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RESUMO

Esta tese esta dividida em trés capitulos. No primeiro capitulo, foram avaliados os efeitos da
temperatura (40 a 70 °C), frequéncia (37 e 80 kHz), modo de operacao do ultrassom (normal,
pulsos e sweep) assim como o efeito da interacdo entre tais fatores na recuperagdo dos
compostos fendlicos presentes na casca da roma (Punica granatum L.) durante a Extracédo
Assistida por Ultrassom (UAE). No segundo capitulo, foi avaliada a possibilidade de extrair
compostos fenolicos combinando as técnicas UAE e Extracdo com Liquido Pressurizado
(PLE), resultando na técnica Extragdo com Liquido Pressurizado Assistida por Ultrassom
(UAPLE). Foi avaliada a influéncia do solvente (agua pura [A], etanol + agua 30% [B], 50%
[C] e 70% [D] v:v); da temperatura (50 a 100 °C); da poténcia do ultrassom (0 a 800 W no
gerador); do tamanho médio da particula (0.68 e 1.05 mm) e do numero de ciclos (1 a 5) no
rendimento de 20 compostos fendlicos presentes nos extratos obtidos das cascas de roma
por UAPLE. No terceiro capitulo, foi avaliada a bioatividade dos extratos A, B, C e D
produzidos por UAPLE em células leucémicas THP-1. Na UAE, temperaturas em torno de 50
e 70 °C, frequéncia de 37 kHz e modos de operacao normal e pulsos, foram as condi¢gées que
forneceram os melhores rendimentos de compostos fenodlicos. A 60 °C, 37 kHz e modo
continuo, foram obtidos 43.20 £ 0.50 mg de compostos fendlicos/g de amostra seca (bs),
154.34 + 16.21 mg de equivalentes de acido gélico (EAG)/g bs de FT (fendlicos totais) e
rendimento global de extrato de 59%. Na UAPLE, os melhores resultados foram obtidos com
o solvente de extracdo agua, temperaturas entre 70 e 80 °C e poténcia do ultrassom
intermediaria de 480 a 640 W. A extracdao com ultrassom foi um ciclo mais rapido, tanto com
particulas pequenas (0.68 mm) quanto com particulas grandes (1.05 mm). Utilizando
particulas grandes, as melhores condi¢cées de extragdo foram obtidas com solvente de
extragao agua, temperatura de 70 °C, poténcia do ultrassom a 480 W e trés ciclos, resultando
em 61.72 £ 7.70 mg de compostos fendlicos/g bs. Problemas de obstru¢do observados com
particulas pequenas foram evitados com o uso de particulas grandes, que combinadas com
ultrassom, permitiram operacdo consistente com boa reprodutibilidade interdia (>95%).
UAPLE demonstrou ser uma alternativa limpa, eficiente e verde para a extracdo de compostos
fendlicos das cascas de roma. Os resultados do terceiro capitulo mostram que os extratos da
casca de roma tém grande potencial terapéutico e que a escolha do solvente determina os
efeitos no ciclo celular e na apoptose das células leucémicas THP-1.

Palavras-chave: Roma, Compostos Fendlicos, Extragdo com Liquidos Pressurizados,
Ultrassom, Replicacdo do DNA, Apoptose, Células THP-1, Leucemia.



ABSTRACT

This thesis is divided in three chapters. In the first chapter, the effects of temperature (40 to 70
°C), frequency (37 and 80 kHz), ultrasound operation mode (normal, pulses and sweep) were
evaluated as well as the effect of the interaction between these factors in the recovery of the
phenolic compounds present in the peel of pomegranate (Punica granatum L.) during the
Ultrasonic Assisted Extraction (UAE). In the second chapter, the possibility of extracting
phenolic compounds by combining the UAE and Pressurized Liquid Extraction (PLE)
techniques, resulting in the technique of Ultrasonic Pressurized Liquid Extraction (UAPLE) was
evaluated. The influence of the solvent (pure water [A], ethanol + water 30% [B], 50% [C] and
70% [D] v:v); temperature (50 to 100 °C); ultrasound power (0 to 800 W in the generator);
mean patrticle size (0.68 and 1.05 mm), and the number of cycles (1 to 5) in the yield of 20
phenolic compounds present in the extracts obtained from the pomegranate peel by UAPLE
was evaluated. In the third chapter, the bioactivity of extracts A, B, C and D produced by
UAPLE in THP-1 leukemic cells was evaluated. In UAE, temperatures around 50 and 70 °C,
37 kHz frequency, normal and pulses modes of operation were the conditions that provided
the best phenolic compounds yields. At 60 °C, 37 kHz and continuous mode, were provided
43.20 = 0.50 mg of phenolic compounds/g dry sample (bs), 154.34 £ 16.21 mg of gallic acid
equivalent (EAG)/g bs of FT (total phenolic compounds) and 59% global yield. In UAPLE, the
best results were obtained with the water extraction solvent, temperatures between 70 and 80
°C and intermediate ultrasound power from 480 to 640 W. Ultrasound extraction was one cycle
faster with both small particles (0.68 mm) and large patrticles (1.05 mm). Using large patrticles,
the best extraction conditions were obtained with water extraction solvent, temperature of 70
°C, ultrasound power at 480 W and three cycles, resulting in 61.72 £ 7.70 mg of phenolic
compounds/g bs. Continuous obstruction problems observed with small particles were avoided
with the use of large particles, which combined with ultrasound, allowed consistent operation
with good reproducibility interday (>95%). UAPLE has been shown to be a clean, efficient and
green alternative for extracting phenolic compounds from pomegranate peels. The results of
the third chapter show that pomegranate peel extracts have great therapeutic potential and
that the choice of the solvent determines the effects on the cell cycle and apoptosis of THP-1

leukemic cells.

Keywords: Pomegranate, Phenolic Compounds, Pressurized Liquid extraction, Ultrasound,
DNA replication, Apoptosis, THP-1 Cells, Leukemia.
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1. INTRODUCAO GERAL

Entre os compostos bioativos de produtos naturais, os compostos fendlicos
sdo uma das classes mais estudadas devido a sua associacdo com varios efeitos
positivos sobre a prevencdo da saude e doengas. Eles sdo encontrados em altas
concentracdes em varias frutas, como macas, uvas e roma [1]. As cascas de roma
sao uma fonte interessante de compostos fendlicos, uma vez que representam 38%
do peso total do fruto [2] e contém mais compostos fendlicos que as sementes de
roma e a polpa, mostrando potencial para ser explorado como ingrediente funcional
[3]. Varios compostos fendlicos, incluindo antocianinas, taninos hidrolisaveis e acidos
hidroxibenzoicos foram identificados em cascas de romé&, onde os elagitaninos sdo a
classe fendlica predominante e a punicalagina (HHDP-gallagyl-hexoside) é o principal
composto presente [4]. Estudos demonstraram que as cascas de roma possuem
propriedades anti-inflamatérias [5], podem ser utilizadas no tratamento de doencgas
como o cancer [6], diabetes tipo 2 [7] e doengas cardiovasculares [8][9].

No entanto, para poder utilizar os compostos fendlicos como agentes
terapéuticos ou para analisar as concentragdes em alimentos, € necessario remové-
los da matriz de matéria-prima/amostra, através de diferentes técnicas e condigdes.
Existe grande interesse no desenvolvimento de métodos de extragdo que sejam mais
rapidos que os métodos convencionais atualmente conhecidos, mais baratos,
ecolégicos e que minimizem a degradacdo dos compostos alvo. Existem vérias
técnicas sendo estudadas que melhorem a extracdo de compostos bioativos de
produtos naturais, entre elas, extracdo com liquidos pressurizados (PLE), extracao
assistida por ultrassom (UAE) e extragao de fluido supercritico (SFE) [1].

PLE é uma técnica de extracdo em que a temperatura e a pressao sao
usadas para acelerar a extragdo de compostos de amostras solidas e semissolidas. A
pressao foi relatada para ajudar a direcionar o solvente nos poros da matriz e
aumentar a solubilidade do analito [10]. Uma vez que o PLE é conduzido a pressodes
elevadas, permite a extracao liquida a temperaturas acima do ponto de ebulicao do
solvente a pressédo atmosférica, melhorando assim a solubilidade do analito e sua
dessorcdo da matriz. Além disso, a temperatura pode modificar drasticamente a
permissividade relativa do fluido de extragdo, aumentando sua seletividade [11]. As
técnicas de solventes pressurizados também oferecem a vantagem de especificidade
e velocidade de molécula de alvo melhorada devido as propriedades fisico-quimicas
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do solvente, incluindo densidade, difusividade, viscosidade e constante dielétrica, que
podem ser afetadas pela pressao e temperatura do sistema de extracao [12].

PLE foi utilizada com sucesso para a extracdo de diferentes classes de
fendlicos das amostras mais diversas, incluindo jucara [13], mirtilo [14], gréos de arroz
[15] e folhas de bambu negro [16]. Também foi usada para a extracao de fenélicos da
casca de batata [17], roma [18][19], amora [20] e jaboticaba [21]. Em geral, PLE
fornece excelentes resultados para a extragdo de fendlicos presentes em fontes
vegetais.

Outra técnica de extracdo, UAE, € baseada na formacdo de ondas
ultrassénicas longitudinais capazes de causar o fendbmeno da cavitacdo devido a
formacao de regides de expansado e compressao. O acumulo de energia devido aos
ciclos de compressao e expansao causa o colapso das bolhas de gas e a onda de
choque resultante passa através do solvente, exercendo um efeito mecanico que
facilita sua penetragcao e afeta as paredes celulares da matriz, resultando na liberacéao
de grandes quantidades de conteudo intracelular ao meio de extracao [1][22]. Existem
estudos que relacionam UAE com a extracdo de compostos fendlicos da casca de
roma [23], soja [24], mirtilo [25] e amora [26]. A maioria dos estudos afirma que UAE
foi capaz de acelerar a extragdo de compostos fendlicos das amostras, quando
comparada com técnicas convencionais.

PLE e UAE séo alternativas as técnicas convencionais e podem aumentar
a eficiéncia da extragcao, contribuindo para a preservagdao ambiental, reduzindo o uso
de solventes organicos ou substituindo-os por solventes “verdes”, como a agua. Essas
técnicas inovadoras também sao consideradas técnicas de extragao “verdes” porque
podem reduzir a energia consumida no processo, gerando menores impactos
ambientais [27].

Além disso, uma caracteristica interessante da UAE é a possibilidade de
combina-la com outras técnicas, como micro-ondas, extracao por fase sélida e SFE
[28]. Estudos sugerem um efeito positivo da combinacédo de UAE com SFE em termos
de seletividade e rendimento nas extracées de compostos antioxidantes da amora [22]
e capsaicina de pimenta [29]. Tais efeitos podem estar relacionados com o aumento
da transferéncia de massa causada pela aplicacdo de ultrassom em um meio
supercritico.

No entanto, esses estudos utilizam apenas a combinagéo de ultrassom com

SFE e, devido as semelhangas técnicas entre SFE e PLE em termos de
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equipamentos, é possivel assumir que a combinacao de UAE e PLE é possivel e com
grande potencial para ser explorada, mesmo que em processos de pequena escala,
como na preparac¢ao de amostras para a analise de compostos bioativos em produtos
naturais e em separagbes de escala semipreparativa. Com o desenvolvimento
crescente de equipamentos, € viavel considerar oportunidades comerciais com base
na extracao de compostos bioativos em escala industrial, com ganhos econémicos
valiosos [30].

Apesar do grande potencial, ndo existem aplicacbes de ultrassom
combinadas com PLE na literatura cientifica até o momento. Portanto, é necessario
estudar como as variaveis de processo (temperatura, solvente, poténcia de ultrassom,
pressao, tamanho de particula, tempo) interagem e afetam a extracao de compostos
bioativos em produtos naturais. Portanto, este trabalho avaliou a possibilidade de
combinar duas técnicas de extracdo (UAE + PLE = UAPLE) para melhorar o
rendimento da extracdo de compostos fendlicos da casca de roma, verificando a

influéncia de variaveis importantes no processo.

1.1. Compostos funcionais e roma

Os alimentos contém macro e micronutrientes necessarios para o
funcionamento do organismo humano, como também outros tipos de compostos que
sao benéficos ao funcionamento fisioldgico do organismo, especialmente os presentes
nos alimentos de origem vegetal, que sdo denominados compostos funcionais [31].
Os ingredientes funcionais foram definidos como um grupo de compostos que
apresentam beneficios a saude, tais como as alicinas presentes no alho, os
carotenoides e flavonoides encontrados em frutas e vegetais, os glucosinolatos
encontrados nos vegetais cruciferos os acidos graxos poli-insaturados presentes em
Oleos vegetais [32].

Considerando as diferentes partes da roma Punica granatum L. mostradas
na Figura 1 (casca, membrana carpelar, arilo e semente), a casca se destaca quanto
a atividade antioxidante e a quantidade de compostos fendlicos em relagéo a polpa
do fruto, demonstrando seu potencial a ser explorado como ingrediente funcional [3].
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Figura 1 - Partes do fruto da roma.
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Os compostos fendlicos principais presentes na casca de roméa sao:
punicalagina (classe de elagitaninos), acido elagico e derivados da punicalagina e do
acido elagico (Figura 2) [4]. Neste contexto, é importante que alternativas
tecnoldgicas sejam desenvolvidas com o intuito de viabilizar a utilizagdo da casca de
roma, por ter um grande valor biol6gico.

As punicalaginas sao os principais compostos com atividade antioxidante
presente na roma, com uma atividade entre cinco e dez vezes superior a do acido
elagico, e sdo encontradas em maior quantidade na casca [33]. Existem diversas
evidéncias que apontam o potencial das punicalaginas e dos compostos relacionados
para a prevencao de diversas doengas, como cancer e doengas cardiovasculares
[34][35]. Estes compostos séo soluveis em agua e apresentam uma alta absorgcéo no
trato gastrointestinal (>95%). Outra caracteristica importante destes compostos € sua
baixa toxicidade, o que garante seu uso de forma segura. As punicalaginas, por
exemplo, ndo apresentam efeitos téxicos em ratos quando alimentos com quantidades
superiores a 6% durante 37 dias [36].
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Figura 2 - Estrutura quimica dos principais compostos presentes na casca de roma.
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O acido elagico (C14HsOs) é um dimero derivado do &cido galico [4].
Portanto, os produtos elaborados a partir de extratos da casca e membranas
carpelares podem ser uma fonte importante destes compostos que apresentam alta
bioatividade. Comumente encontrado em muitas plantas, o acido elagico exibe
potentes propriedades anticancerigenas e antioxidantes, como a indugao de parada e
apoptose do ciclo celular [37].

1.2. Cancer

Com o aumento da incidéncia mundial do cancer, grandes esforcos tém
sido realizados na busca da cura ou controle desta enfermidade. As particularidades
bioldgicas inerentes a cada tipo de tumor, assim como a resisténcia aos
quimioterapicos € o que impulsiona a pesquisa de novos constituintes quimicos
potencialmente ativos contra as células tumorais [38]. Pesquisas envolvendo produtos
naturais vém sendo realizadas na busca de terapias adjuvantes alternativas aos
quimioterapicos sintéticos. Muitos trabalhos recentes tém demonstrado que extratos
de roma apresentam importante atividade antitumoral [39][40][41][42][43][44].

O cancer é uma enfermidade multifatorial estando incorporada ao
ambiente, por meio de fatores fisicos, quimicos e bioldgicos além de fatores genéticos
que desempenham um papel direto ou indireto na inducéo e agravamento da doenca.
Evidéncias epidemiologicas mostram que uma dieta rica em antioxidantes reduz
significativamente o risco de muitos canceres, sugerindo que certos dietéticos

antioxidantes podem ser agentes eficazes na prevencao, incidéncia e mortalidade por
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cancer [45]. Tais agentes presentes na dieta sdo grupos formados por compostos
muito promissores devido a seguranga, baixa toxicidade e aceitacdo geral.
Consequentemente a identificagéo e desenvolvimento destes agentes tornou-se uma
importante area de pesquisa sobre o cancer experimental [46].

O crescimento celular esta relacionado com a fusdo ou divisdo de duas
células. Tal processo ocorre de forma ordenada e organizada. O processo de iniciacao
do ciclo celular ocorre por meio de replicagcao, envolvendo anteriormente um periodo
de crescimento celular seguido pela divisdo, caracterizando dessa forma o ciclo
celular. O ciclo de uma célula ndo tumoral (Figura 3) é dividido didaticamente em
etapas compreendendo a interfase com as fases GO, G1, S e G2 e a mitose
denominada de fase M [47].

Em GO, a estrutura de DNA encontra-se enovelada e ndo apta para
replicacdo celular. Em G1, as células sdo estimuladas a se multiplicar. No estagio S,
ocorre a sintese de DNA. Em G2, ocorre a sintese de RNA e de proteinas, dando
continuidade do ciclo celular seguido pelo estagio M (mitose), que corresponde a

divisdo celular propriamente dita [48].

Figura 3 - Etapas do ciclo celular.
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Cada fase do ciclo possui os chamados checkpoints (pontos de checagem),
que podem parar a progressao do ciclo celular e a ativagdo de mecanismos de reparo
[49]. Uma vez que as células progridam para a fase seguinte sem passar pelos
checkpoints, o dano ao DNA e/ou mau funcionamento das organelas e estruturas
podem ativar a parada do ciclo e estas podem sofrer apoptose, uma vez que o dano

nao seja reparado [50].
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Os checkpoints operam na transicdo da fase G1 para S. Nas células
cancerosas, 0s checkpoints s&o geralmente ignorados gerando assim instabilidade
genetica e vantagem proliferativa das células neoplasicas quando comparadas com
as células normais [51]. Por conseguinte, as células neoplasicas diferem das células
normais, pois apresentam a capacidade de continuarem crescendo e dividindo-se, ndo
obedecendo ao controle bioldgico e fisiolégico do organismo normal através dos
pontos de checagem [52].

As potenciais propriedades terapéuticas da roma sao abrangentes e
incluem efeitos anti-inflamatérios, tratamento e prevencdo de cancer, doencas
cardiovasculares, diabetes e outros [53]. A rom& mostrou potencial no tratamento de
varios tumores e muitos estudos demonstraram que os extratos de roma inibem a
proliferacao de células de célon, mama, pulmao, pancreas e cancer de prostata in vitro
[54][55]. Poucos estudos investigaram o potencial da roma no tratamento ou
prevencao da leucemia, especialmente dos extratos de casca para esta aplicacao
[56][57][58].

A leucemia é um transtorno maligno de globulos brancos e 6rgaos
formadores de sangue, caracterizado por proliferacdo descontrolada de células
brancas, resultando em colapso da medula 6ssea e diminuicéo da producao e funcao
de células hematopoiéticas normais [57]. O tratamento da leucemia requer a
combinacao de quimioterapia, radioterapia e mesmo transplante de medula éssea. A
cura depende de muitos fatores, como o tipo histolégico de leucemia, estagio da
doenca, idade do paciente, antecedentes genéticos e saude geral [59]. Mas, em
muitos casos, o tratamento falha devido principalmente a resisténcia e metastase aos
medicamentos [60][61].

A citotoxicidade dessas terapias para células normais e o fato de que certos
agentes de quimioterapia podem causar toxicidade da medula éssea também foram
uma limitagdo severa do tratamento com leucemia [59]. Um grande numero de
pesquisadores em todo 0 mundo estao investigando novas estratégias de tratamento
de cancer usando componentes naturais de plantas, como compostos fendlicos e
muitos outros compostos bioativos [63][63][64][65].

A maioria dos relatérios cientificos referentes ao tratamento ou prevencéao
de roma e cancer tem sido focado nas funcdes das partes comestiveis do fruto
(sementes e suco). Recentemente, foi dada mais atencdo as suas partes néo

comestiveis, como cascas, folhas, flores, cascas e raizes [66][67]. A casca contém o
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conjunto mais promissor de compostos fendlicos em comparacdo com as demais
partes anatdbmicas da fruta de roma [66]. As potentes atividades antioxidantes,
antiproliferativas, proapoptéticas e anticancerigenas da roma s&o, portanto, atribuidas
a esses polifendis [57].
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2. OBJETIVOS GERAIS

Durante a UAE, avaliar os efeitos da temperatura, frequéncia, modo de
aplicacéo de ultrassom e suas interagdes, na recuperagdo dos compostos
fendlicos e antioxidantes presentes na casca de roma;

Durante UAPLE (UAE + PLE), consolidar a possibilidade de
combinacao/acoplamento entre as duas técnicas utilizando casca de roma
como amostra e avaliar o efeito dos principais parametros de extragao e de
suas intera¢des no rendimento de extracao;

Durante UAPLE, avaliar a adequacédo de solventes GRAS (Generally
Recognized As Safe) permitidos para alimentos (como etanol e agua);
Avaliar o efeito bioldgico de extratos obtidos com diferentes solventes em

células tumorais de mondcitos humanos (THP-1).
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3. MATERIAIS E METODOS GERAIS

3.1. Reagentes quimicos e solventes

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico ou de
maior pureza possivel. Os padrdes dos compostos fendlicos a-punicalagina (a-pun),
B-punicalagina (B-pun) e &cido elagico (AE), acido galico monohidratado foram
comprados da empresa Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, Estados Unidos).
Etanol, metanol, carbonato de sédio anidro e acido férmico foram comprados da
Labsynth (Diadema, Sao Paulo, Brasil). O reagente fendlico Folin-Ciocalteu foi
comprado da Dynamica (Sao Paulo, SP, Brasil). A agua tipo | utilizada foi fornecida
pelo sistema Mili-Q Advantage A10 (Millipore, Bedford, MA, Estados Unidos).
Acetonitrila de grau HPLC foi comprada da empresa J.P. Baker (Darmstadt,
Alemanha) e o acido fosférico (85% P.A.) da Ecibra (Sao Paulo, Brasil).

3.2. Tratamento das amostras

Roma (variedade Wonderful) cultivadas na Califérnia (EUA) foram
adquiridas em um estabelecimento de Limeira/SP (Brasil). As amostras foram
processadas quebrando a fruta e separando as sementes e arilos das cascas, com
auxilio de um despolpador comercial (Des-60 Braesi, Caxias do Sul, Brasil). As cascas
(exocarpo e membrana carpelar) foram secas a 70 °C em estufa de circulagdo com ar
forcado (JP Selecta, Barcelona, Espanha) durante 48 horas e, em seguida, trituradas
com auxilio de um triturador convencional (Philips, mod.RI-2034, Brasil). As amostras
trituradas foram peneiradas e armazenadas a -20 °C em frascos de vidro &mbar até a
preparacdo dos extratos. O teor de umidade das amostras (6.50 = 0.00%) foi
determinado em estufa com convecgcdo de ar a 105 °C (Marconi, MA030/12,
Piracicaba, Brasil).

3.3. Caracterizacao dos extratos

Todas as analises descritas nas sessdes seguintes foram realizadas para
caracterizar os extratos obtidos com as diferentes condigcdes de extracao testadas.
Cada analise foi repetida duas vezes para cada extrato. Os resultados dos testes

foram expressos como média + desvio padréo.
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3.3.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

As anadlises dos compostos individuais presentes nos extratos foram
realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A separacéo dos compostos foi
realizada utilizando uma adaptagéo do método desenvolvido por Rostagno et. al. [33].
Os compostos foram separados utilizando uma coluna tipo Fused-core (Kinetex Cis,
2.6 um, 100 A, 100 x 4.6 mm, Phenomenex, Torrance, CA, Estados Unidos). O
equilibrio entre as analises foi de 3 minutos e o volume de injecéo foi de 5 pL.

No Capitulo I, a coluna foi mantida em temperatura ambiente e fluxo a 1.35
mL/min. A fase mével foi composta de agua (1% de acido fosférico v:v) (solvente A) e
acetonitrila (1% de &cido fosférico v:v) (solvente B). O perfil de gradiente foi: 5 min
(98% A); 15 min (80% A); 18 min (65% A); 20 min (10% A); 24 min (10% A); 25 min
(98% A). Os picos dos compostos presentes nos extratos foram integrados a 378 nm.

Nos Capitulos Il e Ill. A coluna foi mantida em temperatura ambiente e fluxo
a 0.9 mL/min. A fase movel foi composta de agua (1% de acido fosforico v:v) (solvente
A) e metanol (1% de acido fosfdrico v:v) (solvente B). O perfil de gradiente foi: 8.15
min (90% A); 12.6 min (70% A); 21.6 min (50% A); 25 min (10% A); 29 min (10% A) e
30 min (96% A). Os picos dos compostos presentes nos extratos foram integrados a
370 nm.

A identificacdo de cada composto foi realizada pela comparacdo dos
tempos de retencao dos picos obtidos na analise dos extratos com os picos obtidos
na andlise dos padrées auténticos. Solugbes estoque dos padrdes de punicalagina
(100 mg/L) e &acido elagico (110 mg/L) foram preparados em metanol. As curvas
padrbées da punicalagina (cinco pontos: 5, 10, 25, 50 e 100 mg/L) e do acido elagico
(quatro pontos: 5.63, 11.25, 225 e 110 mg/L) foram preparadas através da
representacdo grafica correlacionando a concentragédo versus a area. O tracado das
curvas, bem como os seus ajustes por regressao linear e calculo do coeficiente de
correlagdo (r?), foram feitos utilizando o software Microsoft Office Excel 2010. Todas
as analises foram realizadas em duplicata e os resultados foram expressos como mg

de composto fendlico/g de amostra em base seca (bs).
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3.3.2. Identificacdao dos compostos fendlicos por UHPLC-MS/MS

As andlises dos compostos presentes nas amostras foram realizadas
utilizando o instrumento UHPLC-MS/MS 8040 (Shimadzu, Kyoto, Japao) que consiste
de um sistema de cromatografia liquida acoplado a um espectrdmetro de massa triplo
qguadrupolo, equipado com uma fonte de ionizagdo por eletronebulizagédo (ESI). A
separacao cromatografica foi realizada em uma coluna C18 Kinetex 2.6 ym, 3 mmi.d.,
coluna de 100 mm (Phenomenex, Califérnia, EUA), fase mdével binaria, solvente A
(agua) e solvente B (acetonitrila acidificada com 0.1% de acido férmico) [33]. O
gradiente de eluicédo a 40 °C, com fluxo de 0.3 mL/min foi feito da seguinte maneira: 0
min (100% A); 2 min (90% A); 7 min (85% A); 13 min (70% A); 16 min (70% A); 20 min
(60% A); 24 min (20% A). Os picos foram integrados a 260 nm, a temperatura do
amostrador automatico foi mantida em 10 °C e o volume de inje¢éo de 10 pL.

Os parametros ESI foram ajustados da seguinte forma: tenséo capilar de -
3.5 kV; temperatura do bloco térmico em 500 °C; temperatura da linha de
dessolvatagdo em 250 °C; fluxo do gas de secagem (N2) de 10 L/min; nebulizagédo de
fluxo de gas (N2) de 1.5 L/min; colisdo induzida por dissociacao pressao de gas (Ar)
em 224 kPa. Para cada composto, primeiramente os dados ESI (-)-MS/MS foram
coletados por sua molécula desprotonada [M—-H]- e dois dos seus ions de produto
mais seletivos foram escolhidos para as transicoes MRM usando 20 ms de tempo de
interrupcéo. Os dados foram adquiridos e processados pelo software Labsolution
(versdo 5.53 SP2, Shimadzu). A identificagdo dos compostos baseou-se na sua
massa (m/z), tempo de retencao e coeluicdo com os padrdes auténticos disponiveis.

Dos 20 compostos fendlicos quantificados por HPLC nos Capitulos I, 1l e
lll, sete foram identificados por UHPLC-MS/MS, baseados em suas massas (m/z),
tempo de retencédo e coeluicdo comparados com padroes auténticos disponiveis e
com os compostos identificados na roma por Fisher, 2011 [4]. Os espectros de massa,
nomes, fragmentos de ions e tempos de retengédo estdo apresentados na Tabela 1.
Os espectros de massa dos compostos fendlicos identificados estao exibidos na
Figura 4.

Os Principais Compostos Fendlicos (PCF) estavam presentes em grandes
quantidades na maioria dos extratos: a punicalagina (a-pun, m/z 1083, tempo de
retencédo de 8.3 min, pico #8), B punicalagina (B-pun, m/z 1083, tempo de retencao
13.1 min, pico #11), &cido elagico hexoside (AE-hex, m/z 463, tempo de retengéo 18
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min, pico #14) e acido elagico (AE, m/z 301, retencédo tempo 21.1 min, pico #19). Os
Outros Compostos Fendlicos (OCF) estavam presentes em pequenas quantidades na
maioria dos extratos, dentre esses, foram possiveis de serem identificados: o acido
elagico pentosideo (AE-pent, m/z 443, tempo de retencao 20.2 min, pico #17), acido
elagico desoxihexoside (AE-desoxihex, m/z 447, tempo de retencédo 20.5 min, pico
#18) e peduncalagina | (Pedun |, m/z 783, tempo de retengédo 22.6 min, pico #20).
Todos os compostos identificados foram relacionados ao acido eldgico por
apresentarem o ion molecular caracteristico 301. Os compostos identificados
presentes na amostra estdo de acordo com os relatados na literatura para cascas de
roma [4].

Tabela 1 - Caracterizagdo quimica por UHPLC-MS/MS da casca da roma.

Numero do HPLC-ESI(-) [M-HJ Tempo de N° pico
Nomenclatura
espectro MS? m/z  retengdo (min) (HPLC)
I a-pun 301, 575, 601, 1083 8.3 8
Il B-pun 300, 601, 781 1083 13.1 11
1] AE-hex 300, 301, 302 463 18.0 14
v AE-pent 300, 301 443 20.2 17
\Y AE-deoxyhex 300, 301, 302 447 20.5 18
VI AE 174, 185, 229 301 21.1 19

Vi Pedun | 301, 481 783 22.6 20
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Figura 4 - Espectros de massas dos principais compostos fendlicos presentes nos

extratos da casca de roma.
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CAPITULO |

Extracao de compostos fenodlicos e antioxidantes da
casca da roma utilizando ultrassom: influéncia da

temperatura, frequéncia e modo de operacao
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CAPITULO |

Extracao de compostos fendlicos e antioxidantes da casca da roma utilizando
ultrassom: influéncia da temperatura, frequéncia e modo de operacao

1. INTRODUCAO

A aplicagdo de ultrassom permite, em alguns casos, melhorar o
desempenho do processo de extragao em termos de rapidez e consumo de solventes.
As extracOes assistidas por ultrassom (UAE) foram realizadas utilizando banho de
ultrassom que possibilita selecionar a frequéncia de operagcédo (37 e 80 kHz),
diferentes modos de aplicacdo do ultrassom (continuo, sweep e pulsos) e também
possibilita variar a temperatura. Apos analisar os extratos obtidos pelas diferentes
condicOes de extracao através de métodos qualitativos e quantitativos, foi possivel
selecionar as melhores condicbes de extracdo em relacdo a recuperacdo dos

compostos fendlicos e antioxidantes presentes na casca de roma.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Extracao assistida por ultrassom

As extracOes assistidas por ultrassom foram realizadas utilizando banho de
ultrassom (Elmasonic, modelo P60H, Singen, Alemanha) com poténcia em 180/150
W (poténcia maxima do equipamento — 100%). Esse equipamento permite selecionar
a frequéncia de operagéo (37 e 80 kHz) e também o modo de aplicacdo do ultrassom
(continuo, sweep e pulsos). O modo sweep consiste na oscilagédo eletrébnica do campo
sonoro, que € designado para prevenir a formacao de zonas de baixo desempenho
no banho ultrassénico; 0 modo pulsos opera pela irradiagao intermitente do ultrassom
(automaticamente programado pelo equipamento) com a intencdo de aumentar em
até 20% a intensidade da radiagao ultrassonica original.

Para avaliar o efeito da temperatura, frequéncia e modo de operacao
ultrassénico na extracdo dos compostos fendlicos e antioxidantes da casca de roma,
as UAE foram realizadas a 40, 50, 60 e 70 °C; frequéncias em 37 e 80 kHz e modos
de operacao continuo, pulsos e sweep, totalizando 24 condigbes experimentais, as
quais foram realizadas aleatoriamente e em duplicata. Para todos os ensaios,
aproximadamente, 1.0 g da matéria-prima foi misturado com 25 mL do solvente
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extrator (70% etanol em agua — v:v), equivalente a uma relacao de solvente para
alimentacao de 25:1 (Solvent to Feed — S:F) e sonicados por 20 minutos a pressao
ambiente. Apés a extracao, os extratos foram imediatamente filtrados por um sistema
a vacuo utilizando um papel filtro qualitativo de celulose e o volume remanescente foi
medido. Os extratos foram filtrados através de um filtro de seringa de nylon (0.20 um,
Analitica, Sao Paulo, Brasil) acondicionados em vials de vidro a&mbar a -18 °C até o

momento das analises.
2.2. Compostos fendlicos totais

O conteudo de compostos fendlicos totais (FT) das amostras foi
determinado de acordo com o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau como
descrito por Singleton et. al. [68], com algumas modificagdes. Em cada poco da
microplaca foram adicionados em sequéncia, 20 puL das amostras diluidas, padrdo ou
branco, 100 pL da solu¢ao Folin-Ciocalteau 10%, apds 5 minutos foram adicionados
75 L da solucao de carbonato de sédio 7.5% e em seguida, a microplaca foi mantida
por 40 minutos ao abrigo da luz a temperatura ambiente e realizada a leitura a 740 nm
em um espectrofotdmetro (Hach, Mod.DR/4000, Estados Unidos) utilizando agua
como branco. O acido galico foi utilizado para plotar a curva padrdo (20 a 120 mg/L)
e os resultados foram expressos em termos de mg Equivalente de Acido Galico (mg
EAG)/g de amostra seca (bs). A analise de cada extrato foi feita em duplicata.

2.3. Rendimento global de extrato

Os extratos obtidos nas diferentes condicées de operacao foram avaliados
quanto ao rendimento global de extrato (Xo), que é definido como a razdo de massa
entre o extrato e a matéria-prima utilizada no processo, conforme expresso na
Equacéo 1.

X0(%) = —exrate y 100 Equacao 1

Mamostra

Onde, “mextrato” representa a massa total de extrato (em base seca) obtida
no processo extrativo e “mamostra” @ massa de matéria-prima (em base seca) utilizada
no processo de extracdo em gramas. Para determinar o rendimento global de extrato
o extrato, a aliquota de 5 mL do extrato foi evaporada a 70 °C em uma estufa com
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ventilacao forgcada (Marconi, MA030/12, Piracicaba, Brasil), no qual as amostras foram

mantidas até atingir peso constante.
2.4. Analise estatistica

Os resultados das andlises foram avaliados através da analise de variancia
(ANOVA), ao nivel de significancia de 5% (p-valor<0.05), seguido pelo teste de Tukey,
utilizando o software Minitab versdo 16 (Minitab 16.1.0, Minitab Inc., State College,
PA, EUA). Entre os diferentes parametros analisados, o coeficiente de correlacao de
Pearson (r) foi calculado usando o software Office Excel 2010 (Microsoft Corporation,
Washington, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Cromatogramas representativos dos padroes e analises dos extratos da
casca de roma com absorbancia monitorada em 378 nm estdo mostrados na Figura
5. Os picos identificados como 8, 11 e 19 correspondem aos compostos a a-pun, f3-
pun e AE, respectivamente.

A Tabela 2 apresenta o rendimento de extracido dos compostos a-pun, B-
pun, AE e somatéria de todos os compostos fendlicos determinados por HPLC. A
Tabela 3 apresenta os resultados de fendlicos totais (FT) por espectrofotometria e 0
rendimento global de extrato (Xo) encontrados nos extratos provenientes da casca de
roma. A andlise estatistica (ANOVA) e a correlagdo entre os parametros analisados
sdo apresentadas nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. As Tabelas 2 e 4 mostram
que as variaveis de processo investigadas (temperatura, frequéncia e modo de

operacgao do ultrassom) tiveram efeito significativo na extragao de a-pun, B-pun e AE.



Figura 5 - Cromatogramas representativos dos padrdes e dos extratos a 378 nm.
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Tabela 2 - Rendimento de extracdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos
da casca de roma obtidos com diferentes temperaturas, frequéncias e modos de

operacao do ultrassom.

Rendimento de extragéo (mg/g bs)

T Frequéncia (kHz)/

(°C) Modo de operacéo o-pun B-pun AE POCF*
37/Continuo 13.34 £ 0.12AB¢ 21.66 +0.38Ab 1.98 £ 0.04AP 37.62 + 0.55A¢
37/Pulso 14.64 £ 0.11AD 21.35 + 0.4072 2.08 £ 0.00/2 38.69 + 0.57Ab
37/Sweep 12.75 £ 0.048p 20.72 + 0.06Ab 2.05+0.01Aa 35.89 + 0.18ABc
0 80/Continuo 13.86 £ 0.257Ba  20.13 £ 0.06AP 1.98 £+ 0.04Aa 36.54 +0.38Ab
80/Pulse 13.74 + 0.29ABb 20.16 + 0.42A2 1.90 £ 0.12Ab 36.42 + 0.8678
80/Sweep 12.68 + 0.878° 18.37 £ 0.7380 1.86 £ 0.07AP 33.45 + 1.70Bb
37/Continuo 14.80 £ 0.19AP 22.45 + 0.04A2b 2.13 £ 0.037a 40.05 + 0.28Ab
37/Pulso 15.05 £ 0.20~2> 22,01 + 0.43ABa 2.10 £ 0.01AB2 39.77 + 0.67A2b
37/Sweep 12.95+£0.10Ck 2127 +£0.178Cb 2,07 £ 0.04ABCa  36.86 + 0.32CP
>0 80/Continuo 13.60 £ 0.1280 20.62 + 0.02¢0 2.00 £ 0.048C2  36.87 +£0.19C.ab
80/Pulse 13.94 £ 0.148b 21.11 £0.18¢=a 2.01 £0.018Cab 37,64 + (0.34B.ab
80/Sweep 12.90 £ 0.12Cab 21.15+0.14¢a 1.98 £ 0,01Cab 36.64 +0.28C:ab
37/Continuo 16.19 £ 0.06A2 24.29 + 0.37A2 2.23 £ 0.037a 43.20 + 0.5072
37/Pulso 14.84 + 0.04Aa 22.46 + 0.23ABa 2.07 £ 0.11Aa 39.99 + 0.41Bab
37/Sweep 15.10 £ 0.83Aa 22.72 £ 0.25ABa 2.10 £ 0.01Aa 40.58 + 1.14ABa
o0 80/Continuo 14.90 + 0.43Aa 21.71 £ 0.51Ba 2.14 +0,05A2 39.16 + 0.9982
80/Pulse 14.72 + 0.19A2 21.33 £ 0.96B2 2.08 + 0.02A.ab 38.89 + 1.2082
80/Sweep 14.88 + 0.29A2 21.67 +0.6082 2.09 + 0.047a 39.22 + 0.95B2
37/Continuo 15.31 £ 0.17ABb 2236 + 0.41AB.ab 2.16 £ 0.03Aa 40.42 + 0.64AP
37/Pulso 15.48 + 0.01Aab 22.62 £ 0.61A2 2.22 +0.77A2 40.94 +0.70A2
37/Sweep 14.93 £0.18ABCa 22 .44 + (0.25A2 2.20 + 0.037a 38.17 + 0.56B2
7 80/Continuo 14.67 £ 0.068%2 2202 + 0.05/Ba 2.08 +0.07Aa 39.41 £ 0.22ABa
80/Pulse 13.78 +0.08Pb 21.63 £ 0.42ABa 2.16 +0.03Aa 38.17 £ 0.56B:2b
80/Sweep 14.49 £ 0.40CPab 20,96 + 0.0982 2.08 + 0.02Aa 38.14 +0.53B2

*POCF: Soma de todos os compostos fendlicos extraidos da casca de roma; bs: amostra em base seca;
Resultados expressos como média + desvio padrao; Resultados com letras maitsculas iguais indicam que ndo ha
diferenca significativa entre as frequéncias e o modo de operagao do ultrassom na mesma temperatura, com nivel
de significancia de 5%, de acordo com o teste de Tukey; Resultados com letras mindsculas iguais indicam que nao
h& diferenca entre temperaturas para as mesmas frequéncias e modos de operag¢édo do ultrassom, com nivel de

significancia de 5%, de acordo com o teste de Tukey.
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Tabela 3 - Fendlicos totais e rendimento global de extrato obtidos da casca de roma
utilizando diferentes temperaturas, frequéncias e modo de operagao do ultrassom.

T Frequéncia (kHz) / FT Xo

(°C)  Modo de Operacao (mg EAG/g bs) (%)
37/Continuo 217.84 + 23.36"Ba 54.92 + 1.53ABb
37/Pulso 228.86 + 4.367B2 56.53 + 0.36A2
37/Sweep 199.79 + 13.56AB20 54.14 + 0.36°B»
0 80/Continuo 232.91 + 18.5748a 53.00 + 0.4448d
80/Pulse 257.57 £ 9.02A2 50.80 + 1.6982
80/Sweep 160.48 + 40.26B° 52.30 + 1.04Ba
37/Continuo 193.71 £ 11.07A2 55.71 £ 0.02Aab
37/Pulso 256.98 + 34.2072 57.05 + 1.407a
37/Sweep 225.11 + 16.57Aa 56.12 + 0.62A2b
>0 80/Continuo 250.26 + 58.72Aa 54.71 £ 0.39A¢
80/Pulse 260.55 + 42.99A2 54.39 + 0.237a
80/Sweep 274.65 £ 3.17A2 5453 + 1.387a
37/Continuo 154.34 £ 16.21A2 59.02 + 1.0672
37/Pulso 140.25 + 1.47A0 56.35 + 0.44Aa
37/Sweep 137.40 + 6.897¢ 57.84 + 1.057a
®0 80/Continuo 135.85 + 5.34/2 57.70 £ 0.097a
80/Pulse 130.06 + 20.48A° 55.54 + 0.93A2
80/Sweep 141.81 £ 21.60AP 57.39 + 1.6572
37/Continuo 155.73 £ 11.44Aa 56.42 £ 0.0372
37/Pulso 140.46 + 18.42A0 54.87 + 1.24Aa
37/Sweep 155.50 + 3.68Abc 55.19 + 0.57A2
70 80/Continuo 152.39 + 23.6072 56.39 + 0.13AP
80/Pulse 147.15 £+ 3.76A° 54.49 + 1.6972
80/Sweep 149.64 + 7.59Ab 54.25 +0.77A2

FT: fendlicos totais determinados por espectrofotometria; EAG: equivalente de acido galico; bs: amostra em base
seca; Xo: rendimento global de extrato; Resultados expressos como média + desvio padrao; Resultados com letras
maiulsculas iguais indicam que ndo ha diferenga significativa entre as frequéncias e o modo de operacédo do
ultrassom na mesma temperatura, com nivel de significAncia de 5%, de acordo com o teste de Tukey; Resultados
com letras minusculas iguais indicam que nédo ha diferenga entre temperaturas para as mesmas frequéncias e
modos de operagédo do ultrassom, com nivel de significancia de 5%, de acordo com o teste de Tukey.
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Tabela 4 - Resumo da Analise de Variancia (ANOVA): significancia de fontes de

variabilidade nos rendimentos de extracéo de a-pun, B-pun, AE e PCF, FT e Xo.

Variabilidade (p-valor)

A Modo de o .
Parametro T (X4) Frequéncia Operacao X1*Xz2 X1*Xs X2*X3 Xi7Xe
(X2) X3
(Xa)
a-pun 1 003 0.001 0.001  <0.001 0.001 0.001
(mg/g bS) < 000 O < . < . < i < . < .
(mﬁéz}“gs) <0.001 <0.001 <0.001 0.061 0015 0275  0.011
(mg’/\gbs) <0.001 <0.001 0.170 0.146  0.088 0.692 0.121
(mgngS) <0.001 <0.001 <0.001 0003  <0.001 <0.001 <0.001
(Mg Ef\g jgbs) <0001 0.265 0.196 0096  0.015 0.804 0.236
(f;f) <0.001 <0.001 0.021 0.011 0.064 0.126 0.260

a-pun: rendimento de extragdo de a-punicalagina; B-pun: rendimento de extracdo de B-punicalagina; AE:
rendimento de extragdo de &cido elagico; PCF: rendimento de extracdo da soma dos principais compostos
fendlicos; FT: fendlicos totais determinados por espectrofotometria; EAG: equivalente de acido galico; Xo:
rendimento global de extrato; bs: amostra em base seca; diferenga estatisticamente significante quando p-
valor<0.05.

3.1. Efeito da temperatura de extracao

Os resultados indicam que a temperatura influenciou a extracdo de
compostos fendlicos, o que é confirmado pela resposta ANOVA (Tabela 4). No geral,
temperaturas entre 50 a 70 °C permitiram a extragdo de quantidades maiores de PCF
e POCF que a 40 °C. Temperaturas mais altas promoveram aumento na eficiéncia de
extragdo. Por exemplo, a 60 °C e 37 kHz (modo continuo) foram extraidos 14.8% a
mais de compostos fendlicos quando comparado com a quantidade extraida a 40 °C
na mesma frequéncia e modo de operagao. Neste contexto, a temperatura pode estar
contribuindo para uma transferéncia de massa mais rapida dos polifendis no solvente.
Além disso, a energia térmica diminui a viscosidade e a tenséo superficial do solvente
liquido, podendo assim melhorar sua penetragdo na matriz da planta e resultar em um
processo de extracdo mais eficiente [69]. Altas temperaturas ajudam a romper as
interacdes entre o soluto e a matriz da planta, aumentando a extracdo. Nas mesmas
condi¢des acima citadas, a 60 °C e 37 kHz (modo continuo), o rendimento global de
extrato foi 7.5% maior que o calculado a 40 °C na mesma frequéncia e modo de
operacao. Ou seja, Xo aumentou quando temperaturas elevadas foram utilizadas,
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indicando que a quantidade de analitos co-extraidos também aumenta com a
temperatura e, portanto, a seletividade de extracdo pode nao ter sido afetada.

Esperava-se que a temperatura influenciasse FT seguindo uma tendéncia
similar a observada nos rendimentos de extragdo de a-pun, B-pun e AE, uma vez que
estes s&0 o0s principais compostos presentes na amostra. No entanto, houve aumento
na concentracao de FT com temperatura até 50 °C e nao até 70 °C, como observado
nos rendimentos de extragao de a-pun, B-pun e AE determinados por HPLC. Outros
compostos fenolicos que ndo foram detectados podem ter sido degradados a uma
taxa mais rapida do que a taxa de extragao de a-pun, B-pun e AE, resultando em um
saldo negativo de FT quando comparado com a analise por HPLC. Por outro lado,
apenas pequenas diferencas foram observadas entre os resultados de FT obtidos a
temperaturas de 60 e 70 °C, independentemente da frequéncia e do modo de
operacao de ultrassom utilizados.

Na maioria dos processos de extracao, a temperatura pode ser aumentada
até um limite, o que é alcancado quando a degradacao/oxidagdo dos compostos alvo
aumenta a uma taxa maior do que o aumento da transferéncia de massa pelo uso de
temperaturas mais elevadas no processo. Mesmo que quantidades maiores sejam
realmente extraidas da matéria-prima, a quantidade final presente no extrato sera a
mesma ou menor, devido a maior degradacdo dos compostos alvo. Os resultados
obtidos neste trabalho sugerem que, para a extragdo de compostos fendlicos de
cascas de roma, esse limite € de cerca de 60 a 70 °C, uma vez que acima desta
temperatura pode haver uma diminuicdo dos compostos fendlicos extraidos. Estes
resultados estdo de acordo com relatérios anteriores sobre os efeitos da temperatura

na extracdo de polifenois da casca de roma [70][71].

3.2. Efeito da frequéncia de ultrassom

Os resultados da Tabela 2 indicam uma ligeira melhora na extragéo de a-
pun, B-pun e AE usando a frequéncia mais baixa de 37 kHz, para todos os modos de
operacao testados (continuo, pulso e sweep) e em todas as temperaturas, de acordo
com os resultados obtidos por HPLC e de acordo com o rendimento global de extrato
(Xo). Essa tendéncia pode estar relacionada as bolhas maiores formadas em
frequéncias ultrassénicas mais baixas (maior amplitude), produzindo assim uma maior
forca de implosdo e cisalhamento na amostra, o que resulta em temperaturas e

pressées mais altas na zona de cavitacdo, em oposicao as frequéncias mais altas
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(menor amplitude) [73]. Portanto, 37 kHz pode ocasionar maior disrupg¢ao celular e
maior transferéncia de massa que 80 kHz.

Os resultados da ANOVA mostram que tanto a frequéncia como suas
interac6es com outras variaveis de extracao tém efeitos significativos em PCF e em
Xo. As diferencas entre frequéncias nem sempre foram estatisticamente significativas
(p<0.05), devido a outras possiveis interacdes com o modo de aplicacdo e
temperatura.

A casca de romé& €& certamente um material complexo em termos de
compostos fendlicos totais, em que muitas interacdes fisico-quimicas podem estar
afetando os resultados. Portanto, ndo se deve presumir que baixas frequéncias
ultrassénicas sejam sempre mais eficientes do que as mais altas nos processos de
extracdo. A medida que a frequéncia aumenta, a zona de cavitagdo torna-se menos
intensa e o mecanismo principal torna-se a transmissao acustica [73]. Isso pode levar
a um efeito mais suave e melhorar a extracado de compostos que sao sensiveis ao
fendmeno fisico da cavitacao.

Existem alguns estudos [74][75] sobre a influéncia do uso simultaneo de
duas ou mais frequéncias de ultrassom para a extracdo de certas substancias. Nestes
trabalhos, rendimentos mais elevados geralmente sdo obtidos com mudltiplas
frequéncias em comparag¢do com as condi¢cdes em que apenas um foi utilizado. Por
exemplo, rendimentos mais elevados de bioquanina A (isoflavona), foram obtidos com
a combinacao de 25-80 kHz e 25-40-80 kHz do que ao utilizar frequéncias unicas [74].
Sugeriu-se que uma bolha de cavitacdo sob duas ondas sobrepostas tenha uma
dindmica diferente de uma Unica onda [76]. A quantidade aumentada de analitos
extraidos por radiacédo de duas e frequéncias multiplas pode ser explicada pela maior
colisdo de bolhas de cavitacdo que causa uma reducao adicional no tamanho de
particula, melhorando a transferéncia de massa [77].

3.3. Efeito do modo de operacao do ultrassom

No geral, os modos continuo e pulso resultaram em rendimentos semelhantes e
ligeiramente maiores para a-pun e B-pun quando comparados com 0 modo sweep. No
entanto, dependendo da temperatura e da frequéncia, 0 modo sweep proporcionou
resultados tdo bons quanto os obtidos com os demais modos de operagdo do
ultrassom, como observados para p-pun a 40 e 60 °C em 37 kHz; a-pun a 60 °C em
37 e 80 kHz; e a-pun e B-pun a 70 °C em 37 kHz. Ou seja, existe uma interacédo



40

significativa entre 0 modo de operacao e as demais variaveis (temperatura e
frequéncia), como foi sugerido pelos resultados da ANOVA. Na maioria dos casos, 0s
resultados obtidos com o uso do modo de sweep nado foram melhores que os
resultados obtidos com o uso dos demais modos de operagéo, possivelmente devido
ao efeito negativo da cavitagéo e da dinamica da bolha.

Estudos mostram que o uso do modo pulsos na extragcao assistida por
ultrassom foi eficaz para melhorar a extragdo de compostos de cascas de roma [23],
bem como de outras matrizes [78][79], exigindo menor tempo e consumindo menos
energia, solventes e outros produtos quimicos [23][72]. Apesar da evidéncia na
literatura, no presente trabalho ndo houve diferenca significativa no rendimento dos
compostos fenolicos ao fazer uso dos modos pulsos ou continuo, em diferentes
temperaturas e frequéncias, fato que pode estar relacionado ao uso do banho
ultrassbnico ao invés de uma sonda ultrassbnica, como utilizada nos estudos
mencionados. O uso da sonda ultrass6nica pode proporcionar melhora na extracao
de compostos fendlicos devido a maior intensidade que as ondas sonoras séo
transmitidas para um ponto focado. Portanto, mesmo que o modo de pulso usado no
banho ultrassénico possa transmitir até 20% mais de poténcia, tal intensidade
adicional nao resultou em melhora na taxa de extragcdo dos compostos fendlicos da
casca de roma neste estudo. No entanto, os valores de PCF, POCF, FT e Xo obtidos
foram altos, sugerindo que os processos de extragdo de banhos ultrassénicos também
sao eficientes para a recuperagao de compostos bioativos de cascas de roma.

3.4. Correlacao entre FT e Xo

A fim de correlacionar os resultados obtidos pelas diferentes analises,
foram realizadas anadlises de regressao linear e determinado o coeficiente de
correlacdo de Pearson (r) (Tabela 5). Correlacéo forte foi verificada entre Xo e PCF
(r=0.778), mostrando que a presenca dos principais compostos fendlicos influencia no
rendimento global de extrato. Correlacao fraca foi verificada entre FT e PCF (r=0.443)
e entre FT e Xo (r=0.440). Além dos compostos fendlicos identificados, a-pun e B-pun
e AE, outros polifendis podem estar em abundancia nos extratos, possivelmente
variando de polifendis de alto peso molecular (como elagitaninos, proantocianidinas,
flavonoides e compostos fendlicos ligados a polissacarideos complexos) aos mais
simples.
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Tabela 5 - Correlacées entre FT e Xao.

Coeficiente Correlagao FT Xo
Pearson (r) (mg EAG/g bs) (%)

PCF (mg/g bs) 0.443 0.778

FT (mg EAG/g bs) - 0.400

PCF: rendimento de extragdo da soma dos principais compostos fendlicos obtido por HPLC; FT: fenélicos totais
determinados por espectrofotometria; EAG: equivalente de acido galico; bs: amostra em base seca; Xo: rendimento
global de extrato.

4. CONCLUSOES

O presente trabalho mostrou que todas as varidveis em estudo
(temperatura, frequéncia de ultrassom e modo de operacdo) tiveram um efeito
significativo na extracdo de compostos fendlicos (a-pun, B-pun e AE) da casca de
roma, bem como sobre FT e Xo. No geral, os melhores resultados em termos de
rendimento de extracdo de compostos fendlicos nos extratos foram observados com
temperaturas de 50 a 70 °C, utilizando frequéncia de ultrassom em 37 kHz, nos modos
de operagao continuo e pulso. Devido ao alto rendimento de extracdo dos compostos
fendlicos, observou-se correlacao forte entre PCF com Xo (r=0.778). Os resultados
indicaram que a extragdo UAE utilizando solvente etanol 70% (v:v) € uma técnica

adequada e segura para a recuperacao de compostos fendlicos da casca de roma.
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CAPITULO I

Extracao de compostos bioativos a partir da casca de roma
(Punica granatum L.) utilizando liquidos pressurizados

combinados com ultrassom
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CAPITULO I

Extracao de compostos bioativos a partir da casca de roma (Punica granatum
L.) utilizando liquidos pressurizados combinados com ultrassom

1. INTRODUCAO

Apesar do grande potencial, ndo existe até o0 momento aplicagbes da
técnica UAPLE (Ultrasound-Assisted Pressurized Liquid Extraction) utilizando como
matéria-prima a casca da roma. Os poucos estudos que existem envolvendo a
aplicacéo de ultrassom a alta pressédo indicam que a sua utilizagdo pode aumentar a
eficiéncia do processo de extracao além de sua seletividade e rendimento. Apesar de
que estes estudos foram realizados com fluidos supercriticos (SFE) e ndo com liquidos
pressurizados (PLE) é de se esperar que a combinacao de ultrassom também produza
efeitos positivos no processo devido a um aumento na transferéncia de massas ja que
a PLE e a SFE sao técnicas similares. Atualmente a tendéncia no desenvolvimento
de métodos de extracao é evitar a utilizagdo de solventes organicos toxicos e que nao
sejam ambientalmente compativeis. Os solventes que estdo sendo mais utilizados
para a extragdo de compostos fendlicos que tem uso na alimentagdo humana incluem

agua, etanol e misturas.
2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Determinacao do tamanho de particula médio

O tamanho da particula da amostra foi determinado usando peneiras e
agitador vibratério (Bertel Metallurgic Ind. Ltda., SP, Brasil) com os seguintes
tamanhos de abertura sequenciais: 14, 18, 50 e 80 mesh (Equivalente a série Tyler,
Wheeling, Estados Unidos). O diametro médio das particulas foi calculado de acordo
com os Padrées da Sociedade Americana dos Engenheiros Agricolas [80]. As
amostras foram classificadas em dois grupos: 1. Particulas grandes, retidas em uma
sequéncia de peneiras de 14 mesh (15.6%), 18 mesh (83.0%) e 50 mesh (1.4%):
tamanho total 0.297-1.410 mm, tamanho de particula médio de 1.05 mm; 2. Particulas

pequenas, retidas em uma sequéncia de peneiras de 18 mesh (49.3%), 50 mesh
(38.1%) e 80 mesh (8.4%): tamanho total 0.177-1.000 mm, tamanho de particula
médio de 0.68 mm.
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2.2. Extracao assistida por ultrassom com liquidos pressurizados

As extracOes assistidas por ultrassom com liquidos pressurizados foram
realizadas no sistema “EXTRACT-US” (Figuras 6 e 7) (FAPESP 2013/043044 —
patente pendente), composto por uma bomba de liquidos (PU2080, Jasco, Japao),
unidade gradiente ternaria (LG 2080-2, Jasco), desgaseificador em linha (DG 2080-
55, Jasco), detector UV-VIS (UV-7075, Jasco), cinco valvulas automaticas de duas
posicoes de 10 portas (Waters Corporation, Milford MA, Estados Unidos), uma célula
de extracao de aco inoxidavel de 10 mL acoplada ao ultrassom (800 W, 19 kHz, 13
mm de diametro, Unique Group, Indaiatuba, Brasil), valvula reguladora de
contrapressao (série TESCOM 26-1700) e valvulas de bloqueio (Autoclave Engineers,
Erie, EUA).

Figura 6 - Sistema integrado “EXTRACT-US".

Valvulas Cabegote da sonda de ultrassom
Micrométricas A

Compartimento de
valvulas

Gerador de
ultrassom
A

"' " Compartimento de
< . - Extracdo

Entrada de
Nitrogénio

Solventes
Liquidos <-+freees

co2 ¥

Compartimento de Amostrador Compartimento Compartimento de

Forno P
bombas (Vélvulas automaticas V1-V4) elétrico bombas

Os diversos empacotamentos das células de extracao (Figura 8) foram
feitos de maneira padronizada. O papel de filtro foi colocado no fundo da célula de
extracdo sobre o filtro de aco inoxidavel. Sequencialmente, camadas de |& de vidro
(0.3 g), bolas de vidro de 3 mm de diametro (5.0 g), amostra da casca de roma seca
(1.0 g) e camada de la de vidro (0.1 g) foram colocadas dentro da célula de extracéo.
Depois disso, a célula de extracao foi acoplada a sonda de ultrassom. Um ciclo de
extracdo consistiu em encher a célula de extracdo com o solvente selecionado (agua,

etanol + agua 30, 50 e 70% v:v) até a presséo atingir 10 MPa.
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Figura 7 - Diagrama do sistema integrado de analise Extract-US.

Refrigeracdo da célula

de extracao
Detector
Forno
m
umaugli'llm &
Coluna SPE = S Saida degases
S @ Coleta de [COZ & N2}
—_ R residuos
© g
e
o
VBE
P5

47

SR v b

frm——————

VM1 VM2

Camisa de
aquecimento

Sistema de
Refrigeragin

i
[ i

}uz co!

B1: Bomba de liquidos; B2: Bomba de CO2; BPR: Valvula reguladora de pressao; CExtr. Célula de extragao, GUS: Gerador de ultrassom; SPE: Extragdo em fase sélida; SUS:
Sonda de ultrassom; P1-5: Transdutor de pressao; V1-5: Valvula automatica de 2 posigdes e 10 portas; VB1-6: Valvula de bloqueio; VInj: Valvula de inje¢do manual; VM1-2:
Valvula micrométrica; *A segéo pontilhada representa o forno cromatografico.
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A bomba foi ajustada para o modo de pressao constante a 10 MPa e o
aquecimento da célula de extracao iniciado até atingir a temperatura experimental (de
50 a 100 °C). O tempo de pré-aquecimento foi de 10 minutos. Quando o tempo de pré-
aquecimento acabou, o ultrassom foi ligada durante 10 minutos na poténcia de
ultrassom experimental (de 0 a 800 W no gerador). Em seguida, o ultrassom foi
desligado e a célula de extragdo lavada durante 5 minutos (mantendo a pressao
constante em 10 Mpa), e o extrato foi coletado em um frasco de vidro de 40 mL.
Posteriormente, a célula de extragdo foi despressurizada. Em torno de 20 mL de
amostra foi coletado em cada extracao ou ciclo. Cada ciclo de extracao teve duracao
de aproximadamente 30 minutos. Os extratos foram filtrados através de filtros de
nailon (25 mm de didmetro e poro de 0.20 um, Analitica, Sdo Paulo, Brasil) e
armazenados em frascos de vidro ambar, mantidos a -20 °C, protegidos da luz até

serem analisados.
Figura 8 - Diagrama da célula de extragdo com ultrassom do sistema Extract-US.
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Inicialmente, os extratos foram obtidos usando diferentes temperaturas (50,
60, 70, 80, 90 e 100 = 1 °C) e solventes (agua pura [A], misturas com etanol 30 [B],
50 [C] e 70% [D] v:v) utilizando 400 W de poténcia de ultrassom e um ciclo de extracao.
Posteriormente, a influéncia da poténcia de ultrassom (0, 160, 320, 480, 640 e 800 W
no gerador) e o tamanho de particula (tamanho médio de particula de 0.68 e 1.05 mm)
foram analisados usando a temperatura e o solvente adequados. Finalmente, o
processo de extracao foi monitorado por cinco ciclos consecutivos, testando ambos
tamanhos de particula (0.68 mm e 1.05 mm), sem ultrassom e também com ultrassom
na poténcia otimizada. Uma vez que a temperatura, o solvente, a poténcia do
ultrassom, o tamanho das particulas e o numero de ciclos adequados foram definidos,
a repetibilidade do método foi determinada (n=>5).

A poténcia ultrassonica transmitida ao meio de extragéo foi calculada com

base na dissipagéo de calor na 4gua usando a seguinte equagao [81]:

dT
Power (W) = (E) xcp x M

Onde: “dT/dt” representa o aumento da temperatura em Graus Celsius por segundo, “cp” é a capacidade térmica

da 4gua (4.2 J.g") e “M” é a massa da agua em gramas.

A poténcia do ultrassom foi calculada com base no aumento de temperatura
monitorado por um termopar imerso em 200 mL de agua na meia altura. A poténcia
transmitida na ponta da sonda foi estimada em 38.5 £ 1.3 W (n=5) quando o gerador
de ultrassom foi ajustado para 800 W (~4.8%). Portanto, quando o gerador foi ajustado
para 0, 160, 320, 480, 640 e 800 W, a energia de ultrassom estimada transmitida ao
meio foi 0, 7.7, 15.4, 23.1, 30.8 e 38.5 W, respectivamente.

2.3. Microscopia eletronica de varredura

Amostras da casca de roma desidratadas e amostras apds o processo de
extracao sem ultrassom (PLE) e com ultrassom (UAPLE) foram armazenadas em
freezer e enviadas ao Laboratério de Microscopia Eletrénica da Central Analitica do
Instituto de Quimica da Unicamp. As imagens de superficie das trés amostras da
casca de roma foram obtidas através da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
no equipamento JSM 6360-LV, aceleracdo de 30 KeV, resolug¢ao - 3nm, EDS - Noran
System Six e ampliacdo de x500 e x1000.
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2.4. Analise estatistica

PCF (Principais Compostos Fendlicos: a punicalagin (a-pun), B punicalagin
(B-pun), acido elagico-hex (AE-hex) e &cido elagico (AE)); OCF (Outros Compostos
Fendlicos: acido elagico-pent (AE-pent), acido elagico-deoxihex (EA-deoxyhex),
pedunculagina | (Pedun-1) e os compostos nao identificados) e POCF (PCF + OCF)
foram considerados nos célculos estatisticos.

Todas as variaveis foram submetidas a um teste de conformidade para
verificar a aproximagdo com curvas teoricas. Para isso, utilizou-se o teste de
Kolmogorov-Smirnov e o teste Levene para verificar a homoscedasticidade. O
desenho da abordagem experimental foi conduzido para observar o efeito principal e
a interacao de diferentes variaveis. Dois experimentos foram conduzidos: a) 46
experimentos com diferentes solventes (agua, 30%, 50% ou 70% etanol) e
temperaturas (50, 60, 70, 80, 90, 100 °C) com rendimento de POCF (mg/g as) como
variavel dependente; b) 26 fatorial com diferentes tamanhos de particulas (grandes e
pequenas) e poténcia de ultrassom (0, 160, 320, 480, 640, 800 W) com rendimento
de POCF (mg/g as) como variavel dependente. Para comparar a extracdo de PCF e
POCF entre particulas grandes e pequenas, foi utilizado o teste t de Student.

A ANOVA unidirecional com teste post hoc Tukey HSD foi utilizada para
comparar a extracao entre o tamanho da particula (grande ou pequeno) considerando
a presenca (480 W) ou auséncia de ultrassom (0 W) durante os cinco ciclos de
extragdo. Foram realizados cinco ANOVA de sentido Unico considerando a soma
POCF extraida por ciclo (1 a 5) em quatro possibilidades: particula pequena (0.68 mm)
com e sem ultrassom; particula grande (1.05 mm) com e sem ultrassom. Para
determinar uma correlagdo linear entre os diferentes parametros analisados, o
coeficiente de correlacao de Pearson (r) foi calculado. Em todos os testes, considerou-
se o nivel de significancia de p<0.05 e foi utilizado o Pacote Estatistico para Ciéncias
Sociais (SPSS) versao 15.0.1.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar a influéncia das principais variaveis de extragcao no processo,
as extracoes foram inicialmente realizadas com diferentes temperaturas (50, 60, 70,
80, 90 e 100 °C) e solventes (Agua, EtOH 30%, EtOH 50% e EtOH 70%), mantendo
a poténcia de ultrassom constante a 400 W. A Tabela 6 apresenta o rendimento de
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extracao (mg/g de amostra em base seca) de PCF e POCF. Os compostos 1 a 11
foram expressos como equivalentes de punicalagina, e os compostos 12 a 20 foram
expressos como equivalentes de acido elagico. A Figura 9 apresenta os
cromatogramas representativos dos extratos da casca de roma (absorbancia
monitorada a 370 nm) usando solventes A, B, C e D.

O modelo de planejamento fatorial foi significativo (P<0.001), com efeito
principal do solvente (F=8203.86; p<0.001), temperatura (F=111.91; p<0.001) e com
interacdo entre solvente e temperatura (F=160.39; p<0.001). A interacdo é clara na
Figura 10, especialmente no ponto de 70 °C usando agua (interacdo positiva) e

usando EtOH 70% (interagdo negativa).

Figura 9 - Cromatogramas representativos a 370 nm dos extratos da casca de roma
usando solventes A, B, C e D.
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Tabela 6 - Rendimento de extracao de compostos fendlicos de extratos da casca de

roma usando diferentes solventes de extragdo e temperaturas por UAPLE

Rendimento de extragédo (mg/g bs)

Solvente (°-E)) a-pun B-pun EA-hex EA POCF*
50 7.98+0.688 16,55+ 1.282C 0.52+0.058A  0.64 £0.02aA  29.29 +2.32aC
hqua 60  9.09+0.57%C 20.62+0.97°C 0.63+0.048  0.80 +0.05>A  35.49 + 1.810cC
(MPOC: 70  11.48+0.219C 2455+0.61<0 079 +0.01°8  1.10+0.04°B  43.27 + 0.764D
1365'.?:)3% 80  10.30£0.73°C 24.04 £1.84°0 0.80+0.06°®8  1.09+0.05¢8  41.52 +3.03¢P
OO Gy 10184025%0 2036413150 069+£0.025F  0.87£013A  36.641.7100
100 8.16+0.372C  17.37£0.61a° 0.64+0.02°®  1.10 £0.06°A  31.90 % 0.79%D
50  5.69+0.743A 14.79+1.342C (.66 £0.0338  0.84 £0.1338  23.99 + 2.54a8
EtOH 60  5.82+0.21a8 1583 +0.6628 0.72+0.04%8  1.09+0.06B8 2558 + 1.14a8
(N?gg%: 70  5.88+042a8  14.78+1.05.C 0.78+0.06%8 1.10+0.118 2447 +1.55C
f‘ﬁ-%’ 80  551+042:8 1474+1.002C 077 +0.08%8 115+0.16°8 2412 +1.743C
mg/gbs) 90  6.05+0.652C 16.42+1.20eC 0.83+0.05°C  1.20 +0.23%8  26.88 +2.343C
100  4.96+0.3828  14.15+1.82aC (.74 £0.043C 1,05+ 0.08%A 22,83 +2.51aC
50 5.20+0.33%A 1019 +£0.61°8 0.75+0.03%8 097 +0.052B  18.43 + 1.120A
EtOH 60  5.65+0.520B 962+ 127®A 0.72+0.07%8  1.04+0.132B  18.10 £ 2.03%A
(,\fg&: 70  6.21+0.56°8 1048 +0.96°8 0.78 +0.08°8  1.03+0.232A8  20.20 + 1.4508
;?E 80  521+027®8 10.32+0.8558 0.76+0.04®8  1.08+0.10a  18.96 + 1.4665
mgigbs) 90  462+02428 948 +£0.47%B (.70 +0.048  1.08 +0.072AB  17.81 + 0.702B
100  4.46+0.3328  8.03+0.6228 0.65+0.0228  1.05+0.173A  15.34 + 1.08a8
50  4.59+0.780A  7.76 +0.64°A 050 £0.06°A  1.15%0.06%C  15.28 + 1.610A
EtOH 60  414+0.19°A  812+028°A 0.50+0.01°%A  1.28+0.09¢C 1521 +0.260A
(,\ZI%C; 70  1.99+0.163A  0.92+0.10aA 0.06 +0.043A  0.77 £0.058A 5.7 + 0.302A
igfg4 80  1.95+0.11aA 093 +0.09:A 0.08+0.022A  0.80+0.08%A 561 +0.342A
mg/gbs) 90  2.07+0.182A  0.98+0.062A 0.11 £0.042A 0.90 £ 0.07%>A8 .06 + 0.522A
100 2.03+0.142A  1.07+0.062A  0.09 +0.042A  1.07 £0.10A  6.14 + 0.38A

*POCF: Soma de todos os compostos fendlicos extraidos da casca de roma; MPOCF: Média de POCF de todas
as temperaturas no mesmo solvente; Resultados expressos como média * desvio padréo (DP); bs: amostra em
base seca; Resultados com letras minUsculas iguais indicam que nado ha diferenga significativa entre as
temperaturas com o mesmo solvente, a 5% de significancia, de acordo com o teste de Tukey; Resultados com
letras maiusculas iguais indicam que ndo ha diferenga significativa entre os solventes com a mesma temperatura,
a 5% de significancia, segundo o teste de Tukey.
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Figura 10 - Grafico do rendimento de extragdo de POCF usando diferentes

temperaturas e solventes.
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POCF: Soma de todos os compostos fendlicos extraidos da casca de rom3; bs: amostra em base seca; Resultados
com letras mindsculas iguais indicam que ndo ha diferenga significativa entre as temperaturas com o mesmo
solvente, a 5% de significancia, de acordo com o teste de Tukey; Resultados com letras mailisculas iguais indicam
que nao ha diferenga significativa entre os solventes com a mesma temperatura, a 5% de significancia, segundo o
teste de Tukey.

3.1. Efeito da temperatura de extracao e solvente

Os resultados da ANOVA bidirecional demonstram que a temperatura, o
solvente e a interagdo entre esses dois fatores influenciaram significativamente na
extracdo de compostos fendlicos. Diferencas significativas foram observadas no
conteudo de PCF e POCF, dependendo da temperatura e do solvente. A maior
MPOCF (Média de POCF para o mesmo solvente) foi observada usando solvente de
extracao de agua, de 36.35 £ 5.39 mg/g bs. O rendimento de MPOCF utilizando agua
como solvente de extracao foi de 47.5%, 100.4% e 303.9% superior ao rendimento de
MPOCF utilizando EtOH 30%, 50% e 70%, respectivamente. O ajuste para
comparagfes multiplas foi calculado pelo método de Bonferroni, assumindo que a
diferenca média é significativa quando p<0.05. Foi possivel verificar que as condi¢des
de extracdo que proporcionaram maiores rendimentos de compostos polares (a-pun
e B-pun) foram diferentes daquelas mais adequadas para a extracdo de compostos
moderadamente polares, como o EA e derivados. Independentemente da
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temperatura, o solvente de extracao de agua forneceu os maiores rendimentos de a-
pun e B-pun.

A medida que a porcentagem de etanol do solvente aumentou, o
rendimento de extracdo desses compostos polares diminuiu. Tais resultados séo
esperados porque a medida que a porcentagem de etanol no solvente aumenta, a
polaridade do solvente e a solubilidade dos compostos hidrofilicos no solvente
diminuem. O maior rendimento de EA-hex foi observado utilizando EtOH a 30% a 90
°C, e os piores rendimentos foram observados utilizando EtOH a 70% entre 70 e 100
°C. O maior rendimento de EA foi observado ao utilizar EtOH 70% entre 50 e 60 °C, e
os piores rendimentos variaram muito de acordo com a temperatura e o solvente de
extracao utilizado no processo. Estes resultados estdo possivelmente associados as
diferencas significativas de polaridade dos compostos presentes nas cascas de roma,
variando de polar (punicalagina e derivados) a moderadamente polar (acido elagico e
derivados) que, por sua vez, afeta a capacidade do solvente de extrai-los da matriz
da amostra. Considerando que a-pun e B-pun foram os fendlicos predominantes na
casca da roma, a concentragdo no extrato de tais compostos foi um do fatores mais
importantes na escolha do solvente.

Na maioria dos casos estudados, a temperatura influenciou as quantidades
extraidas de PCF e POCF. Utilizando agua, as temperaturas mais adequadas para a
extracao do POCF foram entre 70 e 80 °C; ndo houve diferencga estatistica com EtOH
30%; utilizando EtOH 50% entre 50 e 90 °C, e utilizando EtOH a 70% entre 50 e 60
¢C. O maior rendimento de POCF foi obtido usando extracdo com solvente de agua a
70 °C, fornecendo 43.27 = 0.76 mg de compostos fendlicos/g bs. Considerando
apenas as extracoes realizadas com solvente dgua, foi possivel extrair 32.3% e 26.3%
a mais de POCF a 70 °C do que a 50 °C e a 100 °C, respectivamente.

Estas observacdes estdo provavelmente associadas a uma combinacao de
efeitos: temperatura, fenbmenos de cavitacdo, viscosidade, constante dielétrica,
solubilidade dos compostos no solvente, transferéncia de massa e degradacéao dos
compostos alvo. O aumento da temperatura reduz a constante dielétrica dos solventes
modificando suas caracteristicas quimicas e sua capacidade de extrair os compostos
fendlicos presentes na amostra. A medida que a temperatura aumenta, a viscosidade
diminui, afetando sua penetragdo nos poros da matriz da amostra. Também aumenta
a solubilidade dos compostos fendlicos no solvente, mas também pode promover a

sua degradacao térmica durante o processo de extragao.
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A temperatura também afeta a cavitagdo acustica e a difusédo através das
paredes celulares. Ambos os fenbmenos podem ser significativamente aumentados
pela temperatura de extragdo. Com o aumento da temperatura, a tenséo superficial e
a viscosidade do meio liquido sdo reduzidas, e a pressao de vapor do liquido é
aumentada, aumentando a formacédo de bolhas de cavitagdo no meio liquido e
produzindo cavitagédo ultrassGnica na menor intensidade da onda ultrassénica [69].

Em geral, 100 °C nao foi adequado para a extracao de PCF e POCF das
cascas de rom&, uma vez que 0s menores rendimentos de extracdo foram
observados. E provavel que a 100 °C compostos termolabeis fendlicos tenham sido
degradados devido a temperatura muito alta. Ha evidéncias de que varios compostos
fendlicos ndao sdo completamente estaveis em altas temperaturas usadas para
processos de PLE [17][33][34][82][83]. Na maioria dos casos, a temperatura de
extracdo pode ser aumentada até um limite, o que é alcancado quando a
degradacao/oxidacdo dos compostos alvo ultrapassa o aumento da transferéncia de
massa promovida por temperaturas mais altas no processo. No caso especifico de
cascas de roma sendo extraidas por PLE, foi sugerido que a temperatura de extracao
nao deve ser superior a 40 °C, caso contrario reduziria a capacidade de eliminacéao
de radicais livres e o conteudo fendlico total do extrato produzido [17].

Além da degradacao térmica, o fenbmeno de cavitacdo pode ter
influenciado na reducao dos niveis de compostos fendlicos nas extracdes realizadas
a 100 °C. Temperaturas mais altas reduzem a cavitagdo, uma vez que 0s vazios das
bolhas sao preenchidos com vapores de solvente, levando a um colapso menos
violento. No entanto, a baixa temperatura, a pressao de vapor do solvente é baixa e
permite que as bolhas de cavitagdo colidam violentamente na matriz da amostra,
levando a um aumento na darea superficial e, consequentemente, melhora na
transferéncia de massa através da turbuléncia e transmissao [35].

No entanto, é importante notar que pode existir uma interacdo entre o
solvente e a temperatura. Os resultados indicam que as melhores temperaturas
variam dependendo do solvente utilizado. Por exemplo, no caso de a-pun: usando
agua, o maior rendimento foi observado a 70 °C; usando EtOH 30%, ndo houve
diferencas nos resultados; utilizando etanol 50%, os maiores rendimentos foram
observados a 60 e 70 °C; e utilizando EtOH 70%, os maiores rendimentos foram
observados a 50 e 60 °C. Estas diferencas podem ser explicadas pela modificacdo da
temperatura das propriedades do solvente, tais como viscosidade e constante
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dielétrica, e na solubilidade dos compostos fendlicos no solvente. Mais importante, as
propriedades dos solventes sdo afetadas diferentemente pela temperatura.
llustrativamente, a redugdo da constante dielétrica da agua pelo aumento da
temperatura de 50 a 100 °C serd significativamente maior que a reduc¢ao da constante
dielétrica do etanol com 0 mesmo aumento de temperatura. A constante dielétrica do
solvente afeta sua capacidade de solubilizar os compostos da matriz da amostra e,
portanto, pode afetar o rendimento da extragéao [82].

Outro fator que pode estar envolvido na interagdo entre temperatura e
solvente de extracdo € a viscosidade. Diferencas na viscosidade de ambos o0s
solventes foram menores a 100 °C do que a 50 °C, sendo a viscosidade do etanol de
aproximadamente 20% maior que a da agua. A viscosidade do solvente esta
relacionada a difusividade através dos poros da amostra, o que pode afetar o processo
de extracdo. A medida que a temperatura aumenta, as mudancas na viscosidade dos
solventes testados ndao sdo as mesmas, influenciando diferentemente sua penetracao
na matriz da amostra e, portanto, afetando o rendimento da extragédo. A viscosidade
do solvente também pode afetar a propagacao de ondas ultrassénicas no solvente e
os rendimentos de extragao.

O ponto de ebulicdo do solvente também serd um importante parametro
para a cavitacdo e, portanto, afetara o processo de extracdo e a interacao entre
temperatura e solvente. Quando a temperatura do solvente esta proxima do seu ponto
de ebulicdo ou € muito menor, a cavitacao relativa sera menos intensa do que usando
temperaturas intermediarias. Para a agua, a maior cavitacado relativa é observada
entre 50 e 60 °C, que pode ser 2-3 vezes maior que a 100 °C [82]. Como os solventes
de extracdo e suas misturas possuem diferentes pontos de ebulicdo, havera
diferencas na cavitacao relativa alcangcada com esses solventes em diferentes
temperaturas. Esta € uma questao complexa, uma vez que o ponto de ebulicdo dos
solventes muda a alta pressao, o que também deve ser considerado.

A combinacédo de ultrassom, diferentes solventes e temperaturas para a
extracao de compostos especificos a partir de amostras complexas, como a casca da
roma, € uma tarefa desafiadora, na qual uma combinacdo de inUmeras variaveis
podem influenciar o rendimento de extragao.
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3.2. Efeito da poténcia de ultrassom, tamanho de particula e nimero

de ciclos

Com base nos resultados anteriores, para estudar o efeito da poténcia de
ultrassom e do tamanho de particula no processo de extracédo, a 4gua foi selecionada
como solvente e as extragdes foram realizadas a 70 °C, pois estas foram as condigbes
que maximizaram o rendimento de extracdo de todos os fendlicos. A Tabela 7
apresenta os rendimentos de extragdo de PCF e POCF obtidos utilizando diferentes
poténcias de ultrassom (0 a 800 W) e tamanhos de particula (1.05 e 0.68 mm). A
Figura 11 apresenta o grafico do rendimento de extragdo de POCF usando diferentes

poténcias de ultrassom e tamanhos de particulas.

Os resultados apresentados na Tabela 7 indicam que a MPOCF de
particulas pequenas (0.68 mm) & 66.2% superior a MPOCF de particulas grandes
(1.05 mm). Tal comportamento é esperado, uma vez que a area maior de contato
relativa nas particulas pequenas permite aumentar a transferéncia de massa dos
compostos alvo da matriz da amostra para o solvente. Em contraste, a area de contato
relativa entre a matriz da amostra e o solvente € menor em particulas grandes,
diminuindo a taxa de transferéncia de massa [37]. E importante ressaltar que, embora
tenham sido observados rendimentos de extracdo mais elevados com o uso de
amostras pequenas, o entupimento de linhas de solventes foi frequente e exigiu
constantemente que o processo de extracao fosse abortado e repetido. Portanto, o

uso de particulas pequenas néo é recomendado.

Observou-se que a poténcia de ultrassom nao teve efeito sobre a extracédo
de QPC e POCF usando particulas pequenas. Em contraste, o efeito da poténcia de
ultrassom foi evidente quando aplicado em particulas grandes. O maior POCF foi
observado com o uso de poténcia ultrass6nica de 480 e 640 W (27.18 £+ 1.17 € 30.27
+ 2.22 mg/g bs, respectivamente), que em media foi 23% superior ao POCF sem o
uso do ultrassom e estatisticamente significante (p<0.05). Em geral, 480 e 640 W
foram as melhores poténcias para extrair POCF de particulas grandes. Acredita-se
que o aumento no rendimento fendlico total se deva principalmente a melhor
cavitacado e ao efeito mecéanico do ultrassom, que aumenta a area de superficie de
contato entre as fases sélida e liquida, aumenta a penetracdo do solvente na matriz

e acelera a transferéncia de massa dos analitos ao solvente [39].
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Tabela 7 - Rendimento de extracao de compostos fendlicos de extratos da casca de
roma usando diferentes poténcia de ultrassom e tamanho de particula.

Rendimento de extragao (mg/g bs)

dl%rgf‘t?chuﬁa (thl) a-pun B-pun EA-hex EA POCF*
0 5.37+0.35% 1293+1.042 0.38+0.022 054+0.042 23.30+1.19
1%??3% 160 5.60+0.30% 13.88+1.042 0.41+0.022 057 +0.042 24.86+1.192
(MPOCF: 320 544:038% 1328+1.07@ 0.39%0022 056+0.05 23.85%1.212
25.46 480 6.07+0.51® 14.89+0.932> 0.45+0.022% 0.71+0.08° 27.18+1.17%
mig/ng?s) 640 6.85+0.51c¢ 16.82+1.28° 0.50+0.05> 0.72+0.09° 30.27 £2.22¢
800 5.22+048> 12.95+2212 0.39+0.088 0.53+0.112 23.33 + 3.402
0 9.33+1.342 2246+3.38 0.68+0.112 1.02+0.182  40.77 +5.672
Oﬁggunfgqr 160 9.87+1.02a 2446+2912 070+0.102 1.06+0.138  43.73 +4.432
(MPOCF: 320 1020+0.652 24.41:171a 074%0042 112:006° 44.54 +2.20°
f?;?é% 480 8.85+0.582 24.64+0.712 0.67+0.032 1.04+0.032  42.64 +1.392
mg/gbs) 640 9.20+0.66° 2299+191s  069£0022 1.02£006° 41.42+1.972
800 8.94+0522 2273+1.902 068+0.062 1.04+0.062 40.85+2.552

*POCF: Soma de todos os compostos fendlicos extraidos da casca de roma; MPOCF: Média POCF para o mesmo
solvente; Resultados expressos como média + desvio padrdao (DP); bs: amostra em base seca; Mesma letra
minuscula indica que ndo h& diferenca significativa entre as temperaturas utilizando o mesmo solvente, a 5% de
significancia, de acordo com o teste de Tukey; A mesma letra mailscula indica que ndo ha diferenga entre a
extracdo por solvente na mesma temperatura, a 5% de significancia, segundo o teste de Tukey.

Maiores poténcias de ultrassom podem promover a degradacao dos
compostos alvo. A aplicacao de ultrassom em solu¢des aquosas pode gerar radicais
livres a partir da dissociacao da agua, o que pode promover a oxidacdo de compostos
e a quebra de ligacdes levando a modificacdo de estruturas macromoleculares e
reducéo do peso molecular [84][85]. A via de biodegradacgéo dos elagitaninos da roma
consiste na conversao da punicalagina ([MH-] 1083) em punicalina ([MH-] 781), acido
galégico ([MH-] 601) e/ou EA ([MH-] 301 [86]. Embora a estabilidade dos compostos-
alvo ndo tenha sido acessada neste estudo, € razoavel supor que uma via similar
possa ocorrer durante o UAPLE. Por exemplo, usando particulas grandes e poténcias
entre 480 e 640 W, foram observadas maiores quantidades de EA-hex e EA, resultado
que pode ter sido proveniente da degradacdo da punicalagina em EA e seus
derivados. No entanto, rendimentos mais baixos podem estar associados a oxidacao

de fendlicos alvos, formando outros compostos que ndo foram analisados.
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Figura 11 - Grafico do rendimento de extracdo de POCF usando diferentes poténcias
de ultrassom e tamanho das patrticulas.
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POCF: Soma de todos os compostos fendlicos extraidos da casca de rom3; bs: amostra em base seca; Resultados
com letras mindsculas iguais indicam que ndo ha diferenga significativa entre as temperaturas com o mesmo
solvente, a 5% de significancia, de acordo com o teste de Tukey; Resultados com letras maitsculas iguais indicam
que nao ha diferenca significativa entre os solventes com a mesma temperatura, a 5% de significancia, segundo o
teste de Tukey.

Adicionalmente, € importante notar que o0s produtos naturais sao
complexos e que as interacbes entre os compostos fendlicos e a estrutura da matriz
podem influenciar nas reagbes de degradacdo causadas pelos radicais livres.
Demonstrou-se que os fendlicos interagem com proteinas através de uma variedade
de interagdes, incluindo pontes de hidrogénio, ligacdes ibnicas e covalentes e
interacoes hidrofébicas [87] e, portanto, determinar a estabilidade dos compostos em
amostras complexas durante a extragdo é um desafio.

Finalmente, as extragbes foram realizadas utilizando particulas com
diferentes tamanhos (1.05 e 0.68 mm), com e sem o auxilio de ultrassom (480 W),
durante cinco ciclos consecutivos. Os resultados sdo mostrados na Tabela 8. O
POCF acumulado (mg/g as) comparando o efeito do ultrassom, o tamanho das
particulas e o numero de ciclos é mostrado na Figura 12. O processo comega com
um periodo de taxa de extracao constante, caracterizado pela extracdo de compostos
que estao prontamente disponiveis para o solvente. Quando esse soluto facilmente
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acessivel comeca a se exaurir, a difusdo intra-particula torna-se o mecanismo
impulsionador da transferéncia de massa. Entdo, as curvas de extracdo assumem a
forma tipica de uma curva de difusdo, com taxa de extragdo reduzida. Diferengas
significativas foram observadas no QPC e no POCF, dependendo de vérios ciclos, da
poténcia do ultrassom e do tamanho das particulas.

Utilizando pequenas particulas (0.68 mm) sem ultrassom, o processo de
extracdo foi muito eficiente, sendo capaz de remover a maior parte dos fendlicos
presentes (81.4%) em um ciclo, e atingir recuperagao dos compostos quase completa
apos apenas trés ciclos (99.3%). Nenhum composto foi detectado no quinto ciclo.
Aplicando o ultrassom a pequenas particulas, foi necessario um ciclo a menos para
extrair todos os compostos. No primeiro ciclo, a recuperacéo foi de 88.1% e no
segundo ciclo foi de 99.7%. A extracdo com ultrassom foi mais rapida, no entanto,
POCF acumulado com ultrassom foi 9.9% menor quando comparado ao POCF sem

0 uso de ultrassom.

Usando particulas grandes (1.05 mm), o ultrassom teve um impacto
significativo na cinética de extragdo. Sem o auxilio do ultrassom, pequenas
quantidades de fendlicos foram extraidas no primeiro ciclo (47.2%). No ultimo ciclo,
ainda foi possivel extrair 3.8% dos fendlicos extraiveis. Aplicando o ultrassom a
particulas grandes, foi necessario um ciclo a menos para extrair todos os compostos.
No primeiro ciclo, a recuperacao foi de 70.0%, no segundo ciclo foi de 92.9%, e
nenhum dos compostos foi detectado no quinto ciclo. A extracdo com ultrassom foi
mais rapida, mas POCF acumulado em cinco ciclos com ultrassom foi o0 mesmo

quando comparado ao POCF sem o uso de ultrassom.

Para amostras de particulas grandes, as curvas de cinética de extracédo
indicam que a difusdo € um fator importante e que o ultrassom reduz o tempo de
extragao e diminui os problemas de entupimento. Os efeitos mecanicos ocasionados
pelo uso do ultrassom podem aumentar a difusao interna e por detritos, intensificando
a transferéncia de massa [88] e promovendo maior penetracao de solvente na matriz
da amostra [24]. O aumento de compostos fendlicos extraidos da casca de roma no
UAPLE pode estar relacionado apenas a turbuléncia associada ao fluxo acustico, ou
simplesmente associada a vibragées mecanicas.
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Tabela 8 - Rendimento de extracdo de compostos fendlicos de extratos da casca de

roma usando diferentes poténcia de ultrassom e tamanho de particula e cinco ciclos.

Rendimento de extragao (mg/g bs)

Ciclo a-pun B-pun EA-hex EA POCF*

1 13.30+1.09f 30.09+0.93f 0.94+0.02f 1.27 +£0.04% 53.83 + 1.66%

2 2.63+0.26tt 593+0.82t+ 0.17+0.02tf 0.21 £0.03t+ 10.27 £1.22t%

0.68 mm 3 0.45+0.10tf 0.92+0.17tf 0.00+0.00f 0.02+0.01tf 1.56+0.311F

oW 4 0.15+0.12tF 0.25+0.19tf 0.00+0.00f 0.00 £ 0.00% 0.45 +0.35t%
5 0.00 + 0.00% 0.00 + 0.00% 0.00 + 0.00% 0.00 +0.00 0.00 + 0.00%

Soma 16.53+1.56f 37.20+2.11tf 1.10x0.04f 1.50+0.08tff 66.12 +3.55t%

1 1280+1.07+ 2965+1.25t 0.95+0.04f 1.21£0.07% 53.02 + 1.56%

2 1.74+0.291f 4.08+0.60ff 0.12+0.03tf 0.10+0.01ff 6.99+1.12tF

0.68 mm 3 0.06 £+0.02tf 0.11+0.05tf 0.00+0.00f 0.00+0.00tff 0.17 £0.08t%
oo 4 0.00 + 0.00t 0.00 £ 0.00% 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00t
5 0.00 £ 0.00 0.00 £0.00 0.00 £ 0.00 0.00 +0.00 0.00 £ 0.00

Soma  14.60+1.38  33.84 +1.90% 1.06 £ 0.07 1.31 £ 0.081 60.18 + 2.761

1 6.34 £0.72tt 1441 £1.69tF 0.46+0.05tf 0.61+0.06tF 26.15+2.81t%

2 3.38 £ 0.34% 7.30+1.17 0.23 £ 0.03% 0.26 £ 0.06 13.29 £ 1.82%

1.05 mm 3 215+045tF 4631093t 0.13+0.03fF 0.14+0.05tf 8.26 +1.62t%

oW 4 1.50+0.10ff 3.19+0.39ff 0.08+0.01tf 0.07+0.02tf 5.64+0.61t%
5 0.62+0.26tf 1.18+0.43tf 0.02+0.02ff 0.00+0.00 2.12 +0.82f

Soma 13.98+1.87f 30.71*4.62f 0.93+0.14tf 1.09+0.18tf 55.45+7.70%

1 10.70 £ 1.061F 24.01+2.77tf 0.78+0.061f 0.92+0.15tF 43.79 +4.241%

2 3.49 £ 0.48% 8.09 + 1.34% 0.25+0.03t 0.31+0.07% 14.28 £+2.13%

1.05 mm 3 0.89+0.30tF 2.18+0.87tf 0.05+0.03tff 0.06+0.041f 3.66+1.33t%
Heow 4 0.29 + 0.26t 0.45 £ 0.38% 0.00 +0.00t+  0.00 £ 0.00t 0.80 + 0.70t
5 0.00 + 0.00t 0.00 + 0.00t 0.00 + 0.00t 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00t
Soma  15.37+2.10 34.72 £5.35 1.08 £ 0.13+ 1.35+0.27t 62.53 + 8.40

POCF: Soma de todos os compostos fendlicos extraidos da casca de roma; bs: amostra em base seca; t: indica
diferenga significativa entre as duas poténcias de ultrassom (0 e 480 W) em relagdo ao mesmo tamanho de
particula; f: indica diferenga significativa entre os dois tamanhos de particula (0.68 e 1.05 mm) em relagéo a
mesma poténcia de ultrassom.
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Figura 12 - POCF acumulado (mg/g bs) comparando o efeito do ultrassom, o tamanho das particulas e o nimero de ciclos.
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POCF: Soma de todos os compostos fendlicos extraidos da casca de rom@; bs: amostra em base seca; Total: corresponde a quantidade total de compostos fendlicos extraida
apds os cinco ciclos em cada condi¢ao de extragao estudada. As porcentagens descritas acima de cada barra mostram a relagéo entre as quantidades acumuladas de compostos
fendlicos extraidas nos ciclos e o total extraido ao final dos cinco ciclos de extracao.
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Comparando a soma dos compostos fendlicos extraidos apds cinco ciclos
entre os tamanhos de particula grande e pequena sem o uso de ultrassom, PCF e
POCF foram estatisticamente diferentes. A soma foi maior em todos os casos com
particulas pequenas. Em contraste, comparando a soma dos compostos fendlicos
extraidos ap6s cinco ciclos entre os tamanhos de particula grande e pequena com o
uso de ultrassom a 480 W, nao houve diferenca estatistica. O uso de ultrassom pode
ter compensado o efeito negativo do uso de particulas grandes no processo. Também
€ importante enfatizar que amostras pequenas causaram sérios problemas de
entupimento, exigindo que a extracado fosse interrompida e repetida varias vezes.
Neste contexto, o uso de amostras com particulas grandes € aconselhavel e, se
possivel, fazer uso do ultrassom, reduzindo o numero de ciclos de extracdo
necessarios para atingir rendimentos semelhantes de cinco a trés ciclos.

A maior eficiéncia do processo por ultrassom € atribuida a ruptura da célula
que leva a uma maior acessibilidade do solvente para as estruturas internas das
particulas. A Figura 13 mostra as imagens obtidas por microscopia eletrénica de
varredura da casca de roméa (1.05 mm de diametro de particula médio) apenas
desidratada; ap6s o processo de extracdo com PLE a 10 MPa e UAPLE a 10 MPa e
poder de ultrassom de 480 W, com ampliacao da imagem x500 (50 um) e x1000 (10
pum).

A correlagao entre os mecanismos fisicos de ultrassom e 0 aumento dos
rendimentos de extracdo ainda é um desafio cientifico. Tem sido sugerido que o
ultrassom afeta o processo de extracao através de uma combinacao de diferentes
mecanismos, incluindo erosdo, sonoporacao, forcas de cisalhamento, fragmentacao,
efeito capilar e detexturacdo, possivelmente de forma sequencial [27]. Estes efeitos
podem ser observados dependendo dos parametros de extragdo e da natureza da
matriz da planta.

Na Figura 13, é possivel notar a detexturacdo da estrutura da matéria-
prima apdés o tratamento com ultrassom, bem como evidéncias de forgas de
cisalhamento e erosdo que afetam a matriz da matéria-prima, incluindo trincas e
estruturas quebradas. Amostras submetidas ao ultrassom apresentam estruturas
mais fragmentadas e com conformagdes irregulares, quando comparadas as
matérias-primas em que o ultrassom ndo foi utilizado. Como pode ser visto, o
ultrassom teve um efeito significativo na matriz da amostra, modificando suas

caracteristicas fisicas. Por outro lado, o ultrassom aplicado em baixa pressao também
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pode promover um intenso efeito de mistura associado a propagacao de ondas
ultrassbnicas, o que pode acelerar a taxa de transferéncia de massa de analitos da
matriz da amostra para o solvente. No entanto, uma vez que a amostra € embalada
dentro de uma célula de extragédo e submetida a alta pressao, € improvavel que uma
mistura extensa esteja ocorrendo durante a UAPLE e, portanto, os efeitos fisicos

podem ser mais importantes do que a mistura.

Por fim, para acessar a repetibilidade do processo, cinco extracdes com
trés ciclos sequenciais foram realizadas em trés dias consecutivos. Os resultados
indicaram uma excelente repetibilidade, com variagdo média menor que 1% para

todos os compostos fendlicos presentes na amostra.



Figura 13 - Imagens obtidas por microscopia eletrdnica de varredura da casca de roma.

Desidratada
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4. CONCLUSOES

Os resultados sugerem que é possivel combinar duas técnicas de extracao
(PLE e UAE) para melhorar a extracao de compostos fendlicos de cascas de roma.
Os resultados indicaram que varios fatores, como solvente, temperatura, poténcia de
ultrassom, tamanho de particula e numero de ciclos e sua interagédo afetam o processo
de extracdo. Independentemente da temperatura, a agua foi o solvente de extracéao
que proporcionou o maior QPC e POCF, e a medida que o percentual de etanol
aumentou, os rendimentos de extracdo de compostos fendlicos diminuiram. As
temperaturas mais adequadas para a extracdo de POCF utilizando agua foram de 70
a 80 °C. Em geral, 100 °C n&o foi adequado para extracdo de PCF e POCF, uma vez
que os menores rendimentos de extracdo foram observados. O tamanho das
particulas foi um fator importante na determinacao do grau de influéncia da aplicacao
do ultrassom para auxiliar no processo de extracao.

A poténcia do ultrassom ndo teve efeito sobre a extracdo de PCF e POCF
de particulas pequenas. Em contraste, o efeito foi evidente e positivo aplicando-se
poténcias de 480 e 640 W em particulas grandes. E importante enfatizar que, embora
os rendimentos de extragdo mais elevados tenham sido observados usando particulas
pequenas, o entupimento das linhas do equipamento foi frequente e constantemente
0 processo de extracao foi abortado e repetido.

A extracao com ultrassom foi mais rapida (exigiu um ciclo a menos) para
ambos os tamanhos de particulas. No entanto, POCF acumulado com particulas
pequenas usando ultrassom foi menor do que sem ultrassom, e POCF acumulado
com particulas grandes usando ultrassom foi 0 mesmo que sem ultrassom. O uso de
ultrassom pode ter compensado o efeito negativo do uso de particulas grandes no
processo. A maior eficiéncia do processo por ultrassom é atribuida a ruptura da célula
que leva a uma maior acessibilidade do solvente para as estruturas internas das
particulas. Utilizando amostras grandes, as melhores condicdes de extracdo foram
obtidas com solvente de extracdo de &agua, temperatura de extracdo de 70 °C,
poténcia ultrassénica de 480 W e 3 ciclos, obtendo-se 61.72 + 7.70 mg/g bs.

O UAPLE demonstrou ser uma alternativa limpa, eficiente e verde para a
extracdo de compostos fendlicos de cascas de roma, pois permite a substituicdo de
um solvente organico por agua e reduz o tempo de extragdo utilizando uma

temperatura relativamente baixa e evitando problemas de entupimento. Sem duvida,



65

estes resultados sugerem um enorme potencial para separacdes de pequena escala,
como quando usadas como técnicas de preparacdao de amostras para a analise de
pequenas moléculas em produtos naturais ou em escala preparativa para a extragao
de varios miligramas de compostos alvo.

E possivel considerar a UAPLE em escala industrial, mas os processos
industriais de alta pressdao podem ser desafiadores e os principais fatores envolvidos
sé@o a quantidade de produto a ser extraido e seu prego de venda. Para superar as
limitagbes das sondas ultrassbnicas de pequeno volume, é possivel combinar varios
sistemas semi-continuos menores operando em sequéncia, permitindo uma saida
continua do produto e, portanto, reduzindo os custos envolvidos no processo. Essa
estratégia pode ser util especialmente no caso de processos que envolvam matérias-
primas de baixo custo, como residuos agroindustriais € pequenas quantidades de
produtos de alto valor agregado, como compostos bioativos que podem ser usados
como agentes terapéuticos. No entanto, cada processo deve ser estudado

individualmente para determinar a potencial aplicacédo do UAPLE em escala industrial.
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CAPITULO III

Avaliacao do efeito bioldgico de extratos aquosos e etandlicos em células
tumorais de monécitos humanos (THP-1)

1. INTRODUCAO

A roma é uma antiga planta nativa do Oriente Médio e alguns paises
asiaticos que foram utilizados na medicina herbal tradicional por muitas culturas [89].
Entre os anos de 2005 a 2015, 36 estudos mostraram que a roma, bem como seu
suco, extrato e bleo exercem propriedades anti-inflamatérias, antiproliferativa e
modulam multiplas vias sinalizagdo, sugerindo seu uso como um agente
quimiopreventivo e quimioterapico promissor [90].

Além disso, o suco de roma ja foi descrito para conter também
proantocianidinas, antocianinas (glicésidos de delfinidina, peonidina e cianidina) e
glicosideos de flavondides, que também apresentaram alguns efeitos antiproliferativos
[66][91][92]. O suco de roma também foi mais potente que os compostos fendlicos
isolados, sugerindo um efeito sinérgico ou aditivo dos outros fitoquimicos presentes
no suco de roma [92], como observado neste estudo. Esses estudos reforcam
coletivamente a hip6tese de que todo o complexo de produtos de roma possui maior
potencial de atividade antiproliferativa e propanopatica contra células cancerosas do
que seus principais compostos ativos.

A casca de roma é uma fonte natural que mostrou retardar a proliferacao
de células em varias linhas celulares de cancer humano sem causar toxicidade [93].
A caracteristica de um agente terapéutico anticancerigeno promissor é a capacidade
de qualguer composto quimioterapéutico inibir seletivamente a proliferacao de células
malignas, mas nao normais [94]. As células tumorais geralmente perdem a
capacidade de controlar a divisdo celular, passando pelos pontos de controle do ciclo
celular e resultando em um estado de proliferacao descontrolada [95].

Muitos compostos utilizados para a quimioterapia sao baseados na
capacidade desses compostos para retardar a progressao do ciclo celular, através de
uma prisao do ciclo celular, resultando em comprometimento da taxa de proliferacéo
celular e, consequentemente, diminui o crescimento tumoral [96]. Os efeitos de

citotoxicidade dos agentes quimioterapéuticos e a resisténcia ao farmaco em cancer
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ainda sdo um desafio [60]. A este respeito, muitos estudos foram realizados para
incluir compostos naturais em estratégias terapéuticas [97][98][99].

Devido a polaridade dos compostos fendlicos presentes na casca de roma,
0s solventes mais usados nas extragdes sdo a agua ou suas misturas hidroalcodlicas
[100][101][102]. O solvente escolhido para a extragéo determinara o perfil quimico final
do extrato, de modo que as concentragdes relativa e absoluta dos compostos
derivados também afetardo significativamente sua bioatividade [1]. Para o &cido
elagico, o uso de um solvente moderadamente polar, como o metanol ou o etanol,
deve aumentar a eficiéncia de extracdo e sua concentracdo no extrato final. No
entanto, o uso de um solvente altamente polar, como a agua, deve reduzir a eficiéncia
de extracdo do acido elagico e consequentemente sua concentracao final. Essas
tendéncias também se mantém para outros componentes das cascas de romé que
s&0 mais soluveis ou menos solluveis dependendo do solvente de extragéo.

Em relagcdo a acao do extrato da casca de roma em células THP-1, a
punicalagina foi identificada como componente ativo que pode atenuar em nivel
celular a inflamacgao induzida por particulas em suspensao presentes no ar poluido,
ou seja, os efeitos protetores da punicalagina diminuiram o estresse oxidativo e as
respostas inflamatérias induzidas pela poeira nociva no ar. Nao sé a punicalagina
oferece efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios por conta prépria, mas seus
metabdlitos podem fornecer efeitos similares no corpo [55]. Considerando a
importancia do solvente de extragdo na composicao do extrato e potencialmente sua
influéncia na atividade biol6gica, o objetivo deste trabalho foi acessar a bioatividade
de diferentes extratos de cascas de roma contra células leucémicas de THP-1 e

determinar sua relagdo com a perfil quimico.
2. MATERIAIS E METODOS

Meio de cultura RPMI-1640, L-Glutamina (200 mM),
Penicilina/Estreptomicina (10.000 U/mL and 10.000 ug/mL, respectivamente), Soro
Fetal Bovino (SFB) e iodeto de propideo (1 mg/mL) foram adquiridos da Thermo Fisher
Scientific (Carlsbad, CA, EUA). Triton X-100, NaCl, KCI, Na2HPO47H20, KH2PO4
foram adquiridos da Amresco (Solon, OH, EUA). RNAse foi adquirida da Sigma Aldrich
(St. Louis, MO, EUA). A linhagem celular de mondcitos humanos (THP-1), derivada
de um paciente com leucemia monocitica aguda, foi adquirida no laboratoério do Prof.
Dr. Rui Curi (ICB-USP).
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2.1. Cultura de células

As células foram cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado com 10%
de SFB, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina

em atmosfera umidificada com 5% de CO2 a 37 °C .
2.2. Tratamento das células

As células THP-1 foram semeadas a uma densidade de 3x10° células por
poco em placas de 24 pogos e crescidas durante 24 horas em meio de cultura regular.
As células foram tratadas com um volume fixo de 18 uL de cada extrato Agua [A],
EtOH 30% [B], EtOH 50% [C] e EtOH 70% [D], adicionado em 1 mL de meio de cultura
regular durante 48 horas. Cada amostra foi diluida nos solventes especificos
utilizando, por exemplo [extrato A]: 9 uL de A + 9 pL de agua, para ajustar o volume
de tratamento em 18 pL. O volume fixo de 18 uL foi definido para evitar que a
concentragédo final de etanol no pogo ultrapassasse 1.25%. Apds o periodo de
tratamento, foram coletados 400 uL de suspensao celular e o perfil do ciclo celular foi

analisado por citometria de fluxo.
2.3. Analise do DNA fragmentado e ciclo celular por citometria

A distribuicao do ciclo celular e a porcentagem de DNA fragmentado foram
avaliadas medindo o conteudo de DNA por citometria de fluxo, seguindo o protocolo
de marcacao com iodeto de propidio. Apds o periodo de tratamento, as células foram
colhidas e lavadas com solucao salina tamponada de fosfato. As células foram fixadas
com etanol frio (70%) no banho de gelo durante 30 minutos e depois coradas com 20
pg/mL de iodeto de propidio diluido em SFB contendo 10 pg/mL de RNAse A e 0.1%
de Triton X-100 a temperatura ambiente por 30 minutos no escuro. Em seguida, as
células coradas foram analisadas no citbmetro de fluxo BD Accuri™ C6 (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA), utilizou-se FL-2A para avaliar o conteido de DNA
das células e 10.000 eventos foram registrados por amostra. Cada experimento foi
realizado em triplicata, e trés repeti¢cdes bioldgicas independentes foram analisadas

para realizar as analises estatisticas.
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2.4. Extracoes por UAPLE

As extracdes UAPLE de compostos fendlicos presentes na casca de roma
foram realizadas no sistema de extracdo EXTRACT-US de acordo com o descrito na
secao 2.2 do Capitulo Il deste projeto. Foi utilizado um grama de matéria-prima,
poténcia de ultrassom a 400 W, frequéncia a 19 kHz, fluxo a 3 mL/min, pressdo em
100 bar, temperatura a 70 °C e solventes de extracao A, B, C e D.

2.5. Analise estatistica

Foram realizados trés experimentos independentes com células de
diferentes lotes. Todos os valores foram expressos como média + desvio padrao.
Diferentes tratamentos foram comparados por One-Way ANOVA seguido de teste
post-hoc Tukey. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software
SigmaStat versao 3.5 para Windows (Systat Software, Inc., Point Richmond, CA). As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando as
probabilidades eram menores que 0.05 (p<0.05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. O perfil dos compostos fendlicos extraidos foi significativamente
influenciado pelo uso de diferentes solventes

De acordo com a Tabela 9, notou-se que alguns compostos ndo estavam
presentes em todos os extratos e diferencas significativas foram observadas na
concentracao daqueles que estavam presentes. Os picos nao detectados foram: 7,
10, 15, 16 e 20 (extrato A); 4, 5, 6, 15, 16 e 20 (extrato B); 3, 5, 7 e 12 (extrato C); 1,
2,3,5,6,7,10,12, 15 e 16 (extrato D). A principal diferenga entre os extratos foi a
concentracao relativa dos compostos extraidos. As concentracbes mais altas de a-
pun e B-pun foram obervadas no extrato A. As concentracdes mais altas de AE-hex e
AE foram observadas nos extratos B e C.

Ao considerar apenas a somatdria total da concentragéo de a-pun, B-pun,
AE-hex e AE (Principais Compostos Fendlicos, PCF), a agua foi o solvente que
proporcionou o0 maior rendimento de extracao (1920.02 £ 69.76 mg/L). Em contraste,
ao considerar todos os compostos fendlicos detectados, etanol 30% foi capaz de
extrair a maior quantidade de compostos fenédlicos, POCF, (2581.50 £ 129.67 mg/L)
como mostrado na Tabela 9. Quanto maior a polaridade do solvente de extracao,



71

maior a concentracdo de punicalagina e derivados nos extratos. As maiores
concentracdes de AE foram observadas nos extratos B e C (93.01 £ 0.61 e 91.10 £

0.20 mg/L, respectivamente), e menor no extrato aquoso (66.38 £ 0.21 mg/L).

3.2. Diferentes tratamentos com extratos de roma alteram a

progressao do ciclo celular de células THP-1

As células THP-1 foram tratadas com os extratos obtidos durante 48 horas
e a distribuicdo do ciclo celular foi avaliada apds a coloracdo com iodeto de propidio
(PI). Posteriormente, as células foram analisadas por citometria de fluxo usando o
protocolo para rotular o DNA com iodeto de propidio e foram avaliados os efeitos
bioldgicos na progressdo do ciclo celular das células leucémicas. A escolha do
solvente de extracdo é critica e determina o perfil quimico do extrato, como as
concentracdes absolutas e relativas dos compostos extraidos. Nossos resultados
sugerem que, na gama de solventes testados (dgua e misturas com etanol), que sé&o
bastante polares, a principal diferenca no extrato esta relacionada a concentracao dos
principais compostos extraidos.

Foi observado que os extratos da casca de roma induziram o encerramento
do ciclo celular. Este resultado pode ser relacionado com a quantidade de PCF em
cada extrato. As punicalaginas estao presentes em maior concentragdo no extrato
produzido com o solvente A do que o extrato produzido com o solvente D. Para
verificar se esta diferenca da concentragao de punicalagina resultaria em diferencas
no ciclo celular, foram comparados os efeitos do tratamento usando ambos os
extratos.

Ao considerar o uso de extratos produzidos com diferentes solventes para
o tratamento de células, o solvente geralmente desempenha um papel significativo no
ciclo celular, podendo ser toxico para a célula. ldealmente, portanto, ao avaliar as
propriedades funcionais dos extratos vegetais, 0 mesmo solvente deve ser usado
como controle. Por conseguinte, as células THP-1 de monécitos leucémicos foram
tratadas utilizando o mesmo volume de todos os extratos e o volume de tratamento foi
definido com base na concentragdo de etanol no poco da placa, que nao poderia
exceder 1.25%. Os testes de toxicidade do etanol em células THP-1 mostraram que
esta concentracdo de 1.25% nao causou alteracées na progressao do ciclo celular,
mesmo na porcentagem de DNA fragmentados. Este achado indica que o extrato
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aquoso nos permite usar uma maior quantidade de extrato no tratamento de células,

sem causar qualquer toxicidade influenciada pelo solvente.

Tabela 9 - Concentragcdo (mg/L) dos compostos detectados por HPLC em extratos

obtidos a partir da casca de roma usando diferentes solventes.

Concentracao (mg/L)

Composto Agua EtOH 30% EtOH 50% EtOH 70%
a-pun 562.26 + 47.14A 477.37 + 26.41B 318.67 + 31.90°¢ 259.09 + 19.71¢
B-pun 1251.13 £ 22.21A  1112.63 + 54.898 634.87 + 37.36° 506.55 + 4.68P

AE-hex 40.25 +0.208 49.68 +0.18A 48.49 + 0.367 36.25 + 1.57¢
AE 66.38 +0.21C 93.01 +0.61A 91.10 £ 0.20%8 88.87 +2.908
PCF 1920.02 + 69.76A  1732.69 £ 82.098  1093.13 +69.82¢  890.76 + 28.86°

POCF 2283.94 +80.438 2581.50 + 129.67~A 1571.78 + 101.87¢ 1095.13 + 42.54P

*PCF: soma dos quatro compostos principais (a-pun, B-pun, AE-hex e AE); POCF: Soma de todos os compostos
fendlicos extraidos da casca de roma; MPOCF: Média de POCF de todas as temperaturas no mesmo solvente;
Resultados expressos como média + desvio padrdo (DP); Resultados com letras iguais indicam que ndo ha
diferenca significativa entre as concentragdes dos compostos estudados, a 5% de significancia, de acordo com o
teste de Tukey.

A Figura 14 apresenta o ciclo celular das células apés 48 horas de
tratamento A-1 (18 uL de agua); tratamento A-1l (18 uL de extrato A); tratamento A-IlI
(9 yL de extrato A + 9 pL de agua); D-1 (18 pL de etanol 70%); tratamento D-II (18 pL
de extrato D); tratamento D-Ill (9 yL de extrato D + 9 uL de etanol 70%). Os dados séo
representativos de trés experiéncias independentes.
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Figura 14 - Ciclo celular ap6s tratamento com extratos A e D.
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Resultados marcados com o asterisco indicam que ha diferenga significativa entre as proporgdes de células na fase S, a 5% de significancia, de acordo com o teste de Tukey.
M1: representa a quantidade de células com o DNA fragmentado; M2: representa a quantidade de células na fase G1; M3: representa a quantidade de células na fase S; M4:
representa a quantidade de células na fase G2.
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Verificou-se que a porcentagem de células presentes na fase S do ciclo
celular (que controla a duplicacdo do DNA), variou conforme os tratamentos. O
tratamento A-ll teve um aumento significativo na porcentagem de células na fase S
quando comparado ao tratamento A-l, de 38.28%. Este efeito corrobora estudos sobre
o tratamento de células leucémicas com suco de roma [57][58]. Além disso, outros
estudos observaram aumento da porcentagem de células em outras fases do ciclo
celular, como em G2/M, ao usar extrato da casca de roma obtido por outro método de
extracdo e usando uma linha celular diferente (K562) [56]. A fase S é um dos alvos de
varios farmacos anticancerosos para reduzir a proliferacao de células tumorais, como
metotrexato, pralatrexato, 7-hidroxistaurosporina (UCN-01), etoposido e muitos outros
[103][104][105]. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas na
fase S entre os tratamentos A-1 e A-lIl.

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas na
porcentagem de células na fase S entre os tratamentos D-I, D-1l e D-lll, o que pode
estar relacionado com a baixa quantidade de compostos fendlicos totais presentes no
extrato (1095.13 +42.54 mg/L) e também pela baixa quantidade de punicalaginas alfa
e beta (259.09 + 19.71 e 506.55 + 4.68 mg/L, respectivamente), pois as punicalaginas
sao os compostos fendlicos da roma mais responsaveis por alterar o ciclo celular [58].

3.3. Os tratamentos com extratos de roma aumento a porcentagem de
células THP-1 com DNA fragmentado

Observou-se o aumento significativo de células com DNA fragmentado
quando as células foram tratadas com todos os extratos durante 48 horas. Em todos
os quadrantes da Figura 15, a primeira barra representa as células tratadas com a 18
ML do solventes de extracdo especifico (amostra controle); a segunda barra
representa as células tratadas com 18 pL do extrato especifico (A, B, C ou D); e a
terceira barra representa as células tratadas com 9 L do extrato especifico (A, B, C
ou D) e mais 9 L do solventes de extragao especifico.

O maior aumento foi observado quando o extrato B (30% de etanol) foi
utilizado. O tratamento com o extrato B aumentou cerca de 6.5 vezes a porcentagem
de células com DNA fragmentado, em comparacdo com amostras de controle. Nos
demais tratamentos, o aumento foi de quase 5 vezes. Esse resultado pode estar
relacionado com a maior quantidade de POCF presentes nos extratos, sendo que no
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extrato B observou-se a maior quantidade deles (2581.50 £ 9.95 mg/L). Os resultados
também sugerem que a porcentagem de compostos fragmentados esteja relacionada
com outros compostos fendlicos presentes na casca de roma, que ndo foram
identificados ou quantificados nesse projeto.

O aumento de células com DNA fragmentado indica inducédo de apoptose
(morte celular de resposta precoce), sendo um marcador util para prever a resposta
tumoral ao tratamento anticancerigeno [106]. Um estudo realizado com duas linhas
celulares de linfoma de Burkitt humano, Raji e P3HR-1, mostrou que o extrato aquoso
da casca de roma resultou na fragmentacao apoptética do DNA e na supressao do
crescimento [93]. Assim, nossos dados revelaram que 0 aumento da porcentagem de
células com DNA fragmentado pode estar relacionado a concentragdo de compostos
fendlicos totais presentes nos extratos da casca de roma e também a outros

compostos.

Figura 15 - Porcentagem de DNA fragmentado apds tratamento com os extratos

7_ *
7A

< o — 6
Z 5. =
a Z 5.
g r
&% < o
=) =

) —
& 21 EJZ_ e

14 1

0- 0-

0 100 50 0 100 50
Extrato A (%) Extrato B (%)

71 71

6 6
= * < i
Z 5 1 Z. 54
a a
3 44 S 4
g =
g 3- g 34
EJ 2- 5’ 2
- -
= =

14 14

0- 0-

0 100 50 0 100 50
Extrato C (%) Extrato D (%)

Resultados marcados com o asterisco indicam que ha diferenga significativa entre as propor¢des de fragmentos
de DNA, a 5% de significancia, de acordo com o teste de Tukey.
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4. CONCLUSOES

A quantidade e a composicdo dos compostos fendlicos obtidos foram
significativamente influenciadas pelo uso de diferentes solventes, bem como a
resposta biologica. Os resultados sugerem que a presencga dos quatro compostos
fendlicos predominantes (a-pun, B-pun, AE-hex e AE), induzem os efeitos de parada
do ciclo celular. As punicalaginas estavam presentes principalmente no extrato
aquoso e podem ser as principais responsaveis pelo acimulo de células na fase S. O
aumento na porcentagem de células com DNA fragmentado foi relacionado a
concentragao de POCF presentes no extrato da casca de roma. Embora este trabalho
tenha sido realizado usando cultura celular, experiéncias in vitro podem ser uma
valiosa ferramenta de triagem para estudos futuros em animais e humanos, avaliando

0 uso da casca de roma no tratamento e/ou prevencgao de leucemias.
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CONCLUSOES GERAIS

No Capitulo |, todas as variaveis em estudo (temperatura, frequéncia de
ultrassom e modo de operacao) tiveram efeito significativo na extracao de compostos
fendlicos (a-pun, B-pun e AE) da casca de roma, bem como sobre FT e Xono processo
de extracdo UAE. Temperaturas em torno de 50 e 70 °C, frequéncia de 37 kHz e
modos de operacdo normal e pulsos, foram as condi¢des que forneceram os melhores
rendimentos de compostos fendlicos. Altos valores nos rendimentos dos compostos
fendlicos, fendlicos totais e rendimento global de extrato foram obtidos em muitas
condi¢des estudadas, por exemplo a 60 °C, 37 kHz e modo continuo, foram obtidos
43.20 + 0.50 mg de compostos fendlicos/g de amostra seca (bs), 154.34 £ 16.21 mg
de equivalentes de acido gélico (EAG)/g bs de FT (fendlicos totais) e rendimento global
de extrato de 59%. Para a extracdo de compostos fendlicos da casca de roma em
UAE, sugere-se o0 uso de frequéncia de 37 kHz ao invés de 80 kHz, pois a for¢a de
imploséao e cisalhamento das bolhas no processo de extracdo podem ser maiores,
resultando em temperaturas e pressdes mais altas na zona de cavitacdo. Na maioria
dos casos estudados os resultados obtidos com o uso do modo de operacao sweep
nao foi adequado (ao invés do uso dos modos pulsos e continuo), possivelmente
devido ao efeito negativo da cavitagdo e da dinamica da bolha. Os resultados
indicaram que a extracao a baixa pressao e com ultrassom (UAE) utilizando solvente
etanol 70% (v:v) é uma técnica adequada e segura para a recuperacao de compostos
fendlicos da casca de roma.

No Capitulo Il, observou-se que é possivel combinar duas técnicas de
extracao (PLE e UAE) e que os fatores: solvente, temperatura, poténcia de ultrassom,
tamanho de particula, nimero de ciclos e interacdo entre tais fatores afetam o
processo de extragdo no processo de extracdo UAPLE. O solvente de extracao agua
e temperaturas de 70 a 80 °C proporcionaram maior POCF. A poténcia do ultrassom
nao teve efeito sobre a extragdo de PCF e POCF usando particulas pequenas. Em
contraste, o efeito foi evidente e positivo ao aplicar poténcias de 480 e 640 W em
particulas grandes. Utilizando particulas grandes, as melhores condi¢cdes de extracao
foram obtidas com solvente de extracdo agua, temperatura de extragédo a 70 °C,
poténcia ultrassbénica de 480 W e 3 ciclos, obtendo-se 61.72 £ 7.70 mg/g bs. UAPLE
demonstrou ser uma alternativa limpa, eficiente e verde para a extracao de compostos

fendlicos de cascas de roma, pois permite a substituicdo de solventes organicos por
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agua e reduz o tempo de extracdo utilizando temperaturas relativamente baixas e
evitando problemas de entupimento.

No Capitulo Ill, ao considerar a somatoria total da concentragao de a-pun,
B-pun, AE-hex e AE, a 4gua foi o solvente que proporcionou 0 maior rendimento de
extracdo (1920.02 = 69.76 mg/L). Em contraste, ao considerar todos 0s compostos
fendlicos detectados, etanol 30% foi capaz de extrair a maior quantidade de
compostos fendlicos, POCF, (2581.50 + 129.67 mg/L). Foi observado que os extratos
da casca de roma induziram o encerramento do ciclo celular. Este resultado pode ser
relacionado com as concentracées de PCF e POCF de cada extrato. Observou-se o
aumento significativo de células com DNA fragmentado em 48 horas, comparado com
24 horas. O tratamento com o extrato produzido com o solvente etanol 30% aumentou
cerca de 6.5 vezes a porcentagem de células com DNA fragmentado, em comparagéo
com amostras controle. O aumento da porcentagem de células com DNA fragmentado
pode estar relacionado a concentracdo de compostos fendlicos totais presentes nos

extratos da casca de roma e também a outros compostos.
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