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RESUMO

O presente trabalho procura apresentar uma metodologia alternativa para a
extracao de compostos quimicos das plantas, comumente chamados de fitoquimicos.
As extracOes classicas de fitoquimicos segundo a maioria dos trabalhos mostra, que
0s métodos utilizados ainda sdo muito demorados e as vezes de baixo rendimento e
qualidade, o que justifica a necessidade de procurar uma técnica que possa minimizar
esses problemas. Para tal objetivo optou-se por mostrar neste trabalho a extracéo
assistida por micro-ondas, tendo em vista que € uma técnica ainda nao muito utilizada
e que atualmente, segundo levantamento, vem se mostrando bastante eficiente. Para
apresentar a técnica mostramos os resultados obtidos através de um trabalho
realizado, para a extracao de polifendis utilizando o micro-ondas em galhos da Rosa
hibrida cultivar, e sua posterior caracterizacdo quimica monitorada por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), acoplada aos detectores DAD e
DEDL.

Palavras-chave: Fitoquimicos, Polifenois, Micro-ondas, HPLC.



ABSTRACT

This work presents a methodology alternative for extracting chemicals from
plants, commonly called phytochemicals. The classic extraction of phytochemicals
according to most studies show that the methods used are still very time-consuming
and sometimes low yield and quality, which justifies the need to search a technique
that can minimize these problems. For this purpose it was decided to show this work
the extraction assisted by microwave - MAE, considering that is a technique not yet
widely used and which now, according to a survey, has proved to be very effective. To
show the technical we present the results obtained from a study conducted for the
polyphenols extraction using microwave in cultivar hybrid rose, and its subsequent
chemical characterization monitored by High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) coupled to the detectors DAD and DEDL.

Keywords: Phytochemicals, Polyphenols, Microwave, HPLC.
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1.  INTRODUCAO

As plantas contém diversos tipos de compostos quimicos comumente
chamados de fitoquimicos. Os polifendis sdo uma classe de fitoquimicos, com pelo
menos 8.000 membros conhecidos'.

Os polifendis tém recebido muita atencdo da comunidade cientifica por seus
iniUmeros efeitos bioldgicos como por exemplo, a captura de espécies radicalares do
oxigénio (atividade antioxidante), a modulacao da atividade de enzimas especificas, a
inibicdo da proliferagdo celular e o seu potencial como um antibidtico, antialérgico e
anti-inflamatorio?.

Eles sdo moléculas organicas do reino vegetal, encontrados naturalmente em
plantas e frutos, sendo que nas plantas eles estdo presentes em todos os 6rgaos.
Entende-se que nas plantas, dentre outras atividades, eles exercem foto protegéo,
defesa contra micro-organismos e insetos, sdo responsaveis pela pigmentacao e
caracteristicas organolépticas dos alimentos?.

Os polifendis compreendem o maior grupo dentre os compostos bioativos nos
vegetais, sendo subdivididos em classes, de acordo com a estrutura quimica de cada
substancia3. Os principais grupos de polifenéis sdo os acidos fendlicos, tendo como
exemplos: o acido clorogénico, presente no café; os estilbenos, como o resveratrol
presente nas uvas e vinho; as ligninas, como as lignanas da linhaca; e os flavonéides.
Este Gltimo grupo é o maior e mais estudado, possuindo mais de 5.000 compostos
identificados, e tem como fontes principais alimentos tais como frutas e hortalicas,
cacau, soja, e também alguns chas dentre outros*.

Estruturalmente os polifendis naturais podem abranger desde moléculas
simples, como os acidos fendlicos, até compostos altamente polimerizados, como as
ligninas. Eles ocorrem primariamente sob forma conjugada, com uma ou mais
unidades de carboidratos ligados a grupos hidroxila, embora ligacbes diretas da
unidade do carboidrato com um atomo de carbono aromatico também existam’.

Até bem pouco tempo atras, a maior parte do interesse nutricional nos
compostos polifendlicos era sobre os efeitos deletérios causados pela capacidade de
certos polifendis em se ligar e precipitar macromoléculas, como as proteinas

dietéticas, carboidratos e enzimas digestivas; reduzindo, assim, sua digestibilidade’.
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Recentemente as acdes fisioldégicas exercidas pelos polifendis foram
relacionadas a prevencao de doencas cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer,
entre outras, principalmente em funcéo da elevada capacidade antioxidante (reagindo
com radicais livres e quelando metais)?.

Os flavonoides sao os polifendis mais abundantes de nossa dieta e o consumo
de polifenol -como os flavonoides- tem sido alvo de interesse de consumidores e
industrias alimenticias por varias razbées. Estudos epidemiolégicos tém sugerido
associagdes entre o consumo de bebidas ou alimentos ricos em polifendis e a
prevencdo de algumas doencas®.

Alguns polifendis como os taninos sao relacionados a protecao de redes de
pesca e velas de embarcacdes contra o envelhecimento, pois torna suas fibras mais
resistentes ao apodrecimento, que é muito acelerado em regides costeiras. O tanino
retirado da casca dos troncos € utilizado para corar as redes de pesca e as velas dos
barcos, assim como na industria do curtume®.

Além da industria coureira os taninos encontram também aplicacdes como
corante corporal, na industria farmacéutica, na fabricacdo de plasticos, fungicidas,
bebidas e nas panelas de barro artesanais, as quais dao a coloracao preta e sao
também responsaveis pela sua impermeabilidade’.

Dada a importancia dessa classe de fitoquimicos, ha um constante interesse
tanto na extracao deles a partir das plantas, como também sua posterior identificacao
estrutural.

Extragbes de polifendis das plantas podem ser realizadas de diferentes
maneiras, a mais utilizada é a extracdo com solventes, na qual a amostra é deixada
em contato com o solvente -de polaridade adequada- por um determinado tempo
(geralmente varias horas ou dias), com ou sem agitacao.

Diversos trabalhos descrevem procedimentos com diversos solventes, tempos
e temperaturas. Porém, sao técnicas geralmente demoradas e susceptiveis de causar
degradacdo ou mudancas quimicas indesejadas se ndo monitoradas
cuidadosamente. Por isso, a busca por uma técnica de extracdo que aumente o
rendimento, economize solvente, que seja simples e rapida vem aumentando.

Uma das alternativas que tem mostrado as vantagens acima nomeadas é a
técnica de extracdo assistida por micro-ondas. Esta técnica, ao contrario das

convencionais de aquecimento por conducdo ou convecc¢do, diminui o tempo de
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trabalho, aumenta o rendimento e a qualidade do extrato obtido. As duracdes dos
processos de extracdo assistidas por micro-ondas sdo da ordem de alguns minutos.
Os rendimentos, na maioria dos casos, sdo maiores aos obtidos pelos processos
tradicionais de extragdo. E quando eles sdo mais baixos, o0 que normalmente é uma
manifestacdo da seletividade do processo, costumam ter um maior grau de pureza®.

Milutinovic e colaboradores avaliaram o teor de polifendis (expresso em
equivalentes de acido galico-GAE) e a atividade antioxidante (FRAP e DPPH) em
extratos de residuo de cavalinha (Equisetum arvensei), empregando a extracao
assistida por micro-ondas comparada com um método convencional (extragao solido-
liguido com agitacdo). O melhor extrato obtido foi pela extracdo por micro-ondas,
utilizando 40 mL de etanol (solucao 54%) em 1 grama do residuo de cavalinha, por
apenas 80 segundos de extracdo. O resultado foi bastante interessante, ja que
superou o teor de polifendis extraido em 12 h pelo método convencional, sendo de
161,57 mg GAE/g no método do micro-ondas e 120,27 mg GAE/g no método
tradicional. O maior rendimento no método do micro-ondas também favoreceu o
aumento da atividade antioxidante em FRAP e DDPH?, tendo em vista que o teor de
polifendis extraido foi mais elevado nesse método.

O sistema de extracao por micro-ondas € considerado uma técnica promissora
para extracao vegetal por causa do uso de diferentes fenémenos quimicos e fisicos,
em comparagao com aqueles em extragdes convencionais®.

Este trabalho consiste em procurar demonstrar uma metodologia de trabalho
para a extragcdo de polifendis assistida por micro-ondas, e a sua posterior
caracterizacao através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) acoplada
a dois detectores, DAD e DELS. A metodologia foi aplicada na rosa hibrida cultivar
'Jardin de Granville ", uma delicada flor rosa claro, desenvolvida em laboratério para
ser utilizada na fabricagcdo de perfumes, colhida na regido central de Franga, em
fevereiro de 2014, durante o inverno.

14



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Apresentar uma metodologia para extracdo de polifendis em plantas, assistida

por micro-ondas, e sua posterior caracterizacao quimica.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar a extracao de polifendis pela técnica assistida por micro-ondas
e (Caracterizar os polifendéis por HPLC, comparando a eficiéncia da resolucao nas

varias colunas utilizadas.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Polifenodis

O termo polifendis é aplicado a um amplo e numeroso grupo de moléculas
encontradas em hortalicas, frutas, cereais, chéas, café, cacau, vinho, suco de frutas e
soja. Nas plantas, eles exercem funcdo de foto protecédo, defesa contra micro-
organismos e insetos, além de serem responsaveis pela pigmentacao e por algumas
caracteristicas organolépticas dos alimentos?.

Os polifendis sdo compostos fendlicos que possuem dois, ou mais grupos
hidroxilas ligadas a um anel benzénico e, embora contenha um grupo caracteristico
de alcoois, esta classe de compostos possui propriedades especiais, sS40 compostos
mais acidos que os alcoois sendo oxidados com maior facilidade'©.

Compostos fendlicos sao biossintetizados a partir de hidratos de carbono pela
via do acido chiquimico, ou a partir do aminoacido aromatico fenilalanina pela rota

biossintética dos fenilpropandides (Figura 1). Junto aos terpenoides e alcaloides,
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representam os trés principais grupos de metabdlitos secundarios de plantas, cujas

funcdes nao estao diretamente relacionadas a fotossintese, respiracao, crescimento

ou desenvolvimento do organismo (metabdlitos primarios), mas sim ao seu sistema

de defesal'.

Polissacarideos

Glicose< ;
| Heterosideos

Acetjl-CoA

Acido chiguimico

Triptofano

Alcaloides
Indolicos e
quinilinicos

; y Acido galico Via mevalonato
Fenilaminas

tirosina

Ciclo do
acido
citrico

Isoprendides

Taninos
hidrolisdveis

Terpenoides e
esterdides

Antraguinonas

Protoalcaldides
Alcaloides
Isoquinolinicos e
benziloguinolinicos

Flavondides
Taninos
Omitina
Acido cindnico Lisipa

Fenilpropancides

Lignanas e lignanas
cumarinas

Figura 1: Rota biossintética dos metabolitos secundarios.

Alcaloides pirrolidinicos
Tropalgides pirrolizidinicos
piperidinicos e quinolizidinicos

Condensacio

Acidos graxos e
acetogeninas

Como dito anteriormente, esses compostos fendlicos apresentam uma

estrutura quimica comum, derivada do benzeno e ligada a um grupo hidroxila. Com

base em sua estrutura e na maneira pela qual os anéis polifendlicos ligam-se uns aos

outros, eles sao classificados em quatro familias: flavonoides (flavonas, flavanonas,

catequinas e antocianinas), acidos fendlicos, lignanas e estilbenos (Figura 2).

16



(6] COOH
R2
R;=R=OH Ri=Rg=Rg=H, OH, OCH,
Acidos Fendlicos Estiloenos

DO

Flavonoides Estruturas basmas de Lignanas

Figura 2: Estrutura béasica dos polifendis.

Os dois grupos principais de polifendis sdo os acidos fendlicos e os flavondides.
Os acidos fendlicos podem ser classificados em acidos benzoicos, e derivados, e
acidos cinamicos, e derivados. Ja os flavonéides possuem como subclasses principais

os flavonais, flavonas, flavanonas, isoflavonas e flavandis'2.

3.1.1 Flavonoides

Os flavondides, os quais constituem o grupo mais importante dos polifendis,
com mais de 5000 compostos descritos, sdo compostos bioativos encontrados
amplamente nos alimentos e caracterizados por sua estrutura de difenilpropano (C6-
C3-C6) composta, portanto de quinze carbonos'3(Figura 3).

A subclasse flavondis, na qual se incluem a quercetina, miricetina e o
kaempferol, representa os flavonoides mais comumente encontrados nos alimentos,
sendo as principais fontes o vinho tinto, chas, brécolis e cebolas. Flavonas sao
bastante comuns em frutas e vegetais, principalmente em frutas citricas e cereais
como milho e trigo. Naringenina e hesperetina sdo exemplos de flavononas
encontradas em laranjas. Em flavanédis sao citados: a catequina e epicatequina,
adquiridas pelo consumo de ch& verde, vinhos tintos e chocolates. E por fim, as
isoflavonas cujas principais moléculas a genisteina, daidzeina e gliceteina, fazem-se

presente em leguminosas como a soja e seus derivados'4.
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Figura 4: Estrutura dos flavondides.

Alguns dos possiveis efeitos benéficos dos flavondides, como aqueles
encontrados no cacau, incluem: propriedades antioxidantes, aprimoramento da
funcdo endotelial, reducdo da pressao arterial, decréscimo do funcionamento e
ativacdo da agregacao plaquetaria e modulacdo do sistema imune e das vias
inflamatorias’®.

A acdo biologica benéfica dos flavondides € devida a capacidade
sequestradora de radicais livres, reducao da formacao destes radicais e estabilizacédo
de membranas pelo decréscimo de sua fluidez. Os dois primeiros protegem contra
danos por oxidacdo de moléculas como DNA, lipidios (como a LDL) e proteinas; o
ultimo efeito reduz a mobilidade de radicais livres na bicamada lipidica e,

consequentemente, inibe a peroxidagdo das membranas das células endoteliais™®.
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3.1.2 Acidos Fendlicos

Os acidos fendlicos sao divididos em trés grupos: o primeiro € composto pelos
acidos benzoicos, que possuem sete atomos de carbono (C6-C1) e sdo os acidos
mais simples desse grupo de fitoquimicos. O segundo grupo € formado pelos acidos
cindmicos, que possuem nove atomos de carbono (C6-C3), sendo sete os mais
comumente encontrados no reino vegetal: acidos: cinAmico, o-cumarico, p-cumarico,
m-cumarico, caféico, ferulico e sinapico (Figura 5). Como terceiro grupo tém-se as
cumarinas que sao uma classe de metabdlitos secundarios derivados do &cido

cinamico por ciclizagdo da cadeia lateral do acido o-cumarico'” (Figura 5).

Ro R R R4
Rs COOCH Rs CH=CH=COOH
R4 R4
R1=OH - Acido Salicilico; R1=R4=OH - Acido Gentisico; R1=R»=R3=R4=H - Acido Cinamico; Ry=OH - Acido o-cumarico;
R3=0H - Acido p-hidroxibenzdico; Rp=Rs=0OH - Acido Ro=OH - Acido m-cumarico; R3=OH - Acido p-cumarico;
Protocatequinico; Ro=OCHs;; R3=OH - Acido Vanilico; Ro=R3=0H - Acido Caféico; R,=OCHs; R3=0OH - Acido Ferulico;
Ro=Rg=R4=0H - Acido Galico; R,=R,=OCHj; Ry= OH - Rp=R4=0CHj; Rs=OH - Acido Sinapico
Acido Siringico
OH 0—C
\
CH
//
CH=CH=COOCH —— > CH
Ciclizacdo
Acido o-cumérico Cumarina

Figura 5: Estrutura quimica basica dos acidos fendlicos.

Os acidos vanilinico, galico e elagico (Figura 6) derivados do acido benzéico
sao importantes na nutricdo de ruminantes. O acido vanilinico € obtido apds a hidrolise
acida de folhas de gimnospermas e angiospermas, possuindo estreita ligacdo com a
composig¢ao da lignina. O acido gélico é encontrado na natureza na forma de seu
dimero de condensagado, como acido elagico, ambos sao precursores de taninos

hidrolisaveis, polifendis que ocorrem em forrageiras'”.
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Figura 6: Estrutura quimica dos &cidos fendlicos.

Pela sua propriedade antimicrobiana, os 4cidos fendlicos sdo muito utilizados
pela industria alimenticia para conservacado de alimentos e pela farmacéutica na
producado de cosméticos e medicamentos, principalmente de antifingicos. Ha outros
processos em que esses acidos sao aplicados como a sintese de corantes, producao
de resinas alquilicas, produtos plastificantes e componente de cremes dentais’®.

3.2 Extracao Assistida por Micro-ondas

Os fundamentos do processo de extragdao por micro-ondas (MAE - Microwave
Assisted Extraction) sao diferentes dos daqueles de métodos convencionais (solido-
liquido ou extracao simples), porque a extracdo ocorre como o resultado de alteragcdes
na estrutura da célula causada por ondas eletromagnéticas.

Em MAE, o processo de aceleracéo e o elevado rendimento da extracao pode
ser o resultado de uma combinacgao sinérgica de dois fendmenos de transporte: calor
e gradientes de massa trabalhando na mesma dire¢éo®. Por outro lado, nas extragdes
convencionais ocorre a transferéncia de massa do interior para o exterior, apesar da
transferéncia de calor ocorrer do exterior para o interior do substrato. Além disso, na
extracdo convencional, o calor € transferido do fluido de aquecimento para o interior
da amostra, ja na MAE o calor é dissipado volumetricamente no interior do meio
irradiado®.

De forma mais simples no aguecimento convencional, o recipiente e todo o
material contido no mesmo sofre aquecimento, resultando em um gradiente de

temperatura do meio mais aquecido para o menos aquecido. No aquecimento por
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micro-ondas tudo ocorre de forma contraria ao convencional (Figura 7), decorrente do

mecanismo de aquecimento envolvido no sistema.

N Id&)
440
420

| T/IK

Figura 7: Gradiente de temperatura para o aguecimento por micro-ondas (esquerda) e em éleo
(direita) apdés um minuto de aquecimento.
Fonte: Rev. Virtual Quim., 2014, 6 (6), 1713-1725.

As técnicas tradicionais de extracdo de solvente de materiais vegetais séao
baseadas na escolha correta de solventes (baseados na polaridade dos metabdlitos
a serem extraidos), o uso de calor e / ou a agitacao para aumentar a solubilidade dos
compostos desejados e melhorar a transferéncia de massa. Com a descoberta de
diferentes metabdlitos secundarios, o desenvolvimento de rapidos métodos de
extracdo, com alta performance é uma necessidade absoluta®. As novas técnicas de
extracdo, com tempo de extracao reduzido, consumo de solvente reduzido e aumento
da poluicdo ganharam atencao.

Nos muitos trabalhos publicados comparando MAE com outros métodos de
extragdo, avangados e convencionais, a MAE foi aceita como uma potencial e
poderosa alternativa para a extracdo de compostos organicos a partir de materiais de
plantas?'.

Houve numerosas avaliagdes e pesquisas sobre os avancos de diferentes
técnicas de extracdo, comparando os seus resultados. Na extracdo de compostos
bioativos a partir de plantas, a MAE foi relatada como a mais eficiente em comparacao
com as técnicas convencionais e métodos avancados de extracdo, incluindo a
extracéo assistida por ultrassom (EAU) e extragoes de liquidos pressurizados (PLE)?2.
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A eficiéncia do aquecimento por micro-ondas é a principal vantagem da técnica
de extragdo assistida por micro-ondas (MAE). O emprego de recipientes fechados
permite 0 uso de temperaturas mais elevadas, acelerando o processo extrativo do
composto. O volume de solvente usualmente empregado na extracao assistida por
micro-ondas (MAE) é menor do que o volume empregado nas técnicas convencionais

de extracdo, o que facilita a reprodutibilidade do processo.

4. METODOS EXPERIMENTAIS

Através do uso de micro-ondas foi extraida a fracao polifendlica, e a seguir foi
realizada a caracterizacdo quimica dos polifendis, comparando a eficiéncia de
separacao de diferentes colunas cromatograficas. As separagdes dos polifendis foram
monitoradas por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e, a mais
eficiente, foi aplicada para a caracterizagdo dos polifendis presentes na fracao
extraida da rosa hibrida cultivar ‘Jardin Granville’.

4.1 Preparacao da amostra

Foram separados os galhos da Rosa hibrida cultivar ‘Jardin Granville’, colhida
na regiao central de Franca, em fevereiro de 2014. Para a redugdo de tamanho, os
galhos foram quebrados manualmente e a seguir moidos usando um moedor de café
(Figura 8). Em seguida, foi separada a fragao polifendlica utilizando o método de

extragdo por micro-ondas.

Figura 8: Preparacéo dos galhos para a extracao.
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4.1.1 Extracoes por Micro-ondas

Dois reatores (Figura 10) foram utilizados e em cada um deles foram inseridos
1,50 g de galhos moidos e 40 mL de solucao etanol / agua (90/10 v / v), solugao que
promove a interacao polar com polifendis. A extracao por micro-ondas foi efetuada em
trés ciclos de 30s/1000watts, resfriando o reator no intervalo de cada ciclo durante 20
minutos num banho de gelo. Durante a extracao a pressao permaneceu constante e
a temperatura subiu ao longo do tempo o que é normal devido ao processo.

O extrato obtido foi entdo centrifugado durante 10 minutos, o sobrenadante foi
concentrado através de um rota-evaporador por mais 10 min e por ultimo foi utilizado
o evaporador de nitrogénio (Figura 9), para eliminar o solvente que ainda estivesse
presente na amostra, através da injecao de nitrogénio, por cerca de 24 horas.

Figura 9: Evaporador de nitrogénio.

Depois de concentrado o extrato, contendo 0,386 g, foi dissolvido em 19,3 mL
de metanol, formando uma solugéo de 20.000 ppm. Esta foi diluida para formar uma
solucdo de extrato de 10.000 ppm, a qual foi analisada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (Figura 10) para identificar a presenca de polifendis.

Figura 10: Micro-ondas (esquerda) e reatores (centro) utilizado para extragdo e HPLC utilizado para
determinagao de polifenois.
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4.2 Determinacoes dos Polifendis por HPLC.

Uma solugéo-padrao contendo 200 uL de metanol e 100 pL de oito polifendis
(Tabela 1) foi usada para otimizar seis tipos diferentes de colunas utilizando diferentes
gradientes. A fase estaciondria utilizada variou de uma coluna para outra com
tamanho de particula que variam de 2 a 5 ym, mantida a 30 °C durante o
experimento. A fase mdével foi constituida por uma mistura de dois solventes: (A)
solucao de acido férmico em agua 0,1 % e (B) acido férmico em metanol 0.1%; com
vazao de 0,5 a 1,0 mL/min. Em todas as colunas foi utilizado o mesmo gradiente de
partida (Tabela 2).

Para a identificagdo das substancias polifendlicas presentes nas amostras foi
utilizado o detector de arranjo de fotodiodos (DAD), no qual a luz que passa pela cela
da amostra é dispersa por uma grade holografica e os comprimentos de onda
(A) resultantes sé@o focalizados sobre uma fila de fotodiodos, gerando espectros
de absorgdo a varios A simultaneamente®®. Desta forma, possibilitou-se a
comparacao dos tempos de retencdo e espectros de absorg¢ao (250 a 600 nm) com
os de padrdes auténticos de polifendis.

A otimizacdo das colunas procurou melhorar a separacdao dos compostos
baseados no cromatograma do gradiente zero. Foram utilizados seis gradientes
diferentes, em média, para cada coluna e aquelas em que permaneceram picos
sobrepostos e cromatogramas com ma resolucao, foi aconselhado pela bibliografia
alterar a coluna.

Apés a identificacdo da coluna e do gradiente em que os polifendis da solugéo
padrao tiveram picos de melhor separacéao, foi injetado a amostra do extrato dos
galhos, identificando, assim, os polifendis presentes no extrato.

Usando a mesma coluna ja otimizada, o metanol, solvente organico da fase
mével foi entdo substituido por acetonitrila contendo também acido férmico a 0,1%,
para que fosse feita uma comparacao da separacao dos polifenéis de acordo com o
solvente utilizado e assim ser possivel determinar o melhor solvente organico para

determinagéo de polifendis.
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Tabela 1: Polifendis presentes na solugao padrao

Compostos Comprimento de onda Estrutura
Acidos fendlicos
HO
Acido galico 271nm HO{:\%?=O
o OH
(o]
OH o]
Acido elagico 366nm oH Q O oH
¢] OH
(o]
Flavondides
OH
OH
Catequina 278nm o O © ‘
OH
OH
OH
OH
Quercetina 255 — 370nm o ‘ ° | ‘
OH
OH 0
Quercetina-3-p-D- " 1 OQ/
L. 256 — 354nm
glicosilada
Tilirosida 266 — 366nm
Kaempferol 264 — 366nm
Kaempferol-3-3-D-
264 — 347nm

glicosilado
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Tabela 2: Gradiente de inicio (Variagdo da concentracdo de MeOH e agua)

Tempo (min) Agua (%) Metanol (%)

0 95 5
5 95 5
15 65 35
25 65 35
35 50 50
45 30 70
50 5 95
60 5 95
61 95 5
70 95 5

5. RESULTADOS

5.1 Extracao de polifendis

A extracdo de polifendis foi realizada através de um processo de extragédo
liquido/sélido, assistida pelo dispositivo de forno micro-ondas (Figura 10, p. 23). A
massa utilizada dos galhos foi de 3,00 gramas. Apds extracdo por micro-ondas,
concentracao por rota-evaporador e a evaporacao por nitrogénio, a massa total do
extrato obtido foi de 0,386 g. Assim, € possivel determinar o rendimento em calculos

que se seguem:

3,00 g de galhos -------- 100%
0,386 g de extrato -------- 12,866%

O rendimento do extrato foi de aproximadamente 13%, considerado um bom
desempenho, se levar em consideracdo os rendimentos obtidos em extragdes
tradicionais sem o uso de Micro-ondas, que utilizam uma quantidade maior de
solvente e massa para obter o extrato.

A titulo de comparacao, mostram-se alguns dados de rendimentos de extracoes
feitas pelo método tradicional obtidos da literatura e sobre a eficiéncia da extragéao
assistido por Micro-ondas, em comparacao aos métodos convencionais, aplicados a
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plantas (Tabela 3 e 4). A maioria dos trabalhos retrata a extracao assistida por micro-
ondas como a melhor quanto ao rendimento, eficiéncia na extracdo com amostras

mais limpas e menor tempo de extragao.

Tabela 3: Rendimentos de extratos de plantas obtidos sem o uso de Micro-ondas

Plantas Experimental Rendimento Ref.
" . Método tradicional -
Casca do tﬁ;sglg;égri?troloblum Solvente etanol/agua 10,1% 24
(7/3), 541 g de casca
o . Método tradicional -
Lenho do tﬁ;sgs;;g%vtro/ob/um Solvente etanol/agua 7,4% 24
(7/3), 771 g de lenho
. Extracédo a frio com
Galhos do Simaba o
guianensis subesp. Ecaudata MeOH e 991, 1 9 de 6.3%. 25
galhos por 7 dias
Madeira de Maclura tinctoria (L.) D. Extrator de Soxhlet
Don ex Steud Etanol 95% 3.87+0,65 26
Casca de Maclura tinctoria (L.) D. Don Extrator de Soxhlet 1,43 + 0,71 26

ex Steud Etanol 95%

Tabela 4: Extracao-assistida por micro-ondas (MAE) em diferentes matrizes

Matriz Analito Experimental Rendimento Ref.
Pesticidas Menor consumo de
Plantas Soxhlet: 80 mL MAE: solvente e tempo de
) Organo- = 27
variadas 15mL extragdo comparado
clorados
ao Soxhlet.
Soxhlet e MAE: .
Parametros iguais Rendimento em
~ . cafeina e acido
Graodecafé = Compostos de tempo, o .
s clorogénicos maior 28
verde fendlicos temperatura, -
para extragdo por
amostra e solvente )
. micro-ondas.
(1:4, p/v).
Agitacao orbital x Rendlm_ento em
betaninas e
Beterraba . MAE. Amostra e . .
. Betalainas ) betaxantinas maior 29
(Beta vulgaris) solvente (0,1g: ~
para extragao por
25mL, p/v). ;
micro-ondas.
MAE, Soxhlet, CO2 . .
supercritico e Maior rendimento por
it P Imersao micro-ondas (90%),
Curcumalonga  Curcumina uitrassom. apods imersao em 30

em agua ou etanol e
extracdo com etanol
ou acetona

agua e posterior
extragdo com acetona

O sistema de extracdo por micro-ondas pode ser considerado como uma
alternativa para extracées de fitoquimicos, porem muito mais do que isso, esse

27



sistema pode ser uma alternativa para minimizar a geragao de residuos, devido ao
emprego de amostra e solvente em menor quantidade, diferentemente ao que ocorre

nos métodos convencionais de aquecimento.

5.2 Identificacoes dos polifendis por HPLC.

Os picos especificos de cada polifenol foram identificados pelo DAD-Detector
Diode Array, comparando o comprimento de onda caracteristico de cada composto,
(Tabela 2), com comprimento de onda dada pelo detector. Assim, a ordem de eluicao
de polifendis que pode ser vista na Tabela 5 foi estabelecida. No entanto, esta ordem
de eluicdo pode variar em certas colunas.

Tabela 5: Ordem de eluicdo dos compostos nos cromatogramas

Ordem de Eluicao Composto
A Acido Galico
Catequina
Quercetina-3-p-D-glicosilada
Acido Elagico
Kaempferol-3- B-D glicosilado
Quercetina
Tilirosida
Kaempferol

T O MMOO W

Foram feitas andlises da solu¢cdo padrdo em varias colunas, porem alguns
fatores definiram qual a coluna mais adequada para ser utilizada na analise do extrato
da rosa, entre esses fatores o principal foi a resolucao do cromatograma dado por
cada coluna. Um cromatograma é considerado aceitavel principalmente se os picos
dos solutos ndo apresentam sobreposi¢cdo, nem desdobramentos, se 0s picos estao
bem separados na linha de base, e se o fator de separacao entre os compostos é
maior que 1.

Usando um gradiente inicial, igual em todas as colunas, verificou-se que para
cada coluna, os polifendis tém diferentes separagdes, ocorrendo em alguns casos até
coeluicéo (sobreposicao de picos) e desdobramento de picos.

Considerando que as fases estacionarias das colunas tém a mesma

caracteristica, sdo colunas de fase reversa, os fatores que afetam o comportamento
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de polifendis nas separacdes sado os fatores geométricos, o comprimento (L), o
diametro interno da coluna (dc) e o diametro de particula (dp). Estes fatores tém uma
forte influéncia sobre o tempo de retencdo de composto. Quando o valor do
comprimento é elevado e o valor do diametro interno da coluna e o diametro de
particula é pequeno, os compostos sao retidos mais tempo na coluna, o que aumenta
o tempo de anélise.

A fase movel, mesmo sendo igual para todas as colunas, também tem uma
influéncia na separacdo, por causa de fatores operacionais tais como a velocidade
linear (U) e a perda de carga, ou da pressao aplicada (AP) entre a entrada e a saida
da coluna. Estes fatores foram ajustados de acordo com os fatores geométricos de
cada coluna, para evitar uma grande influéncia.

Os cromatogramas e o método com o melhor gradiente para cada coluna pode

ser visto com mais detalhes abaixo.

5.2.1 Coluna Hydro

A primeira coluna a ser testada foi a Hydro, pelo cromatograma (Figura 11) é
possivel ver que a maioria dos polifendis tém uma boa separacéo, especialmente
depois da otimizacao. No entanto, o composto D exibiu uma resolucao nao aceitavel,
devido a formacao de uma cauda, este composto também ficou muito pré6ximo ao
composto "E", na primeira andlise, com um fator de separacao ou seletividade (a) de
1,04. Fator de seletividade é a razdo entre o tempo de retencédo do soluto mais retido
(E) com o do soluto menos retido (D), o valor de a deve ser sempre superior a 1 para
que o cromatograma possa ser considerado com uma boa resolugao.

Foram feitas seis analises na coluna Hydro, com gradientes diferentes afim de
melhorar a resolugdo e a separacdo dos solutos, porém a deformacao do pico D,
mesmo depois de otimizagdo nao pode ser corrigida, e o fator de seletividade entre os
solutos D e E, ainda permaneceu perto de 1, fazendo com que a coluna nao fosse
escolhida a mais adequada para a analise do extrato.
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DAD-CH2 270nm
Mélange Polyphenol- Méthode O
Colonne Hydro

DAD-CH2 270nm
Mélange Polyphenol- Méthode 3
Colonne Hydro

Figura 11: Solucdo padrao analisada na coluna Hydro com: (1) gradiente 0, gradiente de inicio e (2)
método otimizado, gradiente 3.

Durante a otimizacao, o gradiente selecionado, que mostrou uma melhor

separacao foi o gradiente 3, (Tabela 6)

Tabela 6: Gradiente otimizado para a coluna Hydro

Tempo (min) Agua (%) Metanol (%)
0 95 5
5 95 5

10 60 40
20 55 45
30 43 67
35 43 67
38 40 60
40 40 60
45 30 70
50 5 95
60 5 95
61 95 5
70 95 5

5.2.2 Coluna Kinetex

A segunda coluna a ser testada foi a Kinetex e pode ser visto pelo seu
cromatograma (Figura 12) que ela teve uma péssima resolugao. Na primeira anélise,
utilizando o gradiente de inicio, ocorreu uma ma separacao dos solutos F e G, e uma

coeluicdo (sobreposicdo de picos) dos solutos C e D. A otimizacdo forneceu uma
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melhor separacao dos solutos F e G, mas para C e D a separacao dos compostos nao
foi completa na linha de base, mantendo um fator de separacao igual a 1.

Assim como na coluna Hydro, foram feitas seis analises na coluna Kinetex, com
gradientes diferentes afim de melhorar a resolugéo e a separacao dos solutos, porém
0s picos continuaram com uma ma resolugéo. Levando isso em conta a coluna Kinetex

nao foi a escolhida para andlise do extrato.

DAD-CH2 270nm DAD-CH2 270nm
Melange Polyphenol - Méthode O Melange Polyphenol - Méthode 5
Colonne Kinetex Colonne Kinetex

C et D

A °_ N R @

N N | ﬂ\_ 7/\‘_* I

Figura 12: Solugao padrao analisada na coluna Kinetex com: (1) gradiente 0, gradiente de inicio e
(2), método otimizado, gradiente 8.

O gradiente que favoreceu a melhor separacao dos polifénois foi 0 gradiente 5
(Tabela 7).

Tabela 7: Gradiente otimizado para a coluna Kinetex

Tempo (min) Agua (%) Metanol (%)

0 95 5
5 95 5
15 60 40
20 55 45
25 55 45
35 52 48
40 50 50
45 40 60
50 5 95
60 5 95
61 95 5
70 95 5
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5.2.3 Coluna Luna

Comparando os cromatogramas fornecidos pelas colunas anteriores, foi a

coluna Luna que mostrou uma melhor separacao dos polifénois presentes na solucao

padrdo. Mesmo usando o gradiente inicial, como pode

ser visualizado no

cromatograma da (Figura 13), ndo ocorreu nenhuma coeluicdo ou desdobramento de

picos. Existe apenas uma curta distancia entre a picos C e D, com um fator de

separacao de 1,03, mas 0s picos estao bem separados em relagao a linha de base.

Assim, a coluna Luna foi considerada a mais adequada para a analise do extrato.

Neste caso, a otimizacao foi feita apenas para melhorar a separacéo, o que foi

possivel com a utilizacdo do gradiente 7, (Tabela 8).

DAD-CH2 270nm
Mélange Polyphenols - Méthode O
Colonne Luna

DAD-CH2 270nm
Mélange Polyphenols - Méthode 7
Colonne Luna

Figura 13: Solugao padrdo analisada na coluna Luna com: (1) gradiente 0, gradiente de inicio e (2)

método otimizado, gradiente 7.

Tabela 8: Gradiente otimizado para a coluna Luna

Tempo (min) Agua (%) Metanol (%)
0 95 5
5 95 5

15 65 35
25 65 35
30 50 50
45 45 65
48 35 75
50 5 95
60 5 95
61 95 5
70 95 5
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Para verificar se haveria uma melhor separacao de polifendis, a fase mével foi
mudada de metanol para acetonitrila. A fase mével tem uma grande influéncia sobre
o comportamento dos picos devido a interagcdo dos compostos com solventes. Isto
pode ser observado pelo o comportamento dos polifenéis com o metanol e a
acetonitrila, utilizando o mesmo gradiente (Figura 14).

CetD

Mélange Polyphenol - Méthode O

H
E G
B
J\ Phase mobile: ACN

- ——

D H
G
A c F
B E Meélange Polyphenol - Méthode O
J Phase mobile: MeOH @
—~
T P B P I & RS o = = s .

Figura 14: Comparacgéao da interagdo dos polifendis com a acetonitrila (1) e com o metanol (2), na
coluna Luna.

No cromatograma acima, pode-se ver que os compostos polifenélicos tém
maior interacdo com a acetonitrila do que com metanol, pois necessitam apenas de
uma pequena porcentagem de acetonitrila para sairem da coluna. Isto é devido a
natureza mais polar de acetonitrila em relagdo ao metanol. Este aumento da
polaridade promoveu a coelui¢cdo dos picos C e D, fen6meno caracteristico de ambos
0s compostos em outras colunas.

A coeluicdo foi removida durante a otimizacdo da coluna utilizando outro
gradiente (Tabela 9). No entanto, como mostrado no cromatograma a seguir (Figura

15), sobre a separagao da linha de base a otimizacao nao é completamente eficaz.
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DAD-CH2 270nm

Mélange Polyphenol - Méthode 8
Colonne Luna
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Figura 15: Solugédo padréo analisada na coluna Luna com gradiente otimizado (Tabela 6), utilizando

acetonitrila na fase movel.

Tabela 9: Gradiente otimizado para analise com acetonitrila

Tempo (min) Agua (%) Acetonitrila (%)

0 95 5
5 95 5
15 85 15
60 50 50
65 50 50
75 95 5
80 95 5

5.3 Caracterizacao quimica da fracao polifendlica do extrato.

Ao analisar a fragao polifendlica dos galhos, utilizamos a coluna Luna com o

gradiente otimizado. Através do detector DAD foi possivel identificar que o extrato tem

apenas cinco variedades de polifénois dos 8 analisados na solugao padrao e ordem

de eluicdo desses compostos (Tabela 10).

Tabela 10: Polifendis presentes no extrato da rosa

Ordem de Eluicao Composto
A Acido Gélico
B Catequina
C Quercetinal-3-B-D-glicosilado
D Acido Elagico
E Kaempferol-3- glicosilado
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O primeiro cromatograma (Figura 16) mostra o comportamento dos polifendis
presentes na fragao polifendlica do extrato, utilizando metanol como fase mével, e o

segundo cromatograma (Figura 17) utilizando acetonitrila como a fase moével.

DAD-CH2 270 nm DAD-CH2 270 nm
Extrait - Méthode 7 Meélange Polyphenols - Méthode 7

I I RN

o h _
.

N e

A

Figura 16: Comparagao de cromatogramas da matriz complexa (preto) e da solugdo com padrées de
polifendis (verde), coluna Luna utilizando metanol na fase movel.

DAD-CH2 270nm DAD-CH2 270nm
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Figura 17: Comparacao de cromatogramas da matriz complexa (1) e da solugdo com padrdes de
polifenois (2), coluna Luna utilizando acetonitrila na fase mével.

Os picos correspondentes a cada composto no cromatograma do extrato
mostram que eles sao eluidos quase no mesmo tempo de retencao que os da solucao
padrao usada.

Conforme previsto por estudos com a solucao padrao, a fase mével que oferece
melhor separagéo dos polifen6is na matriz complexa, utilizando a coluna Luna, € o

metanol com o gradiente 7 (Tabela 8).
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6. CONCLUSAO

Apés a apresentacao dos resultados obtidos pode-se observar que a extracao
assistida por micro-ondas (MAE) € uma técnica que possui caracteristicas bastante
significativas, como a de obter um extrato com rendimento maior do que o0s
encontrados com outras técnicas de extracdo, utilizando uma quantidade menor de
solventes, o que implica em uma quantidade menor de residuos.

Os resultados mostraram também que esse maior rendimento obtido é atingido
em um tempo significativamente menor do que com as outras técnicas comparadas,
traduzindo-se, portanto, em uma maior eficiéncia.

A qualidade da fracdo obtida, em termos da seletividade da classe de
compostos extraidos, neste caso mostrada com a fracao polifendlica, permite realizar
a caracterizagdo dos componentes da matriz obtida através do emprego de HPLC-
DAD-DELS. Esta operagdo se torna muito importante no processo da analise
fitoquimica, ja que classicamente os compostos sao primeiramente isolados e
purificados, para depois, através de técnicas espectroscopicas serem determinadas
suas estruturas. A metodologia aqui apresentada, trata-se de uma metodologia
qualitativa, apenas identificacdo dos componentes da fragdo é realizada na matriz,
deixando para uma etapa posterior o isolamento de algum constituinte. Se o objetivo
do trabalho for quantificar compostos seria mais interessante a utilizacdo de outro
método.
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