum.

Area relativa(%)

Ensaio Fruto Raiz

ELP ELP

1 | 2 |3 | 4 | 5/6/7 1 | 2 [ 3 | 4 | 5/6/7

Compostos
2,3-butanediol, 2,36 - 9,65 | 24,23 | 23,63
Dl-glyceraldehyde 9,45 8,16 2,78 4,55 24,79
5H-1-Pyrindine 9,62 536 | 18,23 | 20,13
9-octadecenamide 1,05 4,09
2-Propanone, 1,3-dihydroxy
Pentadecane 3,06
Neophytadiene 8,21 3,75 3,97
1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis (2-methyl 16,10 | 6,23 19,36 4,16 3,52 1,48
propyl) ester
Benzoic acid, 2-hydroxy, phenylmethyl ester 9,22 5,69 6,94
Heptadecanoic acid, ethyl ester 8,17 13,09 - 0,64 6,0
Ethyl linoleate 9,93
Bicyclo[10.1.0]tridec-1-ene
Hexadecadienoic acid, methyl ester 18,13 | 10,36 9,45 8,25
2-Butanone, 3-hydroxy-
9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-, methyl ester 21,94
Methane, sulfinylbis 2,89
N-Methyl-L-prolinol 9,51 6,42
Quimic &cid 38,33 | 7,84 | 10,56 | 8,26 6,25 23,03 | 16,52 | 5,05 | 23,91
Ergost-5-en-3-ol, (3.beta.,24R) 2,15 14,02 12,05 | 13,72 | 7,42 | 7,34 3,84
Spirosol-5-en-3-ol (Soalsodine) 33,36 | 4,62 | 16,35 | 8,56 3,26 14,40 | 13,12 | 13,58 | 19,51 19,53
Cytidine 13,30 13,36 | 7,36 30,84 | 21,39 | 42,78 | 27,49 31,87
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5H-1-pyrindine

7,14

Neophytadiene

Integerrimine

5,64

7,66

6,59

33,64

Methyl commate b

Ethyl linoleate

6,59

7,07

9,12,15-Octadecatrien-1-ol (CAS)

2,10

9,12-Octadecadien-1-ol (CAS)

2,39

Cholest-5-ene, 3-bromo-, (3.beta.)-

2,92

Tabela 4 - Compostos quimicos obtidos por hidrodifusdo por micro-ondas e extracdo por gravidade para frutos e raizes de Solanum viarum.

Area relativa (%)

_ Fruto Raiz
Ensaio Agua Agua/Etanol Agua Agua/Etanol
Compostos
2,3-Butanediol 10,03 1,33
1,3-Butanediol 21,40 1,08 9,95
5H-1-Pyrindine 7,57 9,58 10,01
Spirosol-5-en-3-ol (Soalsodine) 12,43 13,43 5,36 17,54
Cytidine 20,35 40,41 14,38 51,07
Quimic acid 18,40 22,11 8,26 11,15
Integerrimine 9,52 12,06 62,05 10,23
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Ambas as técnicas de extracdo apresentam resultados promissores em relacdo aos
compostos extraidos, tendo como principais compostos o0 acido quinico, a citidina e a
soalsodina. Esses compostos também foram encontrados nas matrizes dessa planta por
Confortin et al. (2019), utilizando como técnica de extracdo o ultrassom e o CO; supercritico.
Esses compostos apresentam atividades importantes relatadas na literatura. O &cido quinico foi
relatado com atividades antiinflamatorias e antioxidantes (Lee et al., 2013; Xu et al., 2019; Zeng
et al., 2009). Grande-pérez et al., (2017) atribuiram a¢do antiviral a citidina, que € um composto
com nucleo de pirimidina que desempenha um papel vital em atividades bioldgicas como
antifungica. A citidina também € descrita como um composto responsavel pela acdo antifingica
contra Aspergillus niger, Fusarium culmorum, Penicillium expansum e Penicillium roqueforti
(Pawlowska et al., 2012).

A soalsodina € um composto encontrado na familia Solanacea e é descrita como
altamente toxica por muitos autores (Al Sinani et al., 2016; Kausar e Singh, 2018; Patel et al.,
2013; Yuan et al., 2017). Este composto também é descrito como um composto principal no
extrato da raiz de Solanum viarum (Confortin et al., 2019), no entanto, pode ser extraido de
diferentes partes vegetativas de plantas de Solanum viarum, como folha e caule (Patel et al.,
2021). Este composto € relatado soalsodine é relatado como um O6timo inseticida e anti-
helmintico (Khaserao e Somani, 2017; Patel et al., 2013). Anteriormente, a importancia do
soalsodina na morte de larvas de quinto estadio de Tribolium confusum foi enfatizada por

Lingampally et al. (2014).

4. Conclusao

Considerando que este estudo é o primeiro registro da utilizacdo da extracdo por
hidrodifusdo por micro-ondas e extracdo por gravidade (MHG) e extracdo por liquido
pressurizado (ELP) para a extracdo de compostos de Solanum viarum, os resultados obtidos
nesta pesquisa sdo satisfatdrios, revelando que a planta possui compostos importantes em sua
composicdo com possivel aplicabilidade. A técnica de ELP mostrou-se mais eficiente na
obtecdo de maiores rendimentos e concentracdo de compostos quimicos. No entanto, a técnica
de MHG mostrou-se eficiente na concentracdo de acido quinico, citidina e soalsodina nos

extratos.
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CAPITULO 7 - ARTIGO 5

Nesta secéo estdo descritas a metodologia e os resultados e discussdes para a avaliacéo

antifungica e herbicida dos extratos de Senecio brasiliensis e Solanum viarum.

Avaliagdo da atividade antifungica e herbicida dos extratos de Senecio brasiliensis e

Solanum viarum

RESUMO

Nos altimos anos, houve um aumento significativo no uso de substancias ativas encontradas
em extratos vegetais devido as suas aplicacdes nos setores farmacéutico, alimenticio e agricola.
Desta forma este trabalho tem como objetivo investigar o potencial herbicida e fungicida de
diferentes partes das plantas Senecio brasilienses (flor, folha e caule) e Solanun viarum (fruto
e raiz). Os extratos foram obtidos por extragdo com Ultrassom (85 W/cm? intensidade e 0.75
de pulso). A atividade fungicida foi testada nos fungos Fusarium graminearum e Sclerotinia
sclerotiorum e a acédo herbicida foi testada em pré-emergéncia de sementes de Cucumis sativus.
Os testes mostram um grande potencial antifingico e herbicida. Os efeitos inibitorios contra
ambos os fungos testados foram satisfatorios sendo de até 82% e quanto a inibicdo na
germinacédo de sementes de Cucumis sativus foi de 100%.

Palavras-Chaves: Compostos bioativos, Solanum viarum, Senecio brasiliensis, atividade
fangica, atividade herbicida, Fusarium graminearum e Sclerotinia sclerotiorum

1. INTRODUCAO

O metabolismo vegetal consiste em um conjunto de reacdes que ocorrem em cada célula
que visam a producdo de energia através da adenosina trifosfato e biossintese de substancias
indispensaveis a sua sobrevivéncia (Capasso et al., 2011). As plantas sintetizam uma ampla
gama de metabolitos secundarios (Thakur et al., 2019). O metabolismo secundario vegetal
compreende uma variedade de compostos que evoluiram a fim de promover a sobrevivéncia
das plantas fornecendo protecdo contra estresses gerais, como fatores ambientais, insetos,
herbivoros, predadores, patogenos e radiacdo ultravioleta (Macedo et al., 2017).

Alguns metabdlitos secundarios (MS) podem interferir no crescimento e no
desenvolvimento de sistemas bioldgicos, sendo considerados compostos alelopaticos. Estes

compostos (aleloquimicos) podem ser usados diretamente para a formulacdo de defensivos


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/fusarium-graminearum
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agricolas ou até mesmo alterados a fim de melhorar sua acdo biol6gica (Batish et al., 2012;
Mahdavikia et al., 2017; Sadgrove e Jones, 2015).

Na tentativa de reduzir o uso de pesticidas sintéticos, foram e estdo sendo realizadas
extensas investigacfes sobre a possivel exploracdo de compostos vegetais como produtos
comerciais naturais, que sdo seguros para 0s seres humanos e 0 meio ambiente. De fato, a busca
por compostos naturais e métodos de manejo como alternativas aos pesticidas classicos tornou-
se um campo de pesquisa intenso e produtivo (Amri et al., 2017), pois devido a diversidade
estrutural e as atividades biologicas desenvolvidas podem ser usados para o desenvolvimento
de pesticidas bioquimicos organicos baseados na estrutura das fitotoxinas naturais (Dayan and
Duke, 2014). Outros autores relataram essa eficiéncia (Arasu et al., 2019; Carvalho et al., 2019;
El Sawi et al., 2019; Hussain et al., 2017; Kueh et al., 2019; Ma et al., 2019; Zhao et al., 2019).

Entre as espécies relatadas na literatura com compostos de possiveis acdo herbicida e
fungicida esté o Senecio brasiliensis e Solanum viarum, encontradas no Estado do Rio Grande
do Sul (Confortin et al., 2019; Confortin et al., 2021). S&o considerada plantas daninhas de
pastagem e altamente toxicas, pois quando ingeridas pelo gado ou outros tipos de rebanho pode
ser letal (Milner et al., 2011; Panziera et al., 2018). O Senecio brasilienis Less., popularmente
conhecida como “Maria mole” (Macedo et al., 2017) e Solanum viarum Dunal pertence a
familia Solanaceae, conhecida popularmente no Brasil como “joa-bravo” (Luciano Braguini et
al., 2018), tem sua toxidade devido ao acumulo de altos niveis de alcaloides (Elias et al., 2011;
Luciano Braguini et al., 2018), porém convém destacar que o Senecio brasiliensis também é
utilizado na medicina tradicional (Vendruscolo e Mentz, 2006).

Pensando nos efeitos negativos da utilizacdo dos herbicidas e fungicidas no meio
ambiente, o crescimento da agricultura organica, o controle de plantas daninhas e fungos com
métodos alternativos e o provavel potencial herbicida e fungicida dos extratos de Senecio
brasilienesis e Solanun viarum, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do extratos das
diferentes matrizes sob o crescimento micelial in vitro de Fusarium graminearum e Sclerotinia

sclerotiorum e a acdo herbicida em pré emergéncia em Cucumis sativus.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/senecio
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Preparacdo das amostras

O material vegetal de Senecio brasiliensis (flores, folhas e caules) e Solanun viarum
(frutos e raizes) foram coletados no norte do estado do Rio Grande do Sul (S: 27°55” 39.43/ W:
52°7° 37.14). As amostras foram secas a 40°C até se atingir massa constante e mantidas a -4°C
até as extracgdes.

2.2 Obtencao dos extratos

Os extratos foram obtidos de diferentes partes de Senecio brasiliensis (flores, folhas e
caules) e Solanun viarum (frutos e raizes) por extragdo com Ultrassom. Trabalhos realizados
pelo grupo de pesquisa apresentam a composicdo dos compostos fitoquimicos extraidos das
duas plantas usando a técnica de EAU sob diferentes condi¢bes (Confortin et al., 2019;
Confortin et al., 2021). Com base nesses resultados, foi selecionado a condi¢do que forneceu
os rendimentos elevados e concentracdo de compostos com acdo fungicida e herbicida para
cada matriz para extracdes para este estudo (85 W/cm? da intensidade do ultrassom e 0.75 de
ciclo). Um total de cinco amostras foram obtidas a partir das extracGes e foram usados para

determinar suas bioatividades (Tabela 1).

Tabela 1 — Principais rendimentos e compostos obtidos de Solanum viarum e Senecio
brasiliensis por Extracdo Assistida por Ultrassom

Parte botanica Rendimento (%0) Composto com atividade biol6gica
Fruto 19,15 Salsodine
Raiz Cydine
Quimic acid
10,2 Piperazine

Mannofuranoside

1,8 Diazabicyclo [5.4.0] undec-7-ene
Folha 10,68 Integerrimine

Flor 6,52 Senecionine

Caule Propanetriol

Cinerin

Celidoniol

Hexadecanoic acid

5,57 Phenol

octadecenoic acid
2-Methoxy-4-vinyl phenol
Guanosine
5H-1-pyridinol
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2.3 Determinacéo da atividade antifungica

Para a determinacdo da atividade antifungica foram utilizados os extratos obtidos na
melhor condicédo de extracdo das diferentes matrizes de Senecio brasiliensis e Solanun viarum
realizadas em trabalho anterior do grupo de pesquisa (85 W/cm? da intensidade do ultrassom e
0.75 de pulso) (Confortin et al., 2019; Confortin et al.,2021).

As solucGes dos extratos foram preparadas a uma concentragdo de 100 mg/mL, utilizando
como solvente o etanol. Para a solucdo controle foi utilizado etanol+agua destilada na mesma
concentracdo. A acdo antifingica dos extratos foi avaliada sobre o desenvolvimento de dois
importantes fitopatdgenos: Fusarium graminearum e Sclerotinia sclerotiorum, cedidos pelo
Departamento de Defesa Fitossanitaria da Universidade Federal de Santa Maria. O meio de
cultura utilizado no experimento foi o Agar Batata Dextrose (BDA), da marca comercial
Himedia®, sendo preparado conforme instrucoes do fabricante.

A atividade antifingica foi avaliada pelo método de diluicdo em agar (Balouiri et al.,
2016). Para isso foi preparado o meio BDA, ap0s estar em temperatura ambiente foi
acrescentado no meio o extrato a ser testado. As placas de petri foram preenchidas pelo meio
BDA+extrato a ser testado. Apds a solidificagdo um disco de micélio de 7mm de diametro do
microrganismo teste foi transferido de uma cultura pura de sete dias para o centro da placa.

As placas foram incubadas a temperatura de 28°C e em sete dias o diametro do
crescimento micelial foi observado através de duas medi¢fes diametralmente opostas das
colénias quando o controle (BDA sem adicdo do extrato) atingiu 0 maximo de crescimento. A
percentagem de inibicdo para o crescimento micelial foi determinada utilizando como
referéncia o crescimento de concentracao de controle e calculada como relatado por Zabka et
al.(2011) :

DC-DT
DC

Inibigao (%) = (225) x 100
Onde: DC € o diametro da col6nia da concentracdo de controle, e DT € o diametro de coldnia
das diferentes concentracdes avaliadas.

O experimento foi desenvolvido com um delineamento experimental inteiramente
casualizado, com trés repeticdo. Foram avaliadas cinco matrizes vegetais (fruto e raiz de
Solanum viarum e folha, flor e fruto de Senecio brasiliensis), uma concentracdo de extrato e

dois fungos. A andlise dos dados foi realizada utilizando um teste de comparacdo de médias
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utilizando o método Tukey (p <0,05), usando o software Statistica 8.0 (Statsoft Inc., EUA). O

nivel de significancia estatistica aplicado foi de 5% de probabilidade.

2.4 Atividade bioherbicida - Bioensaios em Pré-emergéncia

Os bioensaios foram realizados em pré-emergéncia em Cucumis sativus. Os testes foram
realizados em placa petri previamente desinfetadas com alcool 70% e forradas com duas folhas
de papel filtro (Germitest®) umedecidas com o respectivo tratamento (extrato) correspondendo
a um volume de 2,5 vezes o peso do papel, de acordo com as Regras para Analise de Sementes
— RAS (BRASIL, 2009),. Ressalva-se que os testes de controle foram realizados substituindo o
extrato por agua destilada. Apds foram aplicadas 3 repeticdes de 10 sementes, totalizando 30
sementes por tratamento e acondicionados em camara BOD, com temperatura constante (25°C)
e fotoperiodo de 12/12 horas de luz/escuro. Posteriormente esses dados foram expressos em
percentagem de inibicdo de germinacgdo ou de plantas anormais (plantas que nao tiveram seu
crescimento normal) (Brun et al.,, 2016). A primeira avaliacdo do numero de sementes
germinadas foi realizada ao 3° dia ap0s a instalagdo do experimento, seguida de uma nova
avaliacdo ao 7° dia. Para esse teste, foram contabilizadas como germinadas, as sementes que
apresentaram crescimento da radicula superior a 2 mm, segundo descrito na RAS (BRASIL,
2009). A germinacao foi calculada por meio da equacao:

Germinacdo: G%: [Zni/A].100

Onde: ni € 0 nimero de sementes germinadas em cada repeticdo; A é o total de sementes

utilizadas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividade antifungica

A atividade antifingica dos extratos obtidos por extracdo com US de Solanum viarum e
Senecio brasiliensis contra Fusarium graminearum e Sclerotinia sclerotiorum estdo
apresentadas na Tabela 2. Para os testes in vitro pode-se notar que todas as matrizes das duas
plantas testadas apresentam uma boa atividade antifingica contra ambas as espécies de fungos
estudadas apresentando-se dentro de uma gama de 58,75% a 75,02% para Fusariun
graminearum e de 74,27% a 82,01% para Sclerotinia sclerotiorum. A andlise dos dados foi

realizada utilizando um teste de comparacdo de médias utilizando o método Tukey (p <0,05),
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usando o software Statistica 8.0 (Statsoft Inc., EUA). O nivel de significancia estatistica

aplicado foi de 5% de probabilidade.

Tabela 2- Inibicdo do crescimento micelial de Fusarium graminearum e Sclerotinia
sclerotiorum por extratos de Senecio brasiliensis e Solanun viarum

Percentagem de inibicéo (%)
Senecio brasiliensis Solanun viarum
| Flor | Folha | Caule Fruto | Raiz
Fusarium graminearum
US | 60,18+0,14°° | 75,02+0,17°° | 58,75+ <0,001°" | 62,0+0,11" | 65,0+0,15°
Sclerotinia sclerotiorum
US [74,27+0,10°° | 82,01+0,31°° | 77,65+0,24™ | 77,05+0,15°" | 81,15+0,12°
a-c: Diferentes letras na mesma coluna representam uma diferenca significante de 95% (p <0,05 - Teste Tukey)
entre os ensaios para cada espécie e para cada fungo de forma separada.

D-H- Letras diferentes na mesma coluna representam uma diferenca significativa a 95% (p <0,05 - Teste Tukey)
entre os ensaios das duas espécies para cada fungo de forma separadamente.

Para o Senecio brasiliensis a matriz que apresentou maior destaque foi a folha, com maior
porcentagem de inibicdo para ambos os fungos testados, 75.02% e 82,01% de inibicdo para F.
graminearum e S. sclerotiorum, respectivamente. Ja para o Solanum viarum a matriz que
apresentou maiores porcentagens de inibicdo foi a raiz com 65.0% e 81,15% para F.
graminearum e S. sclerotiorum, respectivamente (Figura 1).

Tendéncias semelhantes foram relatadas por outros autores utilizando extratos de plantas
na inibicdo de crescimento de fungos (Arasu et al., 2019; Koita et al., 2017; Ma et al., 2019;
Pintos et al., 2018; Salem et al., 2019; Sollepura Boregowda et al., 2019; Weisany et al., 2019).
Seepe et al. (2020) utilizando extratos de Combretum erythrophyllum, Quercus acutissima e
Melia azedarach a uma concentracdo de 2,5 mg/mL, mostraram que a atividade antifingica
variou de 68% a 98% de inibicdo contra F. proliferatum. Ja Hernandez-Ceja et al. (2021)
obtiveram efeitos inibitorios de 100% ao testar extratos de Lantana hirta (na concentracéo de
5 mg/mL) no crescimento de P. clavispora e C. gloeosporioidesa e A. ochroleuca, e A.

ochroleuca contra P. clavispora e C. gloeosporioides.
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Figura 1. Inibicdo ap0ds 7 dias de F. graminearum e S. sclerotiorum por extratos das matrizes
de de Senecio brasiliensis e Solanun viarum; A: Controle etandlico; B: extrato do caule de
Senecio brasiliensis; C: extrato de flor de Senecio brasiliensis, D: extrato de folha de Senecio
brasiliensis, E: extrato de fruto de Solanun viarum, F: extrato da raiz de Solanun viarum

Fusarium graminearum

Sclerotinia sclerotiorum

B

Ressalva-se que os fungos testados nesta pesquisa causam grande impacto na agricultura.
Giberela é uma das principais doencas fungicas em diversas culturas de gréos causada por
Fusarium graminearum (Rocheleau et al., 2019). O método de controle mais utilizado é a
utilizacdo de fungicidas sintéticos como o carbendazim que além de ser altamente toxico,
também esta apresentando resisténcia ao fungo em questdo (Shao et al., 2021). Sclerotinia


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/fusarium-graminearum
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/carbendazim
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sclerotiorum causadora do mofo branco em uma ampla gama de hospedeiros (Bolton et al.,
2006), ataca principalmente culturas importantes, como feijao, soja e vegetais (Willbur et al.,
2018). Alves et al. (2021) destaca a importancia de um controle biolégico para o gerenciamento
deste fungo, uma vez que ja existem cultivares resistentes. Compostos identificados nos
extratos testados nessa pesquisa descrito por Confortin et al. (2019 e 2021) descrevem o
possivel potencial antifungico. A citidina édescrita como a responsavel pela atividade
antifungica em Aspergillus niger, Fusarium culmorum (Pawlowska et al., 2012). Walters et al.
(2004) relataram que o acido octadecendico € um agente antifingico contra Crinipellis
pernicosa e Pythium ultimum. Manofuranosideo (Hugar e Londonkar, 2017), Propanetriol
(Casuga et al., 2016; Foo et al., 2015), Octadecano (Abu backer e Devi, 2015), Farnesol (Pauli,
2006; Piochon et al., 2009; Santos et al., 2019), Acido 2-propentico (Fraga et al., 2017),
Derivados de pirano - Piretroides (Chattapadhyay e Dureja, 2006) também apresentam relatos
com atividade antifungica.

Porém deve-se levar em consideracao que os mecanismos de acao pelos quais 0s produtos
botanicos atuam ainda precisam ser mais explorados. O fato dos extratos conterem uma mistura
de compostos bioativos e assim sua atividade alelopéatica pode ser atribuida muitas vezes nao
apenas a um composto mas a varios compostos que atuam em sinergia (Bakkali et al., 2008;
Pitarokili et al., 2003).

3.2 Atividade herbicida em pré emergéncia

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados do teste de germinacdo das diferentes
matrizes em sementes de Cucumis sativus, as quais sdo consideradas plantas indicadoras de
atividade alelopatica (Chaves Neto et al., 2020; Todero et al., 2018). Os resultados encontrados
foram promissores uma vez que se observou um efeito bioherbicida significativo para todas as
matrizes com 100% de inibi¢cdo de germinacdo, ndo havendo diferenca significativa entre as

matrizes (Figura 2).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/soybeans
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Tabela 3- Inibicdo de germinacdo de sementes de Cucumis sativus por extratos de Senecio
brasiliensis e Solanun viarum

Percentagem de inibic¢éo (%

Senecio brasiliensis Solanum viarum
| Flor | Folha | Caule Fruto Raiz
Cucumis sativus
Us 100 | 100 | 100 | 100 100

Até o presente momento, nenhum estudo ainda foi publicado testando os efeitos em pré
emergéncia dos extratos de Solanum viarum e Senecio brasiliensis, porém muitos autores
demonstraram que o efeito fitotdxico de extratos vegetais em germinacdo de sementes
(Carvalho et al., 2019; Gulzar and Siddiqui, 2017; Hussain et al., 2017; Kueh et al., 2019; Zhao
et al., 2019). Scavo et al. (2018) ao testar extratos aquosos de folhas de Cynara cardunculus L.
na germinacdo de sementes obtiveram inibicdo de 80 e 40%. Scavo et al. (2020) testaram
extratos de S. media e A. arvensis que inibiram a germinagdo em 100% de Amaranthus
retroflexus e Portulaca oleracea. Kaab et al. (2020) ao testar extratos das plantas C.
cardunculus e A. herbaalba (5 g/L) um efeito fitotdxico foi verificado no crescimento de mudas
de S. marianum, variando entre 80,87 e 100,00%.

Os resultados encontrados nesta pesquisa indicam claramente que 0s extratos de Senecio
brasiliensis e Solanum viarum tém um alto efeito alelopatico na germinacdo de sementes. Esses
resultados podem estar relacionados a compostos como 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-ene,
2-Propenoic acid que ja sdo descritos com efeito herbicida na literatura (Cao et al., 2011; Fraga
et al., 2017). A interacdo sinérgica ou antagénica dos compostos também foi identificada por
Confortin et al. (2019 e 2021) e também devem ser levado em consideracao pois apresentam
bioatividades: soalsodina é descrita com alta toxidade (Kausar e Singh, 2018; Patel et al., 2013;
Yuan et al., 2017), Quimic acid também € reportado com potencial antiinflamatério (Foo et al.,
2015; Wang and Weller, 2006), Celidoniol com potencial antibactericida (Bulent Kdse et al.,
2016) (Bulent Kose et al., 2016), anti-inflamatério (Zakaria et al., 2014), pesticida (M. Chen et
al., 2018; Gallo et al., 2017)(Q. Chen et al., 2018; Gallo et al., 2017), integerrimina e a
senecionina que sdo compostos considerados alcaloides pirrolizidinicos (De Souza et al., 2015;
Elias et al., 2011; Toma et al., 2004; Trigo et al., 2003).
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Figura 2. Inibicdo da germinagédo apos 7 dias de aplicagdo dos extratos de Senecio brasiliensis
e Solanun viarum em sementes de Cucumis sativus. A: Controle etandlico+agua; B: extrato do
caule de Senecio brasiliensis; C: extrato de flor de Senecio brasiliensis, D: extrato de folha de
Senecio brasiliensis, E: extrato de fruto de Solanun viarum, F: extrato da raiz de Solanun viarum

O modo de agdo dos aleloquimicos, incluindo os compostos alcaloides destacados neste
estudo, ainda permanecem um tanto desconhecidos. Esses metabdlitos secundarios sdo
absorvidos pelas sementes das plantas, o que inicia danos a membrana celular, DNA, mitose,
atividade da amilase e outros processos bioquimicos e atrasa ou inibe a germinagdo das
sementes (Radhakrishnan et al., 2018). Ressalva-se que este trabalho demostra pela primeira
vez a acdo fungicida e herbicida de extratos a partir de Senecio brasiliensis e Solanum viarum.
Com isso sugere-se que mais estudos devem ser realizados avaliando diferentes concentracdes,
toxidade para a saude humana e meio ambiente e purificacdo dos compostos para confirmem

suas atividades.
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4. CONCLUSAO

Extratos obtidos de diferentes matrizes de Senecio brasiliensis e Solanum viarum por
extracdo com US apresentaram atividades antifungica e herbicida. Em relagdo a atividade
antifingica, os extratos das folhas das duas espécies estudadas forneceram os melhores
resultados para os dois fungos testados com 75,02% e 82,01% de inibi¢BGes contra Fusarium
graminearum e Sclerotinia sclerotiorum, respectivamente. Em relacdo a inibicdo da
germinacdo de sementes de Cucumis sativus todas as matrizes apresentaram uma inibigdo de
100%. Esses resultados indicam que esses extratos podem ser uma valiosa fonte para ser

utilizados como método de controle alternativo para uma agricultura mais bioldgica e orgénica.
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CAPITULO 8 - CONSIDERACOES FINAIS

8.1 DISCUSSAO GERAL

Nos ultimos anos, houve um aumento significativo no uso de substéncias ativas
encontradas em extratos vegetais devido as suas aplicacdes nos setores farmacéutico, alimentar
e agricola. Diversas plantas sdo utilizadas de forma empirica por agricultores familiares para
controle de plantas daninhas e fungos em suas propriedades em busca de controle bioldgico.
Neste contexto estdo incluidas duas plantas: Senecio brasilienesis e Solanun viarum.
Considerando a importancia de desmostrar cientificamente esse pontencial e entender melhor a
composicao quimica dessas plantas, esse trabalho se mostrou de suma importancia, uma vez
que ndo havia na literatura informacgdes sobre rendimentos de extracdo e aplicacdo destas
plantas no controle biologico.

Devido ao crescente interesse nos compostos encontrados em plantas, extratos de melhor
qualidade, sem degradacdo térmica de componentes desejados e processos ambientalmente
corretos, estudos com novas tecnologias que oferecem solucdes para essas demandas tém se
intensificado. Assim esse trabalho utilizou técnicas descritas como tecnologias verdes para
realizar as extracOes de Senecio brasilienesis e Solanun viarum para posteriormente caracterizar
0S compostos quimicos presentes nestas plantas.

Os principais resultados obtidos neste trabalho demostram que todas as técnicas de
extracdo foram eficientes para o Senecio brasiliensis e para o Solanum viarum. Utilizando a
EFS — CO2 para Senecio brasilienesis, os maiores rendimentos foram obtidos para folhas
(1,76% em massa; 60°C/25 MPa), flores (1,56% em massa; 40°C/25 MPa) e caules (0,25% em
massa; 60°C/25 MPa) e foram encontrados no sob condi¢cdes de temperatura e pressdo mais
altas (60°C/25 MPa), com maiores densidades, ja os menores rendimentos foram encontrados
nas condicdes de maior temperatura e menor pressdo (60°C/15 MPa), ou seja, com menores
densidades de solvente. Avaliando estatisticamente a pressdo foi significativa no processo,
apresentando um efeito positivo nos rendimentos, uma vez que 0 aumento da pressdo na mesma
temperatura favoreceu um maior rendimento.

Utilizando a EAU os rendimentos maximos foram de 7,14% para a flor, de 11,82%

para a folha e de 5,69% para o caule, sendo que os maiores rendimentos foram maiores
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utilizando um alto valor de intensidade de poténcia (75,11 W/cm?) e ciclo (0,93), enquanto os
menores rendimentos foram obtidos no ensaio 5 com a menor intensidade de poténcia (17
Wicm?) e ciclo (0,75).

A extracdo com LP foi a técnica que apresentou maiores rendimentos quando
comparada com as outras técnicas. A condicdo de 60°C e etanol a 70% v/v foi o que resultou
nos maiores rendimentos, enquanto 0s menores rendimentos foram obtidos nos ensaios com
menor temperatura (30°C) e maior quantidade de etanol (100% v/v). A temperatura apresentou
um efeito positivo, o que significa que um aumento nesta variavel leva a maiores rendimentos.
Pode-se observar que os maiores rendimentos foram obtidos com a maior temperatura,
enquanto a porcentagem de etanol foi mantida constante, ou seja, 0 aumento da temperatura
leva a maiores rendimentos para todas as porcentagens de etanol estudadas. Por outro lado, o
percentual de etanol apresentou efeito negativo, o que significa que quanto maior o percentual
de etanol no solvente, menor o rendimento. Quanto a influéncia da porcentagem de etanol, o
maior rendimento de extracdo foi encontrado com etanol a 70% v/v.

A técnica Extracdo Hidrodifusdo e Gravidade de Micro-ondas apresentou 0s menores
resultados quanto ao rendimento quando comparado as outras trés técnicas, poréem foram
semelhantes ao encontrado na EFS-CO., com rendimentos méximos encontrados na flor com
0,68%, seguida das folhas com 0,64% e por fim o caule com 0,26%, ndo mostrando diferencas
significativas quando utilizado solventes diferentes.

Quanto a composi¢cdo quimica os resultados obtidos nesta pesquisa revelam que a
planta Senecio brasiliensis possui alcaloides pirrolizidinicos em sua constitui¢do. Por se tratar
do primeiro relato a utilizar EFS-CO», EAU, ELP e MHG para obtencdo de extratos ricos em
integerrimina, pode-se concluir que as técnicas foram eficientes, sendo consideradas rapidas e
ecologicamente corretas. Destaca-se a extracdo com US onde os resultados mostraram que a
integerrimina era o composto principal, representando aproximadamente 50% da area total do
pico. Convém ressaltar que outros compostos com potenciais biolégicos também foram
extraidos como ja descrito anteriormente.

Os resultados encontrados para a planta Solanum viarum demonstram comportamento
muito semelhante ao Senecio brasiliensis quanto as condicdes. Para a técnica EFS os maiores
rendimentos (0,69 £+ 0,001% em massa de frutos e 0,37 £ 0,001% em massa de raizes) foram
obtidos na menor temperatura e na maior pressdao (40°C/250 bar), enquanto 0os menores
rendimentos (0,40 £ 0,002% em massa de frutos e 0,12 + 0,001% em massa de raizes) foram
obtidos no ensaio de temperatura mais alta e pressdo mais baixos (60°C/150 bar). O aumento

da pressdo de 150 para 250 bar resultou em maior rendimento do extrato. Ja o aumento da
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temperatura de 40 para 60°C causou um menor rendimento. Este efeito é devido a densidade
do solvente, pois o aumento da pressdo aumenta a densidade do fluido supercritico.
Consequentemente, o poder de solvatacdo do solvente é aumentado. Um aumento na
temperatura provoca uma diminuicdo da densidade e, consequentemente, uma diminuicdo da
solubilidade dos extratos no CO- (Soares et al., 2016; Goyeneche et al., 2018).

A técnica de US apresentou rendimentos superiores as técnicas de EFS-CO, com 0s
maiores rendimentos de extracdo de 20,8% em massa para frutos e de 11,7% em peso para
raizes. As duas matrizes demonstraram comportamentos muito semelhantes, tendo os maiores
rendimentos com alta intensidade (75,11 W/cm?) e um ciclo de pulso de 0,93. O menor
rendimento foi obtido no ensaio com menor intensidade e ciclo de pulso.

Para a extracdo utilizando o LP os maiores rendimentos foram obtidos na condigéo a
60°C e 70% de etanol, enquanto os menores rendimentos foram obtidos na condigdo com menor
temperatura (30°C) e maior percentual de etanol (100%). Os rendimentos usando liquidos
pressurizados foram maiores em comparagdo aos rendimentos usando os EAU, EFS-CO; e
HMG. Ressalva-se que 0 aumento datemperatura e a mistura binaria de solventes influenciaram
satisfatoriamente no rendimento da extragdo quando se trata de liquidos pressurizados
(Carabias-Martinez et al., 2005). Os maiores rendimentos globais sdo alcan¢ados quando a taxa
de transferéncia de massa aumenta (Machado et al., 2015).

Utilizando a extracdo MHG a solucéo hidroalcodlica apresentou ligeiro aumento nos
resultados. A matriz que apresentou os maiores rendimentos foi o fruto com 1,68%, enquanto
a raiz resultou nos menores rendimentos com 0,11%. Esta técnica quando comparada com o
ELP, obtiveram-se rendimentos mais baixos para ambas as matrizes, ja quando comparada a
extracdo com dioxido de carbono supercritico, os rendimentos foram semelhantes, mas com
tempo de extracdo reduzido.

Convém ressaltar que a extracdo MHG impulsionou a extracdo assistida por micro-
ondas ainda mais para um processo inovador, rapido e ecoldgico (Benmoussa et al., 2018). Essa
técnica, que combina aquecimento por micro-ondas e gravidade a pressdo atmosférica, foi
originalmente projetada para 6leos essenciais, mas posteriormente se estendeu a extracdo de
outros compostos presentes em matrizes vegetais (Ferreira et al., 2020; Singh Chouhan et al.,
2020).

Os extratos obtidos dos frutos e raizes de Solanum viarum contém diferentes

constituintes  fitoquimicos. A maioria deles sdo conhecidos por serem compostos
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biologicamente ativos e sdo responsaveis por exibir varias atividades como descrito
anteriormente. Ambas as técnicas de extracdo apresentam bons resultados tendo como
principais compostos o acido quinico, a citidina e a soalsodina. O US mostrou-se mais eficiente
por extrair um maior nimero de compostos (46), quando comparado com LP (29), EFS-CO>
(20) e MHG (7). Ressalva-se que o solvente usado para as extragcdes dos compostos determina
qual composto sera extraido. No caso das extracdes em questdo, o etanol tem a capacidade de
dissolver compostos moderadamente polares, enquanto compostos de agua com alta polaridade,
portanto, quando é feita uma mistura binaria, o comportamento é positivo em termos da
quantidade de compostos extraidos (Barrales et. al., 2018). A composicdo dos extratos obtidos
também muda com a temperatura, pois quando € elevada causa um aumento na solubilidade
(Zaibunnisa et al., 2009), quebrando as ligacdes analito-matriz e estimulando a difuséo do
analito na superficie da matriz (Hossain et al., 2011).

Com base nos resultados encontrados, selecionamos a técnica de US em uma condicéo
que forneceu rendimentos elevados e concentracdo de compostos principalmente com agéo
fungicida e herbicida para cada matriz (85 W/cm? intendidade e 0.75 de pulso). Ressalva-se que
a concentracdo testada para ambas as matrizes das duas espécies foi de 100 mg/mL. Os
resultados encontrados foram promissores uma vez que se observou um efeito bioherbicida
significativo para todas as matrizes com 100% de inibicdo de germinacdo, ndo havendo
diferenca significativa entre as matrizes. Para S. brasiliensis a matriz que se apresentou com
maior destaque foi a folha, que apresentou maior porcentagem de inibigdo para ambos os fungos
testados, 75,02% e 82,01% de inibicdo para F. graminearum e Sclerotinia sclerotiorum,
respectivamente. Ja para Solanum viarum a matriz que apresentou maiores porcentagens de
inibicdo foi a raiz com 65,0% e 81,15% para F. graminearum e Sclerotinia sclerotiorum,

respectivamente.

8.2 CONCLUSOES GERAIS

Com os resultados obtidos neste trabalho sobre extracdo, caracterizacdo de compostos
bioativos e aplicacdo dos extratos de Senecio brasiliensis e Solanum viarum, foi possivel
concluir que:

e Os métodos extrativos se diferenciam entre si nos rendimentos e composicao quimica;

e Astécnicas EFS, US, LP e HMG séo eficientes para a extra¢do de Senecio brasiliensis
e Solanum viarum;
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e Quando utilizada a técnica de CO: supercritico, diferentes valores de pressdo e
temperatura testados no planejamento influenciaram nos resultados, apresentando efeito
positivo e negativo sobre o rendimento global.

e Na técnica de US a poténcia de trabalho e o ciclo interferiram nos rendimentos e
composicdo quimica;

e A técnica US mostrou-se mais eficiente para composi¢cdo quimica para as duas plantas
utilizadas;

e Atécnica LP apresentou melhor desempenho quanto ao rendimento, quando comparada
a outras técnicas;

e A técnica HMG foi a que apresentou menores rendimentos, porém quanto aos
compostos, apresentou alta eficiéncia;

e Os extratos das matrizes Senecio brasiliensis e Solanum viarum apresentaram 6timos
resultados quanto ao potencial herbicida em pré-emergéncia,

e Os extratos das matrizes Senecio brasiliensis e Solanum viarum apresentaram eficiéncia
na inibicdo de crescimento contra Fusarium graminearum e Sclerotinia sclerotiorum;

e Os extratos das matrizes Senecio brasiliensis e Solanum viarum sédo uma fonte potencial
de compostos bioativos que devem ser estudados quanto as atividades potenciais;

e Em geral, os resultados proporcionaram contribuicao relevante para a recuperagéo de
compostos de Senecio brasiliensis e Solanum viarum;

e Finalmente pode-se concluir que as extracdes utilizando tecnologias verdes podem ser
uma excelente alternativa em relagdo aos métodos convencionais de extracdo. Os
extratos de Senecio brasiliensis e Solanum viarum apresentaram resultados promissores
para um herbicida e fungicida botanico que pode ser Gtil no controle de plantas daninhas
e fungos que atingem pequenos agricultores familiares que visam um controle

bioldgico.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Apos o desenvolvimento dos experimentos expostos na Tese e nas conclusdes atingidas,

a lista a seguir foi elaborada a fim incentivar novas pesguisas no assunto:

. Otimizar os testes fungicos testando diferentes dosagens de aplicacdo dos extratos;
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. Aprofundar os testes em diferentes fungos;

" Realizar testes de toxidade;

" Realizar teste em pré e pos emergéncia em diferentes plantas daninhas;

" Determinar os efeitos dos extratos em pos-emergéncia, avaliando pigmentos
fotossintéticos, integridade da membrana (vazamento eletrolitico) e peroxidacdo lipidica;

" Verificar a atividade repelente dos extratos.
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