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RESUMO 

Esta tese está dividida em três capítulos. No primeiro capítulo, foram avaliados os efeitos da 

temperatura (40 a 70 °C), frequência (37 e 80 kHz), modo de operação do ultrassom (normal, 

pulsos e sweep) assim como o efeito da interação entre tais fatores na recuperação dos 

compostos fenólicos presentes na casca da romã (Punica granatum L.) durante a Extração 

Assistida por Ultrassom (UAE). No segundo capítulo, foi avaliada a possibilidade de extrair 

compostos fenólicos combinando as técnicas UAE e Extração com Líquido Pressurizado 

(PLE), resultando na técnica Extração com Líquido Pressurizado Assistida por Ultrassom 

(UAPLE). Foi avaliada a influência do solvente (água pura [A], etanol + água 30% [B], 50% 

[C] e 70% [D] v:v); da temperatura (50 a 100 °C); da potência do ultrassom (0 a 800 W no 

gerador); do tamanho médio da partícula (0.68 e 1.05 mm) e do número de ciclos (1 a 5) no 

rendimento de 20 compostos fenólicos presentes nos extratos obtidos das cascas de romã 

por UAPLE. No terceiro capítulo, foi avaliada a bioatividade dos extratos A, B, C e D 

produzidos por UAPLE em células leucêmicas THP-1. Na UAE, temperaturas em torno de 50 

e 70 °C, frequência de 37 kHz e modos de operação normal e pulsos, foram as condições que 

forneceram os melhores rendimentos de compostos fenólicos. A 60 °C, 37 kHz e modo 

contínuo, foram obtidos 43.20 ± 0.50 mg de compostos fenólicos/g de amostra seca (bs), 

154.34 ± 16.21 mg de equivalentes de ácido gálico (EAG)/g bs de FT (fenólicos totais) e 

rendimento global de extrato de 59%. Na UAPLE, os melhores resultados foram obtidos com 

o solvente de extração água, temperaturas entre 70 e 80 °C e potência do ultrassom 

intermediária de 480 a 640 W. A extração com ultrassom foi um ciclo mais rápido, tanto com 

partículas pequenas (0.68 mm) quanto com partículas grandes (1.05 mm). Utilizando 

partículas grandes, as melhores condições de extração foram obtidas com solvente de 

extração água, temperatura de 70 °C, potência do ultrassom a 480 W e três ciclos, resultando 

em 61.72 ± 7.70 mg de compostos fenólicos/g bs. Problemas de obstrução observados com 

partículas pequenas foram evitados com o uso de partículas grandes, que combinadas com 

ultrassom, permitiram operação consistente com boa reprodutibilidade interdia (>95%). 

UAPLE demonstrou ser uma alternativa limpa, eficiente e verde para a extração de compostos 

fenólicos das cascas de romã. Os resultados do terceiro capítulo mostram que os extratos da 

casca de romã têm grande potencial terapêutico e que a escolha do solvente determina os 

efeitos no ciclo celular e na apoptose das células leucêmicas THP-1. 

 

 Palavras-chave: Romã, Compostos Fenólicos, Extração com Líquidos Pressurizados, 

Ultrassom, Replicação 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 particle 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 particles (1.05 mm). Using large particles, 

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. INTRODUÇÃO GERAL 

Entre os compostos bioativos de produtos naturais, os compostos fenólicos 

são uma das classes mais estudadas devido à sua associação com vários efeitos 

positivos sobre a prevenção da saúde e doenças. Eles são encontrados em altas 

concentrações em várias frutas, como maçãs, uvas e romã [1]. As cascas de romã 

são uma fonte interessante de compostos fenólicos, uma vez que representam 38% 

do peso total do fruto [2] e contêm mais compostos fenólicos que as sementes de 

romã e a polpa, mostrando potencial para ser explorado como ingrediente funcional 

[3]. Vários compostos fenólicos, incluindo antocianinas, taninos hidrolisáveis e ácidos 

hidroxibenzoicos foram identificados em cascas de romã, onde os elagitaninos são a 

classe fenólica predominante e a punicalagina (HHDP-gallagyl-hexoside) é o principal 

composto presente [4]. Estudos demonstraram que as cascas de romã possuem 

propriedades anti-inflamatórias [5], podem ser utilizadas no tratamento de doenças 

como o câncer [6], diabetes tipo 2 [7] e doenças cardiovasculares [8][9]. 

No entanto, para poder utilizar os compostos fenólicos como agentes 

terapêuticos ou para analisar as concentrações em alimentos, é necessário removê-

los da matriz de matéria-prima/amostra, através de diferentes técnicas e condições. 

Existe grande interesse no desenvolvimento de métodos de extração que sejam mais 

rápidos que os métodos convencionais atualmente conhecidos, mais baratos, 

ecológicos e que minimizem a degradação dos compostos alvo. Existem várias 

técnicas sendo estudadas que melhorem a extração de compostos bioativos de 

produtos naturais, entre elas, extração com líquidos pressurizados (PLE), extração 

assistida por ultrassom (UAE) e extração de fluido supercrítico (SFE) [1]. 

PLE é uma técnica de extração em que a temperatura e a pressão são 

usadas para acelerar a extração de compostos de amostras sólidas e semissólidas. A 

pressão 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 pressões 

elevadas, permite a extração líquida a temperaturas acima do ponto de ebulição do 

solvente à pressão atmosférica, melhorando assim a solubilidade do analito e sua 

dessorção da matriz. Além disso, a temperatura pode modificar drasticamente a 

permissividade relativa do fluido de extração, aumentando sua seletividade [11]. As 

técnicas de solventes pressurizados também oferecem a vantagem de especificidade 

e velocidade de molécula de alvo melhorada devido às propriedades físico-químicas 
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do solvente, incluindo densidade, difusividade, viscosidade e constante dielétrica, que 

podem ser afetadas pela pressão e temperatura do sistema de extração [12].  

PLE foi utilizada com sucesso para a extração de diferentes classes de 

fenólicos das amostras mais diversas, incluindo juçara [13], mirtilo [14], grãos de arroz 

[15] e folhas de bambu negro [16]. Também foi usada para a extração de fenólicos da 

casca de batata [17], romã [18][19], amora [20] e jaboticaba [21]. Em geral, PLE 

fornece excelentes resultados para a extração de fenólicos presentes em fontes 

vegetais. 

Outra técnica de extração, UAE, é baseada na formação de ondas 

ultrassônicas longitudinais capazes de causar o fenômeno da cavitação devido à 

formação de regiões de expansão e compressão. O acúmulo de energia devido aos 

ciclos de compressão e expansão causa o colapso das bolhas de gás e a onda de 

choque resultante passa através do solvente, exercendo um efeito mecânico que 

facilita sua penetração e afeta as paredes celulares da matriz, resultando na liberação 

de grandes quantidades de conteúdo intracelular ao meio de extração [1][22]. Existem 

estudos que relacionam UAE com a extração de compostos fenólicos da casca de 

romã [23], soja [24], mirtilo [25] e amora [26]. A maioria dos estudos afirma que UAE 

foi capaz de acelerar a extração de compostos fenólicos das amostras, quando 

comparada com técnicas convencionais.  

PLE e UAE são alternativas às técnicas convencionais e podem aumentar 

a eficiência da extração, contribuindo para a preservação ambiental, reduzindo o uso 

de solventes orgânicos ou substituindo-os por solventes “verdes”, como a água. Essas 

técnicas inovadoras também são consideradas técnicas de extração “verdes” porque 

podem reduzir a energia consumida no processo, gerando menores impactos 

ambientais [27]. 

Além disso, uma característica interessante da UAE é a possibilidade de 

combiná-la com outras técnicas, como micro-ondas, extração por fase sólida e SFE 

[28]. Estudos sugerem um efeito positivo da combinação de UAE com SFE em termos 

de seletividade e rendimento nas extrações de compostos antioxidantes da amora [22] 

e capsaicina de pimenta [29]. Tais efeitos podem estar relacionados com o aumento 

da transferência de massa causada pela aplicação de ultrassom em um meio 

supercrítico. 

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

SFE e, devido às semelhanças técnicas entre SFE e PLE em termos de 
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equipamentos, é possível assumir que a combinação de UAE e PLE é possível e com 

grande potencial para ser explorada, mesmo que em processos de pequena escala, 

como na preparação de amostras para a análise de compostos bioativos em produtos 

naturais e em separações de escala semipreparativa. Com o desenvolvimento 

crescente de equipamentos, é viável considerar oportunidades comerciais com base 

na extração de compostos bioativos em escala industrial, com ganhos econômicos 

valiosos [30].  

Apesar do grande potencial, não existem aplicações de ultrassom 

combinadas com PLE na literatura científica até o momento. Portanto, é necessário 

estudar como as variáveis de processo (temperatura, solvente, potência de ultrassom, 

pressão, tamanho de partícula, tempo) interagem e afetam a extração de compostos 

bioativos em produtos naturais. Portanto, este trabalho avaliou a possibilidade de 

combinar duas técnicas de extração (UAE + PLE = UAPLE) para melhorar o 

rendimento da extração de compostos fenólicos da casca de romã, verificando a 

influência de variáveis importantes no processo. 

1.1. Compostos funcionais e romã  

Os alimentos contêm macro e micronutrientes necessários para o 

funcionamento do organismo humano, como também outros tipos de compostos que 

são benéficos ao funcionamento fisiológico do organismo, especialmente os presentes 

nos alimentos de origem vegetal, que são denominados compostos funcionais [31]. 

Os ingredientes funcionais foram definidos como um grupo de compostos que 

apresentam benefícios à saúde, tais como as alicinas presentes no alho, os 

carotenoides e flavonoides encontrados em frutas e vegetais, os glucosinolatos 

encontrados nos vegetais crucíferos os ácidos graxos poli-insaturados presentes em 

óleos vegetais [32]. 

Considerando as diferentes partes da romã Punica granatum L. mostradas 

na Figura 1 (casca, membrana carpelar, arilo e semente), a casca se destaca quanto 

à atividade antioxidante e a quantidade de compostos fenólicos em relação à polpa 

do fruto, demonstrando seu potencial a ser explorado como ingrediente funcional [3].  
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 Figura 1 - Partes do fruto da romã. 

 

Os compostos fenólicos principais presentes na casca de romã são: 

punicalagina (classe de elagitaninos), ácido elágico e derivados da punicalagina e do 

ácido elágico (Figura 2) [4]. Neste contexto, é importante que alternativas 

tecnológicas sejam desenvolvidas com o intuito de viabilizar a utilização da casca de 

romã, por ter um grande valor biológico. 

 As punicalaginas são os principais compostos com atividade antioxidante 

presente na romã, com uma atividade entre cinco e dez vezes superior à do ácido 

elágico, e são encontradas em maior quantidade na casca [33]. Existem diversas 

evidências que apontam o potencial das punicalaginas e dos compostos relacionados 

para a prevenção de diversas doenças, como câncer e doenças cardiovasculares 

[34][35]. Estes compostos são solúveis em água e apresentam uma alta absorção no 

trato gastrointestinal (>95%). Outra característica importante destes compostos é sua 

baixa toxicidade, o que garante seu uso de forma segura. As punicalaginas, por 

exemplo, não apresentam efeitos tóxicos em ratos quando alimentos com quantidades 

superiores a 6% durante 37 dias [36].  
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Figura 2 - Estrutura química dos principais compostos presentes na casca de romã. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Punicalagina C48H28                        Ácido elágico C14H608 
(ME 1084.7 Da)                                   (ME 302.2 Da) 

 

O ácido elágico (C14H6O8) é um dímero derivado do ácido gálico [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 ácido elágico exibe 

potentes propriedades anticancerígenas e antioxidantes, como a indução de parada e 

apoptose do ciclo celular [37]. 

1.2. Câncer 

Com o aumento da incidência mundial do câncer, grandes esforços têm 

sido realizados na busca da cura ou controle desta enfermidade. As particularidades 

biológicas inerentes a cada tipo de tumor, assim como a resistência aos 

quimioterápicos é o que impulsiona a pesquisa de novos constituintes químicos 

potencialmente ativos contra as células tumorais [38]. Pesquisas envolvendo produtos 

naturais vêm sendo realizadas na busca de terapias adjuvantes alternativas aos 

quimioterápicos sintéticos. Muitos trabalhos recentes têm demonstrado que extratos 

de romã apresentam importante atividade antitumoral [39][40][41][42][43][44].   

O câncer é uma enfermidade multifatorial estando incorporada ao 

ambiente, por meio de fatores físicos, químicos e biológicos além de fatores genéticos 

que desempenham um papel direto ou indireto na indução e agravamento da doença. 

Evidências epidemiológicas mostram que uma dieta rica em antioxidantes reduz 

significativamente o risco de muitos cânceres, sugerindo que certos dietéticos 

antioxidantes podem ser agentes eficazes na prevenção, incidência e mortalidade por 
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câncer [45]. Tais agentes presentes na dieta são grupos formados por compostos 

muito promissores devido à segurança, baixa toxicidade e aceitação geral. 

Consequentemente a identificação e desenvolvimento destes agentes tornou-se uma 

importante área de pesquisa sobre o câncer experimental [46]. 

O crescimento celular está relacionado com a fusão ou divisão de duas 

células. Tal processo ocorre de forma ordenada e organizada. O processo de iniciação 

do ciclo celular ocorre por meio de replicação, envolvendo anteriormente um período 

de crescimento celular seguido pela divisão, caracterizando dessa forma o ciclo 

celular. O ciclo de uma célula não tumoral (Figura 3) é dividido didaticamente em 

etapas compreendendo a interfase com as fases G0, G1, S e G2 e a mitose 

denominada de fase M [47].  

Em G0, a estrutura de DNA encontra-se enovelada e não apta para 

replicação celular. Em G1, as células são estimuladas a se multiplicar. No estágio S, 

ocorre a síntese de DNA. Em G2, ocorre a síntese de RNA e de proteínas, dando 

continuidade do ciclo celular seguido pelo estágio M (mitose), que corresponde à 

divisão celular propriamente dita [48]. 

Figura 3 - Etapas do ciclo celular. 

 

Cada fase do ciclo possui os chamados checkpoints (pontos de checagem), 

que podem parar a progressão do ciclo celular e a ativação 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 

não seja reparado [50].  
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Os checkpoints operam na transição da fase G1 para S. Nas células 

cancerosas, os checkpoints são geralmente ignorados gerando assim instabilidade 

genética e vantagem proliferativa das células neoplásicas quando comparadas com 

as células normais [51]. Por conseguinte, as células neoplásicas diferem das células 

normais, pois apresentam a capacidade de continuarem crescendo e dividindo-se, não 

obedecendo ao controle biológico e fisiológico do organismo normal através dos 

pontos de checagem [52]. 

As potenciais propriedades terapêuticas da romã são abrangentes e 

incluem efeitos anti-inflamatórios, tratamento e prevenção de câncer, doenças 

cardiovasculares, diabetes e outros [53]. A romã mostrou potencial no tratamento de 

vários tumores e muitos estudos demonstraram que os extratos de romã inibem a 

proliferação de células de cólon, mama, pulmão, pâncreas e câncer de próstata in vitro 

[54][55]. Poucos estudos investigaram o potencial da romã no tratamento ou 

prevenção da leucemia, especialmente dos extratos de casca para esta aplicação 

[56][57][58]. 

A leucemia é um transtorno maligno de glóbulos brancos e órgãos 

formadores de sangue, caracterizado por proliferação descontrolada de células 

brancas, resultando em colapso da medula óssea e diminuição da produção e função 

de células hematopoiéticas normais [57]. O tratamento da leucemia requer a 

combinação de quimioterapia, radioterapia e mesmo transplante de medula óssea. A 

cura depende de muitos fatores, como o tipo histológico de leucemia, estágio da 

doença, idade do paciente, antecedentes genéticos e saúde geral [59]. Mas, em 

muitos casos, o tratamento falha devido principalmente à resistência e metástase 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 óssea também foram 

uma limitação severa do tratamento com leucemia [59]. Um grande número de 

pesquisadores em todo o mundo estão investigando novas estratégias de tratamento 

de câncer usando componentes naturais de plantas, como compostos fenólicos e 

muitos outros compostos bioativos [63][63][64][65]. 

A maioria dos relatórios científicos referentes ao tratamento ou prevenção 

de romã e câncer tem sido focado nas funções das partes comestíveis do fruto 

(sementes e suco). Recentemente, foi dada mais atenção às suas partes não 

comestíveis, como cascas, folhas, flores, cascas e raízes [66][67]. A casca contém o 
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conjunto mais promissor de compostos fenólicos em comparação com as demais 

partes anatômicas da fruta de romã [66]. As potentes atividades antioxidantes, 

antiproliferativas, proapoptóticas e anticancerígenas da romã são, portanto, atribuídas 

a esses polifenóis [57].  
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2. OBJETIVOS GERAIS 

I. Durante a UAE, avaliar os efeitos da temperatura, frequência, modo de 

aplicação de ultrassom e suas interações, na recuperação dos compostos 

fenólicos e antioxidantes presentes na casca de romã;  

II. Durante UAPLE (UAE + PLE), consolidar a possibilidade de 

combinação/acoplamento entre as duas técnicas utilizando casca de romã 

como amostra e avaliar o efeito dos principais parâmetros de extração e de 

suas interações no rendimento de extração; 

III. Durante UAPLE, avaliar a adequação de solventes GRAS (Generally 

Recognized As Safe) permitidos para alimentos (como etanol e água); 

IV. Avaliar o efeito biológico de extratos obtidos com diferentes solventes em 

células tumorais de monócitos humanos (THP-1). 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS GERAIS 

3.1. Reagentes químicos e solventes 

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau analítico ou de 

maior pureza possível. Os padrões dos compostos fenólicos α-punicalagina (α-pun), 

β-punicalagina (β-pun) e ácido elágico (AE), ácido gálico monohidratado foram 

comprados da empresa Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, Estados Unidos). 

Etanol, metanol, carbonato de sódio anidro e ácido fórmico foram comprados da 

Labsynth (Diadema, São Paulo, Brasil). O reagente fenólico Folin-Ciocalteu foi 

comprado da Dynamica (São Paulo, SP, Brasil). A água tipo I 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 ácido fosfórico (85% P.A.) da Ecibra (São Paulo, Brasil).  

3.2. Tratamento das amostras 

Romã (variedade Wonderful) cultivadas na Califórnia (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 

auxílio 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 circulação com ar 

forçado (JP Selecta, Barcelona, Espanha) durante 48 horas e, em seguida, trituradas 

com auxílio de um triturador convencional (Philips, mod.RI-2034, Brasil). As amostras 

trituradas foram peneiradas e armazenadas a -20 ºC em frascos de vidro âmbar até a 

preparação dos extratos. O teor de umidade das amostras (6.50 ± 0.00%) foi 

determinado em estufa com convecção de ar a 105 °C (Marconi, MA030/12, 

Piracicaba, Brasil).   

3.3. Caracterização dos extratos 

Todas as análises descritas nas sessões seguintes foram realizadas para 

caracterizar os extratos obtidos com as diferentes condições de extração testadas. 

Cada análise foi repetida duas vezes para cada extrato. Os resultados dos testes 

foram expressos como média ± desvio padrão. 
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3.3.1. Cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 

As análises dos compostos individuais presentes nos extratos foram 

realizadas por cromatografia líquida de alta eficiência. A separação dos compostos foi 

realizada utilizando uma adaptação do método desenvolvido por Rostagno et. al. [33]. 

Os compostos foram separados utilizando uma coluna tipo Fused-core (Kinetex C18, 

2.6 µm, 100 A, 100 × 4.6 mm, Phenomenex, Torrance, CA, Estados Unidos). O 

equilíbrio entre as análises foi de 3 minutos e o volume de injeção foi de 5 µL.  

No Capítulo I, a coluna foi mantida em temperatura ambiente e fluxo a 1.35 

mL/min. A fase móvel foi composta de água (1% de ácido fosfórico v:v) (solvente A) e 

acetonitrila (1% de ácido fosfórico 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 Capítulos II e III. A coluna foi mantida em temperatura ambiente e fluxo 

a 0.9 mL/min. A fase móvel foi composta de água (1% de ácido fosfórico v:v) (solvente 

A) e metanol (1% de ácido fosfórico 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 identificação de cada composto foi realizada pela comparação dos 

tempos de retenção dos picos obtidos na análise dos extratos com os picos obtidos 

na análise dos padrões autênticos. Soluções estoque dos padrões de punicalagina 

(100 mg/L) e ácido elágico (110 mg/L) foram preparados em metanol. As curvas 

padrões da punicalagina (cinco pontos: 5, 10, 25, 50 e 100 mg/L) e do ácido elágico 

(quatro pontos: 5.63, 11.25, 22.5 e 110 mg/L) foram preparadas através da 

representação gráfica correlacionando a concentração versus a área. O traçado das 

curvas, bem como os seus ajustes por regressão linear e cálculo do coeficiente de 

correlação (r2), foram feitos utilizando o software Microsoft Office Excel 2010. Todas 

as análises foram realizadas em duplicata e os resultados foram expressos como mg 

de composto fenólico/g de amostra em base seca (bs).  
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3.3.2. Identificação dos compostos fenólicos por UHPLC-MS/MS 

As análises dos compostos presentes nas amostras foram realizadas 

utilizando o instrumento UHPLC-MS/MS 8040 (Shimadzu, Kyoto, Japão) que consiste 

de um sistema de cromatografia líquida acoplado a um espectrômetro de massa triplo 

quadrupolo, equipado com uma fonte de ionização por eletronebulização (ESI). A 

separação cromatográfica foi realizada em uma coluna C18 Kinetex 2.6 μm, 3 mm i.d., 

coluna de 100 mm (Phenomenex, Califórnia, EUA), fase móvel binária, solvente A 

(água) e solvente B (acetonitrila acidificada com 0.1% de ácido fórmico) [33]. O 

gradiente de eluição 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 automático foi mantida em 10 °C e o volume de injeção de 10 μL.  

Os parâmetros ESI foram ajustados da seguinte forma: tensão capilar de -

3.5 kV; temperatura do bloco térmico em 500 °C; temperatura da linha de 

dessolvatação em 250 °C; fluxo do gás de secagem (N2) de 10 L/min; nebulização de 

fluxo de gás (N2) de 1.5 L/min; colisão induzida por dissociação pressão de gás (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 íons de produto 

mais seletivos foram escolhidos para as transições MRM usando 20 ms de tempo de 

interrupção. Os dados foram adquiridos e processados pelo software Labsolution 

(versão 5.53 SP2, Shimadzu). A identificação dos compostos baseou-se na sua 

massa (m/z), tempo de retenção e coeluição com os padrões autênticos disponíveis. 

Dos 20 compostos fenólicos quantificados por HPLC nos Capítulos I, II e 

III, sete foram identificados por UHPLC-MS/MS, baseados em suas massas (m/z), 

tempo de retenção e coeluição comparados com padrões autênticos disponíveis e 

com os compostos identificados na romã por Fisher, 2011 [4]. Os espectros de massa, 

nomes, fragmentos de íons e tempos de retenção estão apresentados na Tabela 1. 

Os espectros de massa dos compostos fenólicos identificados estão exibidos na 

Figura 4. 

Os Principais Compostos Fenólicos (PCF) estavam presentes em grandes 

quantidades na maioria dos extratos: α punicalagina (α-pun, m/z 1083, tempo de 

retenção de 8.3 min, pico #8), β punicalagina (β-pun, m/z 1083, tempo de retenção 

13.1 min, pico #11), ácido elágico hexoside (AE-hex, m/z 463, tempo de retenção 18 
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min, pico #14) e ácido elágico (AE, m/z 301, retenção tempo 21.1 min, pico #19). Os 

Outros Compostos Fenólicos (OCF) estavam presentes em pequenas quantidades na 

maioria dos extratos, dentre esses, foram possíveis de serem identificados: o ácido 

elágico pentosídeo (AE-pent, m/z 443, tempo de retenção 20.2 min, pico #17), ácido 

elágico desoxihexoside (AE-desoxihex, m/z 447, tempo de retenção 20.5 min, pico 

#18) e peduncalagina I (Pedun I, m/z 783, tempo de retenção 22.6 min, pico #20). 

Todos os compostos identificados foram relacionados ao ácido elágico por 

apresentarem o íon molecular característico 301. Os compostos identificados 

presentes na amostra estão de acordo com os relatados na literatura para cascas de 

romã [4]. 

 

Tabela 1 - Caracterização química por UHPLC-MS/MS da casca da romã. 

Número do 

espectro 
Nomenclatura 

HPLC–ESI(–) 

MS2 

[M-H]- 

m/z 

Tempo de 

retenção (min) 

N° pico 

(HPLC) 

I α-pun 301, 575, 601, 1083 8.3 8 

II β-pun 300, 601, 781 1083 13.1 11 

III AE-hex 300, 301, 302 463 18.0 14 

IV AE-pent 300, 301 443 20.2 17 

V AE-deoxyhex 300, 301, 302 447 20.5 18 

VI AE 174, 185, 229 301 21.1 19 

VII Pedun I 301, 481 783 22.6 20 
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Figura 4 - Espectros de massas dos principais compostos fenólicos presentes nos 

extratos da casca de romã. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
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CAPÍTULO I 

Extração de compostos fenólicos e antioxidantes da 

casca da romã utilizando ultrassom: influência da 

temperatura, frequência e modo de operação 
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CAPÍTULO I   

Extração de compostos fenólicos e antioxidantes da casca da romã utilizando 

ultrassom: influência da temperatura, frequência e modo de operação 

1. INTRODUÇÃO 

A aplicação de ultrassom permite, em alguns casos, melhorar o 

desempenho do processo de extração em termos de rapidez e consumo de solventes. 

As extrações assistidas por ultrassom (UAE) foram realizadas utilizando banho de 

ultrassom que possibilita selecionar a frequência de operação (37 e 80 kHz), 

diferentes modos de aplicação do ultrassom (contínuo, sweep e pulsos) e também 

possibilita variar a temperatura. Após analisar os extratos obtidos pelas diferentes 

condições de extração através de métodos qualitativos e quantitativos, foi possível 

selecionar as melhores condições de extração em relação à recuperação dos 

compostos fenólicos e antioxidantes presentes na casca de romã. 

2. MATERIAIS E MÉTODOS  

2.1. Extração assistida por ultrassom 

As extrações assistidas por ultrassom foram realizadas utilizando banho de 

ultrassom (Elmasonic, modelo P60H, Singen, Alemanha) com potência em 180/150 

W (potência máxima do equipamento – 100%). Esse equipamento permite selecionar 

a frequência de operação (37 e 80 kHz) e também o modo de aplicação do ultrassom 

(contínuo, sweep e pulsos). O modo sweep consiste na oscilação eletrônica do campo 

sonoro, que é designado para prevenir a formação de zonas de baixo desempenho 

no banho ultrassônico; o modo pulsos opera pela irradiação intermitente do ultrassom 

(automaticamente programado pelo equipamento) com a intenção de aumentar em 

até 20% a intensidade da radiação ultrassônica original. 

Para avaliar o efeito da temperatura, frequência e modo de operação 

ultrassônico na extração dos compostos fenólicos e antioxidantes da casca de romã, 

as UAE foram realizadas a 40, 50, 60 e 70 ºC; frequências em 37 e 80 kHz e modos 

de operação contínuo, pulsos e sweep, totalizando 24 condições 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 água – v:v), equivalente a uma relação de solvente para 

alimentação de 25:1 (Solvent to Feed – S:F) e sonicados por 20 minutos a pressão 

ambiente. Após a extração, os extratos foram imediatamente filtrados por um sistema 

a vácuo 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 µm, 

Analítica, São Paulo, Brasil) acondicionados em vials de vidro âmbar a -18 °C até o 

momento das análises. 

2.2. Compostos fenólicos totais 

O conteúdo de compostos fenólicos totais (FT) das amostras foi 

determinado de acordo com o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau como 

descrito por Singleton et. al. [68], com algumas modificações. Em cada poço da 

microplaca foram adicionados em sequência, 20 µL das amostras diluídas, padrão ou 

branco, 100 µL da solução Folin-Ciocalteau 10%, após 5 minutos foram adicionados 

75 µL da solução de carbonato de sódio 7.5% e em seguida, a microplaca foi mantida 

por 40 minutos ao abrigo da luz à temperatura ambiente e realizada a leitura a 740 nm 

em um espectrofotômetro (Hach, Mod.DR/4000, Estados Unidos) utilizando água 

como branco. O ácido gálico foi utilizado para plotar a curva padrão (20 a 120 mg/L) 

e os resultados foram expressos em termos de mg Equivalente de Acido Gálico (mg 

EAG)/g de amostra seca (bs). A análise de cada extrato foi feita em duplicata. 

2.3. Rendimento global de extrato 

Os extratos obtidos nas diferentes condições de operação foram avaliados 

quanto ao rendimento global de extrato (X0), que é definido como a razão de massa 

entre o extrato e a matéria-prima utilizada no processo, conforme expresso na 

Equação 1.  

            X0(%) =  mextrato mamostra  x 100                  Equação 1 

Onde, “mextrato” representa a massa total de extrato (em base seca) obtida 

no processo extrativo e “mamostra” a massa de matéria-prima (em base seca) utilizada 

no processo de extração em gramas. Para determinar o rendimento global de extrato 

o extrato, a alíquota de 5 mL do extrato foi evaporada a 70 °C em uma estufa com 
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ventilação forçada (Marconi, MA030/12, Piracicaba, Brasil), no qual as amostras foram 

mantidas até atingir peso constante.  

2.4. Análise estatística 

Os resultados das análises foram avaliados através da análise de variância 

(ANOVA), ao nível de significância de 5% (p-valor≤0.05), seguido pelo teste de Tukey, 

utilizando o software Minitab versão 16 (Minitab 16.1.0, Minitab Inc., State College, 

PA, EUA). Entre os diferentes parâmetros analisados, o coeficiente de correlação de 

Pearson (r) foi calculado usando o software Office Excel 2010 (Microsoft Corporation, 

Washington, EUA).  

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Cromatogramas representativos dos padrões e análises dos extratos da 

casca de romã com absorbância monitorada em 378 nm estão mostrados na Figura 

5. Os picos identificados como 8, 11 e 19 correspondem aos compostos a α-pun, β-

pun e AE, respectivamente. 

A Tabela 2 apresenta o rendimento de extração dos compostos α-pun, β-

pun, AE e somatória de todos os compostos fenólicos determinados por HPLC. A 

Tabela 3 apresenta os resultados de fenólicos totais (FT) por espectrofotometria e o 

rendimento global de extrato (X0) encontrados nos extratos provenientes da casca de 

romã. A análise estatística (ANOVA) e a correlação entre os parâmetros analisados 

são apresentadas nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. As Tabelas 2 e 4 mostram 

que as variáveis de processo investigadas (temperatura, frequência e modo de 

operação do ultrassom) tiveram efeito significativo na extração de α-pun, β-pun e AE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



34 

 

Figura 5 - Cromatogramas representativos dos padrões e dos extratos a 378 nm.  
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Tabela 2 - Rendimento de extração dos compostos fenólicos presentes nos extratos 

da casca de romã obtidos com diferentes temperaturas, frequências e modos de 

operação do ultrassom. 

 Rendimento de extração (mg/g bs) 

T 
(°C) 

Frequência (kHz)/ 
Modo de operação α-pun β-pun AE POCF* 

40 

37/Contínuo 13.34 ± 0.12AB,c 21.66 ± 0.38A,b 1.98 ± 0.04A,b 37.62 ± 0.55A,c 

37/Pulso 14.64 ± 0.11A,b 21.35 ± 0.40A,a 2.08 ± 0.00A,a 38.69 ± 0.57A,b 

37/Sweep 12.75 ± 0.04B,b 20.72 ± 0.06A,b 2.05 ± 0.01A,a 35.89 ± 0.18AB,c 

80/Contínuo 13.86 ± 0.25AB,ab 20.13 ± 0.06A,b 1.98 ± 0.04A,a 36.54 ± 0.38A,b 

80/Pulse 13.74 ± 0.29AB,b 20.16 ± 0.42A,a 1.90 ± 0.12A,b 36.42 ± 0.86AB,b 

80/Sweep 12.68 ± 0.87B,b 18.37 ± 0.73B,b 1.86 ± 0.07A,b 33.45 ± 1.70B,b 

50 

37/Contínuo 14.80 ± 0.19A,b 22.45 ± 0.04A,ab 2.13 ± 0.03A,a 40.05 ± 0.28A,b 

37/Pulso 15.05 ± 0.20A,ab 22.01 ± 0.43AB,a 2.10 ± 0.01AB,a 39.77 ± 0.67A,ab 

37/Sweep 12.95 ± 0.10C,b 21.27 ± 0.17BC,b 2.07 ± 0.04ABC,a 36.86 ± 0.32C,b 

80/Contínuo 13.60 ± 0.12B,b 20.62 ± 0.02C,b 2.00 ± 0.04BC,a 36.87 ± 0.19C,ab 

80/Pulse 13.94 ± 0.14B,b 21.11 ± 0.18C,a 2.01 ± 0.01BC,ab 37.64 ± 0.34B,ab 

80/Sweep 12.90 ± 0.12C,ab 21.15 ± 0.14C,a 1.98 ± 0,01C,ab 36.64 ± 0.28C,ab 

60 

37/Contínuo 16.19 ± 0.06A,a 24.29 ± 0.37A,a 2.23 ± 0.03A,a 43.20 ± 0.50A,a 

37/Pulso 14.84 ± 0.04A,a 22.46 ± 0.23AB,a 2.07 ± 0.11A,a 39.99 ± 0.41B,ab 

37/Sweep 15.10 ± 0.83A,a 22.72 ± 0.25AB,a 2.10 ± 0.01A,a 40.58 ± 1.14AB,a 

80/Contínuo 14.90 ± 0.43A,a 21.71 ± 0.51B,a 2.14 ± 0,05A,a 39.16 ± 0.99B,a 

80/Pulse 14.72 ± 0.19A,a 21.33 ± 0.96B,a 2.08 ± 0.02A,ab 38.89 ± 1.20B,a 

80/Sweep 14.88 ± 0.29A,a 21.67 ± 0.60B,a 2.09 ± 0.04A,a 39.22 ± 0.95B,a 

70 

37/Contínuo 15.31 ± 0.17AB,b 22.36 ± 0.41AB,ab 2.16 ± 0.03A,a 40.42 ± 0.64A,b 

37/Pulso 15.48 ± 0.01A,ab 22.62 ± 0.61A,a 2.22 ± 0.77A,a 40.94 ± 0.70A,a 

37/Sweep 14.93 ± 0.18ABC,a 22.44 ± 0.25A,a 2.20 ± 0.03A,a 38.17 ± 0.56B,a 

80/Contínuo 14.67 ± 0.06BC,a 22.02 ± 0.05AB,a 2.08 ± 0.07A,a 39.41 ± 0.22AB,a 

80/Pulse 13.78 ± 0.08D,b 21.63 ± 0.42AB,a 2.16 ± 0.03A,a 38.17 ± 0.56B,ab 

80/Sweep 14.49 ± 0.40CD,ab 20.96 ± 0.09B,a 2.08 ± 0.02A,a 38.14 ± 0.53B,a 

*POCF: Soma de todos os compostos fenólicos extraídos da casca de romã; bs: amostra em base seca; 
Resultados expressos como média ± desvio padrão; Resultados com letras maiúsculas iguais indicam que não há 
diferença significativa entre as frequências e o modo de operação do ultrassom na mesma temperatura, com nível 
de significância de 5%, de acordo com o teste de Tukey; Resultados com letras minúsculas iguais indicam que não 
há diferença entre temperaturas para as mesmas frequências e modos de operação do ultrassom, com nível de 
significância de 5%, de acordo com o teste de Tukey. 
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Tabela 3 - Fenólicos totais e rendimento global de extrato obtidos da casca de romã 

utilizando diferentes temperaturas, frequências e modo de operação do ultrassom.  

T 
(°C) 

Frequência (kHz) / 
Modo de Operação 

FT 
(mg EAG/g bs) 

X0  
(%) 

40 

37/Contínuo 217.84 ± 23.36AB,a 54.92 ± 1.53AB,b 

37/Pulso 228.86 ± 4.36AB,a 56.53 ± 0.36A,a 

37/Sweep 199.79 ± 13.56AB,ab 54.14 ± 0.36AB,b 

80/Contínuo 232.91 ± 18.57AB,a 53.00 ± 0.44AB,d 

80/Pulse 257.57 ± 9.02A,a 50.80 ± 1.69B,a 

80/Sweep 160.48 ± 40.26B,b 52.30 ± 1.04B,a 

50 

37/Contínuo 193.71 ± 11.07A,a 55.71 ± 0.02A,ab 

37/Pulso 256.98 ± 34.20A,a 57.05 ± 1.40A,a 

37/Sweep 225.11 ± 16.57A,a 56.12 ± 0.62A,ab 

80/Contínuo 250.26 ± 58.72A,a 54.71 ± 0.39A,c 

80/Pulse 260.55 ± 42.99A,a 54.39 ± 0.23A,a 

80/Sweep 274.65 ± 3.17A,a 54.53 ± 1.38A,a 

60 

37/Contínuo 154.34 ± 16.21A,a 59.02 ± 1.06A,a 

37/Pulso 140.25 ± 1.47A,b 56.35 ± 0.44A,a 

37/Sweep 137.40 ± 6.89A,c 57.84 ± 1.05A,a 

80/Contínuo 135.85 ± 5.34A,a 57.70 ± 0.09A,a 

80/Pulse 130.06 ± 20.48A,b 55.54 ± 0.93A,a 

80/Sweep 141.81 ± 21.60A,b 57.39 ± 1.65A,a 

70 

37/Contínuo 155.73 ± 11.44A,a 56.42 ± 0.03A,ab 

37/Pulso 140.46 ± 18.42A,b 54.87 ± 1.24A,a 

37/Sweep 155.50 ± 3.68A,bc 55.19 ± 0.57A,ab 

80/Contínuo 152.39 ± 23.60A,a 56.39 ± 0.13A,b 

80/Pulse 147.15 ± 3.76A,b 54.49 ± 1.69A,a 

80/Sweep 149.64 ± 7.59A,b 54.25 ± 0.77A,a 

FT: fenólicos totais determinados por espectrofotometria; EAG: equivalente de ácido gálico; bs: amostra em base 
seca; X0: rendimento global de extrato; Resultados expressos como média ± desvio padrão; Resultados com letras 
maiúsculas iguais indicam que não há diferença significativa entre as frequências e o modo de operação do 
ultrassom na mesma temperatura, com nível de significância de 5%, de acordo com o teste de Tukey; Resultados 
com letras minúsculas iguais indicam que não há diferença entre temperaturas para as mesmas frequências e 
modos de operação do ultrassom, com nível de significância de 5%, de acordo com o teste de Tukey.  
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Tabela 4 - Resumo da Análise de Variância (ANOVA): significância de fontes de 

variabilidade nos rendimentos de extração de α-pun, β-pun, AE e PCF, FT e X0. 

 Variabilidade (p-valor) 

Parâmetro T (X1) 
Frequência 

(X2) 

Modo de 
Operação 

(X3) 
X1*X2 X1*X3 X2*X3 

X1*X2*
X3 

α-pun  
(mg/g bs) < 0.001 0.003 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 

β-pun  
(mg/g bs) < 0.001 < 0.001 < 0.001 0.061 0.015 0.275 0.011 

AE  
(mg/g bs) < 0.001 < 0.001 0.170 0.146 0.088 0.692 0.121 

PCF  
(mg/g bs) < 0.001 < 0.001 < 0.001 0.003 < 0.001 < 0.001 < 0.001 

FT  
(mg EAG/g bs) < 0.001 0.265 0.196 0.096 0.015 0.804 0.236 

X0  
(%) < 0.001 < 0.001 0.021 0.011 0.064 0.126 0.260 

α-pun: rendimento de extração de α-punicalagina; β-pun: rendimento de extração de β-punicalagina; AE: 
rendimento de extração de ácido elágico; PCF: rendimento de extração da soma dos principais compostos 
fenólicos; FT: fenólicos totais determinados por espectrofotometria; EAG: equivalente de ácido gálico; X0: 
rendimento global de extrato; bs: amostra em base seca; diferença estatisticamente significante quando p-
valor≤0.05. 

3.1. Efeito da temperatura de extração 

Os resultados indicam que a temperatura influenciou a extração de 

compostos fenólicos, o que é confirmado pela resposta ANOVA (Tabela 4). No geral, 

temperaturas entre 50 a 70 °C permitiram a extração de quantidades maiores de PCF 

e POCF que a 40 ºC. Temperaturas mais altas promoveram aumento na eficiência de 

extração. Por exemplo, a 60 °C e 37 kHz (modo contínuo) foram extraídos 14.8% a 

mais de compostos fenólicos quando comparado com a quantidade extraída a 40 ºC 

na mesma frequência e modo de operação. Neste contexto, a temperatura pode estar 

contribuindo para uma transferência de massa mais rápida dos polifenóis no solvente. 

Além disso, a energia térmica diminui a viscosidade e a tensão superficial do solvente 

líquido, podendo assim melhorar sua penetração na matriz da planta e resultar em um 

processo de extração mais eficiente [69]. Altas temperaturas ajudam a romper as 

interações entre o soluto e a matriz da planta, aumentando a extração. Nas mesmas 

condições acima citadas, a 60 °C e 37 kHz (modo contínuo), o rendimento global de 

extrato foi 7.5% maior que o calculado a 40 ºC na mesma frequência e modo de 

operação. Ou seja, X0 aumentou quando temperaturas elevadas foram utilizadas, 
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indicando que a quantidade de analitos co-extraídos também aumenta com a 

temperatura e, portanto, a seletividade de extração pode não ter sido afetada. 

Esperava-se que a temperatura influenciasse FT seguindo uma tendência 

similar à observada nos rendimentos de extração de α-pun, β-pun e AE, uma vez que 

estes são os principais compostos presentes na amostra. No entanto, houve aumento 

na concentração de FT com temperatura até 50 °C e não até 70 °C, como observado 

nos rendimentos de extração de α-pun, β-pun e AE determinados por HPLC. Outros 

compostos fenólicos que não foram detectados podem ter sido degradados a uma 

taxa mais rápida do que a taxa de extração de α-pun, β-pun e AE, resultando em um 

saldo negativo de FT quando comparado com a análise por HPLC. Por outro lado, 

apenas pequenas diferenças foram observadas entre os resultados de FT obtidos a 

temperaturas de 60 e 70 °C, independentemente da frequência e do modo de 

operação de ultrassom utilizados. 

Na maioria dos processos de extração, a temperatura pode ser aumentada 

até um limite, o que é alcançado quando a degradação/oxidação dos compostos alvo 

aumenta a uma taxa maior do que o aumento da transferência de massa pelo uso de 

temperaturas mais elevadas no processo. Mesmo que quantidades maiores sejam 

realmente extraídas da matéria-prima, a quantidade final presente no extrato será a 

mesma ou menor, devido à maior degradação dos compostos alvo. Os resultados 

obtidos neste trabalho sugerem que, para a extração de compostos fenólicos de 

cascas de romã, esse limite é de cerca de 60 a 70 ºC, uma vez que acima desta 

temperatura pode haver uma diminuição dos compostos fenólicos extraídos. Estes 

resultados estão de acordo com relatórios anteriores sobre os efeitos da temperatura 

na extração de polifenóis da casca de romã [70][71]. 

3.2. Efeito da frequência de ultrassom 

Os resultados da Tabela 2 indicam uma ligeira melhora na extração de α-

pun, β-pun e AE usando a frequência mais baixa de 37 kHz, para todos os modos de 

operação testados (contínuo, 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 

(X0). Essa tendência pode estar relacionada às bolhas maiores formadas em 

frequências ultrassônicas mais baixas (maior amplitude), produzindo assim uma maior 

força de implosão e cisalhamento na amostra, o que resulta em temperaturas e 

pressões mais altas na zona de cavitação, em oposição às frequências mais altas 
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(menor amplitude) [73]. Portanto, 37 kHz pode ocasionar maior disrupção celular e 

maior transferência de massa que 80 kHz. 

Os resultados da ANOVA mostram que tanto a frequência como suas 

interações com outras variáveis de extração têm efeitos significativos em PCF e em 

X0. As diferenças entre frequências nem sempre foram estatisticamente significativas 

(p≤0.05), devido a outras possíveis interações com o modo de aplicação e 

temperatura. 

A casca de romã é certamente um material complexo em termos de 

compostos fenólicos totais, em que muitas interações físico-químicas podem estar 

afetando os resultados. Portanto, não se deve presumir que baixas frequências 

ultrassônicas sejam sempre mais eficientes do que as mais altas nos processos de 

extração. À medida que a frequência aumenta, a zona de cavitação torna-se menos 

intensa e o mecanismo principal torna-se a transmissão acústica [73]. Isso pode levar 

a um efeito mais suave e melhorar a extração de compostos que são sensíveis ao 

fenômeno físico da cavitação. 

Existem alguns estudos [74][75] sobre a influência do uso simultâneo de 

duas ou mais frequências de ultrassom para a extração de certas substâncias. Nestes 

trabalhos, rendimentos mais elevados geralmente são obtidos com múltiplas 

frequências em comparação com as condições em que apenas um foi utilizado. Por 

exemplo, rendimentos mais elevados de bioquanina A (isoflavona), foram obtidos com 

a combinação de 25-80 kHz e 25-40-80 kHz do que ao utilizar frequências únicas [74]. 

Sugeriu-se que uma bolha de cavitação sob duas ondas sobrepostas tenha uma 

dinâmica diferente de uma única onda [76]. A quantidade aumentada de analitos 

extraídos por radiação de duas e frequências múltiplas pode ser explicada pela maior 

colisão de bolhas de cavitação que causa uma redução adicional no tamanho de 

partícula, melhorando a transferência de massa [77].  

 3.3. Efeito do modo de operação do ultrassom 

No geral, os modos contínuo e pulso resultaram em rendimentos semelhantes e 

ligeiramente maiores para α-pun e β-pun quando comparados com o modo sweep. No 

entanto, dependendo da temperatura e da frequência, o modo sweep proporcionou 

resultados tão bons quanto os obtidos com os demais modos de operação do 

ultrassom, como observados para β-pun a 40 e 60 °C em 37 kHz; α-pun a 60 °C em 

37 e 80 kHz; e α-pun e β-pun a 70 °C em 37 kHz. Ou seja, existe uma interação 
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significativa entre o modo de operação e as demais variáveis (temperatura e 

frequência), como foi sugerido pelos resultados da ANOVA. Na maioria dos casos, os 

resultados obtidos com o uso do modo de sweep não foram melhores que os 

resultados obtidos com o uso dos demais modos de operação, possivelmente devido 

ao efeito negativo da cavitação e da dinâmica da bolha. 

Estudos mostram que o uso do modo pulsos na extração assistida por 

ultrassom foi eficaz para melhorar a extração de compostos de cascas de romã [23], 

bem como de outras matrizes [78][79], exigindo menor tempo e consumindo menos 

energia, solventes e outros produtos químicos [23][72]. Apesar da evidência na 

literatura, no presente trabalho não houve diferença significativa no rendimento dos 

compostos fenólicos ao fazer uso dos modos pulsos ou contínuo, em diferentes 

temperaturas e frequências, fato que pode estar relacionado ao uso do banho 

ultrassônico ao invés de uma sonda ultrassônica, como utilizada nos estudos 

mencionados. O uso da sonda ultrassônica pode proporcionar melhora na extração 

de compostos fenólicos devido à maior intensidade que as ondas sonoras são 

transmitidas para um ponto focado. Portanto, mesmo que o modo de pulso usado no 

banho ultrassônico possa transmitir até 20% mais de potência, tal intensidade 

adicional não resultou em melhora na taxa de extração dos compostos fenólicos da 

casca de romã neste estudo. No entanto, os valores de PCF, POCF, FT e X0 obtidos 

foram altos, sugerindo que os processos de extração de banhos ultrassônicos também 

são eficientes para a recuperação de compostos bioativos de cascas de romã. 

     3.4. Correlação entre FT e X0 

A fim de correlacionar os resultados obtidos pelas diferentes análises, 

foram realizadas análises de regressão linear e determinado o coeficiente de 

correlação de Pearson (r) (Tabela 5). Correlação forte foi verificada entre X0 e PCF 

(r=0.778), mostrando que a presença dos principais compostos fenólicos influencia no 

rendimento global de extrato. Correlação fraca foi verificada entre FT e PCF (r=0.443) 

e entre FT e X0 (r=0.440). Além dos compostos fenólicos identificados, α-pun e β-pun 

e AE, outros polifenóis podem estar em abundância nos extratos, possivelmente 

variando de polifenóis de alto peso molecular (como elagitaninos, proantocianidinas, 

flavonoides e compostos fenólicos ligados a polissacarídeos complexos) aos mais 

simples. 
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Tabela 5 - Correlações entre FT e X0. 

Coeficiente Correlação 
Pearson (r) 

FT 
(mg EAG/g bs) 

X0 
(%) 

PCF (mg/g bs) 0.443 0.778 
FT (mg EAG/g bs) - 0.400 

PCF: rendimento de extração da soma dos principais compostos fenólicos obtido por HPLC; FT: fenólicos totais 
determinados por espectrofotometria; EAG: equivalente de ácido gálico; bs: amostra em base seca; X0: rendimento 
global de extrato. 

 

4. CONCLUSÕES 

O presente trabalho mostrou que todas as variáveis em estudo 

(temperatura, frequência de ultrassom e modo de operação) tiveram um efeito 

significativo na extração de compostos fenólicos (α-pun, β-pun e AE) da casca de 

romã, bem como sobre FT e X0. No geral, os melhores resultados em termos de 

rendimento de extração de compostos fenólicos nos extratos foram observados com 

temperaturas de 50 a 70 °C, utilizando frequência de ultrassom em 37 kHz, nos modos 

de operação contínuo e pulso. Devido ao alto rendimento de extração dos compostos 

fenólicos, observou-se correlação forte entre PCF com X0 (r=0.778). Os resultados 

indicaram que a extração UAE utilizando solvente etanol 70% (v:v) é uma técnica 

adequada e segura para a recuperação de compostos fenólicos da casca de romã. 
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CAPITULO II 

Extração de compostos bioativos a partir da casca de romã 

(Punica granatum L.) utilizando líquidos pressurizados 

combinados com ultrassom 
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CAPITULO II  

Extração de compostos bioativos a partir da casca de romã (Punica granatum 

L.) utilizando líquidos pressurizados combinados com ultrassom 

1. INTRODUÇÃO 

Apesar do grande potencial, não existe até o momento aplicações da 

técnica UAPLE (Ultrasound-Assisted Pressurized Liquid Extraction) utilizando como 

matéria-prima a casca da romã. Os poucos estudos que existem envolvendo a 

aplicação de ultrassom a alta pressão indicam que a sua utilização pode aumentar a 

eficiência do processo de extração além de sua seletividade e rendimento. Apesar de 

que estes estudos foram realizados com fluidos supercríticos (SFE) e não com líquidos 

pressurizados (PLE) é de se esperar que a combinação de ultrassom também produza 

efeitos positivos no processo devido a um aumento na transferência de massas já que 

a PLE e a SFE são técnicas similares. Atualmente a tendência no desenvolvimento 

de métodos de extração é evitar a utilização de solventes orgânicos tóxicos e que não 

sejam ambientalmente compatíveis. Os solventes que estão sendo mais utilizados 

para a extração de compostos fenólicos que tem uso na alimentação humana incluem 

água, etanol e misturas.  

2. MATERIAIS E MÉTODOS  

2.1. Determinação do tamanho de partícula médio 

O tamanho da partícula da amostra foi determinado usando peneiras e 

agitador vibratório (Bertel Metallurgic Ind. Ltda., SP, Brasil) com os seguintes 

tamanhos de abertura sequenciais: 14, 18, 50 e 80 mesh (Equivalente à série Tyler, 

Wheeling, Estados Unidos). O diâmetro médio das partículas foi calculado de acordo 

com os Padrões da Sociedade Americana dos Engenheiros Agrícolas [80]. As 

amostras foram classificadas em dois grupos: 1. Partículas grandes, retidas em uma 

sequência 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 partícula médio de 1.05 mm; 2. Partículas 

pequenas, retidas em uma sequência 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 partícula 

médio de 0.68 mm. 
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A bomba foi ajustada para o modo de pressão constante a 10 MPa e o 

aquecimento da célula de extração iniciado até atingir a temperatura experimental (de 

50 a 100 ºC). O tempo de pré-aquecimento foi de 10 minutos. Quando o tempo de pré-

aquecimento acabou, o ultrassom foi ligada durante 10 minutos na potência de 

ultrassom experimental (de 0 a 800 W no gerador). Em seguida, o ultrassom foi 

desligado e a célula de extração lavada durante 5 minutos (mantendo a pressão 

constante em 10 Mpa), e o extrato foi coletado em um frasco de vidro de 40 mL. 

Posteriormente, a célula de extração foi despressurizada. Em torno de 20 mL de 

amostra foi coletado em cada extração ou ciclo. Cada ciclo de extração teve duração 

de aproximadamente 30 minutos. Os extratos foram filtrados através de filtros de 

náilon (25 mm de diâmetro e poro de 0.20 μm, Analitica, São Paulo, Brasil) e 

armazenados em frascos de vidro âmbar, mantidos a -20 ºC, protegidos da luz até 

serem analisados. 

 

Figura 8 - Diagrama da célula de extração 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 (água pura [A], misturas com etanol 30 [B], 

50 [C] e 70% [D] v:v) utilizando 400 W de potência de ultrassom e um ciclo de extração. 

Posteriormente, a influência da potência de ultrassom (0, 160, 320, 480, 640 e 800 W 

no gerador) e o tamanho de partícula (tamanho médio de partícula de 0.68 e 1.05 mm) 

foram analisados usando a temperatura e o solvente adequados. Finalmente, o 

processo de extração foi monitorado por cinco ciclos consecutivos, testando ambos 

tamanhos de partícula (0.68 mm e 1.05 mm), sem ultrassom e também com ultrassom 

na potência otimizada. Uma vez que a temperatura, o solvente, a potência do 

ultrassom, o tamanho das partículas e o número de ciclos adequados foram definidos, 

a repetibilidade do método foi determinada (n=5). 

A potência ultrassônica transmitida ao meio de extração foi calculada com 

base na dissipação de calor na água usando a seguinte equação [81]:  

 𝑃𝑜𝑤𝑒𝑟 (𝑊) = (𝑑𝑇𝑑𝑡 ) ∗ 𝑐𝑝 ∗ 𝑀 

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

da água (4.2 J.g-1) e “M” é a massa da água em gramas.  

 

A potência do ultrassom foi calculada com base no aumento de temperatura 

monitorado por um termopar imerso em 200 mL de água na meia altura. A potência 

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 eletrônica de varredura 

Amostras da casca de romã desidratadas e amostras após o processo de 

extração sem ultrassom (PLE) e com ultrassom (UAPLE) foram armazenadas em 

freezer e enviadas ao Laboratório de Microscopia Eletrônica da Central Analítica do 

Instituto de Química da Unicamp. As imagens de superfície das três amostras da 

casca de romã foram obtidas através da Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

no equipamento JSM 6360-LV, aceleração de 30 KeV, resolução - 3nm, EDS - Noran 

System Six e ampliação de x500 e x1000.  
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2.4. Análise estatística 

PCF (Principais Compostos Fenólicos: α punicalagin (α-pun), β punicalagin 

(β-pun), ácido elágico-hex (AE-hex) e ácido elágico (AE)); OCF (Outros Compostos 

Fenólicos: ácido elágico-pent (AE-pent), ácido elágico-deoxihex (EA-deoxyhex), 

pedunculagina I (Pedun-I) e os compostos não identificados) e POCF (PCF + OCF) 

foram considerados nos cálculos estatísticos. 

Todas as variáveis foram submetidas a um teste de conformidade para 

verificar a aproximação com curvas teóricas. 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 interação de diferentes variáveis. Dois experimentos foram conduzidos: a) 46 

experimentos com diferentes solventes (água, 30%, 50% ou 70% etanol) e 

temperaturas (50, 60, 70, 80, 90, 100 ºC) com rendimento de POCF (mg/g as) como 

variável dependente; b) 26 fatorial com diferentes tamanhos de partículas (grandes e 

pequenas) e potência de ultrassom (0, 160, 320, 480, 640, 800 W) com rendimento 

de POCF (mg/g as) como variável dependente. Para comparar a extração de PCF e 

POCF entre partículas grandes e pequenas, foi utilizado o teste t de Student. 

A ANOVA unidirecional com teste post hoc Tukey HSD foi utilizada para 

comparar a extração entre o tamanho da partícula (grande ou pequeno) considerando 

a presença (480 W) ou ausência de ultrassom (0 W) durante os cinco ciclos de 

extração. Foram realizados cinco ANOVA de sentido único considerando a soma 

POCF extraída por ciclo (1 a 5) em quatro possibilidades: partícula pequena (0.68 mm) 

com e sem ultrassom; partícula grande (1.05 mm) com e sem ultrassom. Para 

determinar uma correlação linear entre os diferentes parâmetros analisados, o 

coeficiente de correlação de Pearson (r) foi calculado. Em todos os testes, considerou-

se o nível de significância de p<0.05 e foi utilizado o Pacote Estatístico para Ciências 

Sociais (SPSS) versão 15.0.1. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Para avaliar a influência das principais variáveis de extração no processo, 

as extrações foram inicialmente realizadas com diferentes temperaturas (50, 60, 70, 

80, 90 e 100 ºC) e solventes (Água, EtOH 30%, EtOH 50% e EtOH 70%), mantendo 

a potência de ultrassom constante a 400 W. A Tabela 6 apresenta o rendimento de 
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extração (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 ácido elágico. A Figura 9 apresenta os 

cromatogramas representativos dos extratos da casca de romã (absorbância 

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 

interação entre solvente e temperatura (F=160.39; p<0.001). A interação é clara na 

Figura 10, especialmente no ponto de 70 ºC usando água (interação positiva) e 

usando EtOH 70% (interação negativa). 

 

Figura 9 - Cromatogramas representativos a 370 nm dos extratos da casca de romã 

usando solventes A, B, C e D. 
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Tabela 6 - Rendimento de extração de compostos fenólicos de extratos da casca de 

romã usando diferentes solventes de extração e temperaturas por UAPLE 

  Rendimento de extração (mg/g bs) 

Solvente T 
(°C) α-pun β-pun EA-hex EA POCF* 

Água 
(MPOC: 
36.35  
± 5.39  

mg/g bs) 

50 7.98 ± 0.68a,B 16.55 ± 1.28a,C 0.52 ± 0.05a,A 0.64 ± 0.02a,A 29.29 ± 2.32a,C 

60 9.09 ± 0.57ab,C 20.62 ± 0.97b,C 0.63 ± 0.04b,B 0.80 ± 0.05b,A 35.49 ± 1.81bc,C 

70 11.48 ± 0.21d,C 24.55 ± 0.61c,D 0.79 ± 0.01c,B 1.10 ± 0.04c,B 43.27 ± 0.76d,D 

80 10.30 ± 0.73c,C 24.04 ± 1.84c,D 0.80 ± 0.06c,B 1.09 ± 0.05c,B 41.52 ± 3.03d,D 

90 10.18 ± 0.25bc,D 20.36 ± 1.31b,D 0.69 ± 0.02b,B 0.87 ± 0.13b,A 36.64 ± 1.71c,D 

100 8.16 ± 0.37a,C 17.37 ± 0.61a,D 0.64 ± 0.02b,B 1.10 ± 0.06c,A 31.90 ± 0.79ab,D 

EtOH 
30% 

(MPOC: 
24.64 
± 1.41  

 mg/g bs) 

50 5.69 ± 0.74a,A 14.79 ± 1.34a,C 0.66 ± 0.03a,B 0.84 ± 0.13a,B 23.99 ± 2.54a,B 

60 5.82 ± 0.21a,B 15.83 ± 0.66a,B 0.72 ± 0.04ab,B 1.09 ± 0.06ab,B 25.58 ± 1.14a,B 

70 5.88 ± 0.42a,B 14.78 ± 1.05a,C 0.78 ± 0.06ab,B 1.10 ± 0.11ab,B 24.47 ± 1.55a,C 

80 5.51 ± 0.42a,B 14.74 ± 1.00a,C 0.77 ± 0.08ab,B 1.15 ± 0.16b,B 24.12 ± 1.74a,C 

90 6.05 ± 0.65a,C 16.42 ± 1.20a,C 0.83 ± 0.05b,C 1.20 ± 0.23b,B 26.88 ± 2.34a,C 

100 4.96 ± 0.38a,B 14.15 ± 1.82a,C 0.74 ± 0.04ab,C 1.05 ± 0.08ab,A 22.83 ± 2.51a,C 

EtOH 
50% 

(MPOC: 
18.14 
± 1.61  

 mg/g bs) 

50 5.20 ± 0.33ab,A 10.19 ± 0.61b,B 0.75 ± 0.03ab,B 0.97 ± 0.05a,B 18.43 ± 1.12b,A 

60 5.65 ± 0.52bc,B 9.62 ± 1.27ab,A 0.72 ± 0.07ab,B 1.04 ± 0.13a,B 18.10 ± 2.03ab,A 

70 6.21 ± 0.56c,B 10.48 ± 0.96b,B 0.78 ± 0.08b,B 1.03 ± 0.23a,AB 20.20 ± 1.45b,B 

80 5.21 ± 0.27ab,B 10.32 ± 0.85b,B 0.76 ± 0.04ab,B 1.08 ± 0.10a,B 18.96 ± 1.46b,B 

90 4.62 ± 0.24a,B 9.48 ± 0.47ab,B 0.70 ± 0.04ab,B 1.08 ± 0.07a,AB 17.81 ± 0.70ab,B 

100 4.46 ± 0.33a,B 8.03 ± 0.62a,B 0.65 ± 0.02a,B 1.05 ± 0.17a,A 15.34 ± 1.08a,B 

EtOH 
70% 

(MPOC: 
9.00  

± 4.84  
mg/g bs) 

50 4.59 ± 0.78b,A 7.76 ± 0.64b,A 0.50 ± 0.06b,A 1.15 ± 0.06cd,C 15.28 ± 1.61b,A 

60 4.14 ± 0.19b,A 8.12 ± 0.28b,A 0.50 ± 0.01b,A 1.28 ± 0.09d,C 15.21 ± 0.26b,A 

70 1.99 ± 0.16a,A 0.92 ± 0.10a,A 0.06 ± 0.04a,A 0.77 ± 0.05a,A 5.67 ± 0.30a,A 

80 1.95 ± 0.11a,A 0.93 ± 0.09a,A 0.08 ± 0.02a,A 0.80 ± 0.08a,A 5.61 ± 0.34a,A 

90 2.07 ± 0.18a,A 0.98 ± 0.06a,A 0.11 ± 0.04a,A 0.90 ± 0.07ab,AB 6.06 ± 0.52a,A 

100 2.03 ± 0.14a,A 1.07 ± 0.06a,A 0.09 ± 0.04a,A 1.07 ± 0.10bc,A 6.14 ± 0.38a,A 

*POCF: Soma de todos os compostos fenólicos extraídos da casca de romã; MPOCF: Média de POCF de todas 
as temperaturas no mesmo solvente; Resultados expressos como média ± desvio padrão (DP); bs: amostra em 
base seca; Resultados com letras minúsculas iguais indicam que não há diferença significativa entre as 
temperaturas com o mesmo solvente, a 5% de significância, de acordo com o teste de Tukey; Resultados com 
letras maiúsculas iguais indicam que não há diferença significativa entre os solventes com a mesma temperatura, 
a 5% de significância, segundo o teste de Tukey. 
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Figura 10 - Gráfico do rendimento de extração de POCF usando diferentes 

temperaturas e solventes. 

 
POCF: Soma de todos os compostos fenólicos extraídos da casca de romã; bs: amostra em base seca; Resultados 
com letras minúsculas iguais indicam que não há diferença significativa entre as temperaturas com o mesmo 
solvente, a 5% de significância, de acordo com o teste de Tukey; Resultados com letras maiúsculas iguais indicam 
que não há diferença significativa entre os solventes com a mesma temperatura, a 5% de significância, segundo o 
teste de Tukey. 

 

3.1. Efeito da temperatura de extração e solvente 

Os resultados da ANOVA bidirecional demonstram que a temperatura, o 

solvente e a interação entre esses dois fatores influenciaram significativamente na 

extração de compostos fenólicos. Diferenças significativas foram observadas no 

conteúdo 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 

extração de água, de 36.35 ± 5.39 mg/g bs. O rendimento de MPOCF utilizando água 

como solvente de extração foi de 47.5%, 100.4% e 303.9% superior ao rendimento de 

MPOCF utilizando EtOH 30%, 50% e 70%, respectivamente. O ajuste para 

comparações múltiplas foi calculado pelo método de Bonferroni, assumindo que a 

diferença média é significativa quando p<0.05. Foi possível verificar que as condições 

de extração que proporcionaram maiores rendimentos de compostos polares (α-pun 

e β-pun) foram diferentes daquelas mais adequadas para a extração de compostos 

moderadamente polares, como o EA e derivados. Independentemente da 
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temperatura, o solvente de extração de água forneceu os maiores rendimentos de α-

pun e β-pun. 

À medida que a porcentagem de etanol do solvente aumentou, o 

rendimento de extração desses compostos polares diminuiu. Tais resultados são 

esperados porque a medida que a porcentagem de etanol no solvente aumenta, a 

polaridade do solvente e a solubilidade dos compostos hidrofílicos no solvente 

diminuem. O maior rendimento de EA-hex foi observado utilizando EtOH a 30% a 90 

ºC, 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 

extração utilizado no processo. Estes resultados estão possivelmente associados às 

diferenças significativas de polaridade dos compostos presentes nas cascas de romã, 

variando de polar (punicalagina e derivados) a moderadamente polar (ácido elágico e 

derivados) que, por sua vez, afeta a capacidade do solvente de extraí-los da matriz 

da amostra. Considerando que α-pun e β-pun foram os fenólicos predominantes na 

casca da romã, a concentração 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 

extraídas de PCF e POCF. Utilizando água, as temperaturas mais adequadas para a 

extração do POCF foram entre 70 e 80 °C; não houve diferença estatística com EtOH 

30%; utilizando EtOH 50% entre 50 e 90 ºC, e utilizando EtOH a 70% entre 50 e 60 

ºC. O maior rendimento de POCF foi obtido usando extração com solvente de água a 

70 °C, fornecendo 43.27 ± 0.76 mg de compostos fenólicos/g bs. Considerando 

apenas as extrações realizadas com solvente água, foi possível extrair 32.3% e 26.3% 

a mais de POCF a 70 °C do que a 50 °C e a 100 °C, respectivamente. 

Estas observações estão provavelmente associadas a uma combinação de 

efeitos: temperatura, fenômenos de cavitação, viscosidade, constante dielétrica, 

solubilidade dos compostos no solvente, transferência de massa e degradação dos 

compostos alvo. O aumento da temperatura reduz a constante dielétrica dos solventes 

modificando suas características químicas e sua capacidade de extrair os compostos 

fenólicos presentes na amostra. À medida que a temperatura aumenta, a viscosidade 

diminui, afetando sua penetração nos poros da matriz da amostra. Também aumenta 

a solubilidade dos compostos fenólicos no solvente, mas também pode promover a 

sua degradação térmica durante o processo de extração. 
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A temperatura também afeta a cavitação acústica e a difusão através das 

paredes celulares. Ambos os fenômenos podem ser significativamente aumentados 

pela temperatura de extração. Com o aumento da temperatura, a tensão superficial e 

a viscosidade do meio líquido são reduzidas, e a pressão de vapor do líquido é 

aumentada, aumentando a formação de bolhas de cavitação no meio líquido e 

produzindo cavitação ultrassônica na menor intensidade da onda ultrassônica [69]. 

Em geral, 100 °C não foi adequado para a extração de PCF e POCF das 

cascas de romã, uma vez que os menores rendimentos de extração foram 

observados. É provável que a 100 °C compostos termolábeis fenólicos tenham sido 

degradados devido à temperatura muito alta. Há evidências de que vários compostos 

fenólicos não são completamente estáveis em altas temperaturas usadas para 

processos de PLE [17][33][34][82][83]. Na maioria dos casos, a temperatura de 

extração pode ser aumentada até um limite, o que é alcançado quando a 

degradação/oxidação dos compostos alvo ultrapassa o aumento da transferência de 

massa promovida por temperaturas mais altas no processo. No caso específico de 

cascas de romã sendo extraídas por PLE, foi sugerido que a temperatura de extração 

não deve ser superior a 40 °C, caso contrário reduziria a capacidade de eliminação 

de radicais livres e o conteúdo fenólico total do extrato produzido [17]. 

Além da degradação térmica, o fenômeno de cavitação pode ter 

influenciado na redução dos níveis de compostos fenólicos nas extrações realizadas 

a 100 °C. Temperaturas mais altas reduzem a cavitação, uma vez que os vazios das 

bolhas são preenchidos com vapores de solvente, levando a um colapso menos 

violento. No entanto, a baixa temperatura, a pressão de vapor do solvente é baixa e 

permite que as bolhas de cavitação colidam violentamente na matriz da amostra, 

levando a um aumento na área superficial e, consequentemente, melhora na 

transferência de massa através da turbulência e transmissão [35]. 

No entanto, é importante notar que pode existir uma interação entre o 

solvente e a temperatura. Os resultados indicam que as melhores temperaturas 

variam dependendo do solvente utilizado. Por exemplo, no caso de α-pun: usando 

água, o maior rendimento foi observado a 70 °C; usando EtOH 30%, não houve 

diferenças 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 diferenças podem ser explicadas pela modificação da 

temperatura das propriedades do solvente, tais como viscosidade e constante 
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dielétrica, e na solubilidade dos compostos fenólicos no solvente. Mais importante, as 

propriedades dos solventes são afetadas diferentemente pela temperatura. 

Ilustrativamente, a redução da constante dielétrica da água pelo aumento da 

temperatura de 50 a 100 ºC será significativamente maior que a redução da constante 

dielétrica do etanol com o 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 extração [82]. 

Outro fator que pode estar envolvido na interação entre temperatura e 

solvente de extração é a viscosidade. Diferenças na viscosidade de ambos os 

solventes foram menores a 100 ºC do que a 50 ºC, sendo a viscosidade do etanol de 

aproximadamente 20% maior que a da água. A viscosidade do solvente está 

relacionada à difusividade através dos poros da amostra, o que pode afetar o processo 

de extração. À medida que a temperatura aumenta, as mudanças na viscosidade dos 

solventes testados não são as mesmas, influenciando diferentemente sua penetração 

na matriz da amostra e, portanto, afetando o rendimento da extração. A viscosidade 

do solvente também pode afetar a propagação de ondas ultrassônicas no solvente e 

os rendimentos de extração. 

O ponto de ebulição do solvente também será um importante parâmetro 

para a cavitação e, portanto, afetará o processo de extração e a interação entre 

temperatura e solvente. Quando a temperatura do solvente está próxima do seu ponto 

de ebulição ou é muito menor, a cavitação relativa será menos intensa do que usando 

temperaturas intermediárias. Para a água, a maior cavitação relativa é observada 

entre 50 e 60 ºC, que pode ser 2-3 vezes maior que a 100 ºC [82]. Como os solventes 

de extração e suas misturas possuem diferentes pontos de ebulição, haverá 

diferenças na cavitação relativa alcançada com esses solventes em diferentes 

temperaturas. Esta é uma questão complexa, uma vez que o ponto de ebulição dos 

solventes muda a alta pressão, o que também deve ser considerado. 

A combinação de ultrassom, diferentes solventes e temperaturas para a 

extração de compostos específicos a partir de amostras complexas, como a casca da 

romã, é uma tarefa desafiadora, na qual uma combinação de inúmeras variáveis 

podem influenciar o rendimento de extração. 
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3.2. Efeito da potência de ultrassom, tamanho de partícula e número 

de ciclos 

Com base nos resultados anteriores, para estudar o efeito da potência de 

ultrassom e do tamanho de partícula no processo de extração, a água foi selecionada 

como solvente e as extrações foram realizadas a 70 ºC, pois estas foram as condições 

que maximizaram o rendimento de extração de todos os fenólicos. A Tabela 7 

apresenta os rendimentos de extração de PCF e POCF obtidos utilizando diferentes 

potências de ultrassom (0 a 800 W) e tamanhos de partícula (1.05 e 0.68 mm). A 

Figura 11 apresenta o gráfico do rendimento de extração de POCF usando diferentes 

potências de ultrassom e tamanhos de partículas. 

Os resultados apresentados na Tabela 7 indicam que a MPOCF de 

partículas pequenas (0.68 mm) é 66.2% superior a MPOCF de partículas grandes 

(1.05 mm). Tal comportamento é esperado, uma vez que a área maior de contato 

relativa nas partículas pequenas permite aumentar a transferência de massa dos 

compostos alvo da matriz da amostra para o solvente. Em contraste, a área de contato 

relativa entre a matriz da amostra e o solvente é menor em partículas grandes, 

diminuindo a taxa de transferência de massa [37]. É importante ressaltar que, embora 

tenham sido observados rendimentos de extração mais elevados com o uso de 

amostras pequenas, o entupimento de linhas de solventes foi frequente e exigiu 

constantemente que o processo de extração fosse abortado e repetido. Portanto, o 

uso de partículas pequenas não é recomendado. 

Observou-se que a potência de ultrassom não teve efeito sobre a extração 

de QPC e POCF usando partículas pequenas. Em contraste, o efeito da potência de 

ultrassom foi evidente quando aplicado em partículas grandes. O maior POCF foi 

observado com o uso de potência ultrassônica de 480 e 640 W (27.18 ± 1.17 e 30.27 

± 2.22 mg/g bs, respectivamente), que em média 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 potências para extrair POCF de partículas grandes. Acredita-se 

que o aumento no rendimento fenólico total se deva principalmente à melhor 

cavitação e ao efeito mecânico do ultrassom, que aumenta a área de superfície de 

contato entre as fases sólida e líquida, aumenta a penetração do solvente na matriz 

e acelera a transferência de massa dos analitos ao solvente [39]. 
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Tabela 7 - Rendimento de extração de compostos fenólicos de extratos da casca de 

romã usando diferentes potência de ultrassom e tamanho de partícula. 

  Rendimento de extração (mg/g bs) 

Tamanho 
de partícula 

U 
(W) α-pun β-pun EA-hex EA POCF* 

Grande  
1.05 mm† 
(MPOCF: 

25.46  
± 2.77  

mg/g bs) 

0 5.37 ± 0.35ab 12.93 ± 1.04a 0.38 ± 0.02a 0.54 ± 0.04a 23.30 ± 1.19a 

160 5.60 ± 0.30ab 13.88 ± 1.04a 0.41 ± 0.02a 0.57 ± 0.04a 24.86 ± 1.19ab 

320 5.44 ± 0.38ab 13.28 ± 1.07a 0.39 ± 0.02a 0.56 ± 0.05a 23.85 ± 1.21ab 

480 6.07 ± 0.51ab 14.89 ± 0.93ab 0.45 ± 0.02ab 0.71 ± 0.08b 27.18 ± 1.17bc 

640 6.85 ± 0.51c 16.82 ± 1.28b 0.50 ± 0.05b 0.72 ± 0.09b 30.27 ± 2.22c 

800 5.22 ± 0.48b 12.95 ± 2.21a 0.39 ± 0.08a 0.53 ± 0.11a 23.33 ± 3.40ab 

Pequeno 
0.68 mm† 
(MPOCF: 

42.32  
± 1.57  

mg/g bs) 

0 9.33 ± 1.34a 22.46 ± 3.38a 0.68 ± 0.11a 1.02 ± 0.18a 40.77 ± 5.67a 

160 9.87 ± 1.02a 24.46 ± 2.91a 0.70 ± 0.10a 1.06 ± 0.13a 43.73 ± 4.43a 

320 10.20 ± 0.65a 24.41 ± 1.71a 0.74 ± 0.04a 1.12 ± 0.06a 44.54 ± 2.20a 

480 8.85 ± 0.58a 24.64 ± 0.71a 0.67 ± 0.03a 1.04 ± 0.03a 42.64 ± 1.39a 

640 9.20 ± 0.66a 22.99 ± 1.91a 0.69 ± 0.02a 1.02 ± 0.06a 41.42 ± 1.97a 

800 8.94 ± 0.52a 22.73 ± 1.90a 0.68 ± 0.06a 1.04 ± 0.06a 40.85 ± 2.55a 

*POCF: Soma de todos os compostos fenólicos extraídos da casca de romã; MPOCF: Média POCF para o mesmo 
solvente; Resultados expressos como média ± desvio padrão (DP); bs: amostra em base seca; Mesma letra 
minúscula indica que não há diferença significativa entre as temperaturas utilizando o mesmo solvente, a 5% de 
significância, de acordo com o teste de Tukey; A mesma letra maiúscula indica que não há diferença entre a 
extração por solvente na mesma temperatura, a 5% de significância, segundo o teste de Tukey. 

 

Maiores potências de ultrassom podem promover a degradação dos 

compostos alvo. A aplicação de ultrassom em soluções aquosas pode gerar radicais 

livres a partir da dissociação da água, o que pode promover a oxidação de compostos 

e a quebra de ligações levando à modificação de estruturas macromoleculares e 

redução do peso molecular [84][85]. A via de biodegradação dos elagitaninos da romã 

consiste na conversão da punicalagina ([MH-] 1083) em punicalina ([MH-] 781), ácido 

galégico ([MH-] 601) e/ou EA ([MH-] 301 [86]. Embora a estabilidade dos compostos-

alvo não tenha sido acessada neste estudo, é razoável supor que uma via similar 

possa ocorrer durante o UAPLE. Por exemplo, usando partículas grandes e potências 

entre 480 e 640 W, foram observadas maiores quantidades de EA-hex e EA, resultado 

que pode ter sido proveniente da degradação da punicalagina em EA e seus 

derivados. No entanto, rendimentos mais baixos podem estar associados à oxidação 

de fenólicos alvos, formando outros compostos que não foram analisados. 
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Figura 11 - Gráfico do rendimento de extração de POCF usando diferentes potências 

de ultrassom e tamanho das partículas.  

 
POCF: Soma de todos os compostos fenólicos extraídos da casca de romã; bs: amostra em base seca; Resultados 
com letras minúsculas iguais indicam que não há diferença significativa entre as temperaturas com o mesmo 
solvente, a 5% de significância, de acordo com o teste de Tukey; Resultados com letras maiúsculas iguais indicam 
que não há diferença significativa entre os solventes com a mesma temperatura, a 5% de significância, segundo o 
teste de Tukey. 

 

Adicionalmente, é importante notar que os produtos naturais são 

complexos e que as interações entre os compostos fenólicos e a estrutura da matriz 

podem influenciar nas reações de degradação causadas pelos radicais livres. 

Demonstrou-se que os fenólicos interagem com proteínas através de uma variedade 

de interações, incluindo pontes de hidrogênio, ligações iônicas e covalentes e 

interações hidrofóbicas [87] e, portanto, determinar a estabilidade dos compostos em 

amostras complexas durante a extração é um desafio. 

Finalmente, as extrações foram realizadas utilizando partículas com 

diferentes tamanhos (1.05 e 0.68 mm), com e sem o auxílio de ultrassom (480 W), 

durante cinco ciclos consecutivos. Os resultados são mostrados na Tabela 8. O 

POCF acumulado (mg/g as) comparando o efeito do ultrassom, o tamanho das 

partículas e o número de ciclos é mostrado na Figura 12. O processo começa com 

um período de taxa de extração constante, caracterizado pela extração de compostos 

que estão prontamente disponíveis para o solvente. Quando esse soluto facilmente 
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acessível começa a se exaurir, a difusão intra-partícula torna-se o mecanismo 

impulsionador da transferência de massa. Então, as curvas de extração assumem a 

forma típica de uma curva de difusão, com taxa de extração reduzida. Diferenças 

significativas foram observadas no QPC e no POCF, dependendo de vários ciclos, da 

potência do ultrassom e do tamanho das partículas. 

Utilizando pequenas partículas (0.68 mm) sem ultrassom, o processo de 

extração foi muito eficiente, sendo capaz de remover a maior parte dos fenólicos 

presentes (81.4%) em um ciclo, e atingir recuperação dos compostos quase completa 

após apenas três ciclos (99.3%). Nenhum composto foi detectado no quinto ciclo. 

Aplicando o ultrassom a pequenas partículas, foi necessário um ciclo a menos para 

extrair todos os compostos. No primeiro ciclo, a recuperação foi de 88.1% e no 

segundo ciclo foi de 99.7%. A extração com ultrassom foi mais rápida, no entanto, 

POCF acumulado com ultrassom foi 9.9% menor quando comparado ao POCF sem 

o uso de ultrassom. 

Usando partículas grandes (1.05 mm), o ultrassom teve um impacto 

significativo na cinética de extração. Sem o auxílio do ultrassom, pequenas 

quantidades de fenólicos foram extraídas no primeiro ciclo (47.2%). No último ciclo, 

ainda foi possível extrair 3.8% dos fenólicos extraíveis. Aplicando o ultrassom a 

partículas grandes, foi necessário um ciclo a menos para extrair todos os compostos. 

No primeiro ciclo, a recuperação foi de 70.0%, no segundo ciclo foi de 92.9%, e 

nenhum dos compostos foi detectado no quinto ciclo. A extração com ultrassom foi 

mais rápida, mas POCF acumulado em cinco ciclos com ultrassom foi o mesmo 

quando comparado ao POCF sem o uso de ultrassom. 

Para amostras de partículas grandes, as curvas de cinética de extração 

indicam que a difusão é um fator importante e que o ultrassom reduz o tempo de 

extração e diminui os problemas de entupimento. Os efeitos mecânicos ocasionados 

pelo uso do ultrassom podem aumentar a difusão interna e por detritos, intensificando 

a transferência de massa [88] e promovendo maior penetração de solvente na matriz 

da amostra [24]. O aumento de compostos fenólicos extraídos da casca de romã no 

UAPLE pode estar relacionado apenas à turbulência associada ao fluxo acústico, ou 

simplesmente associada a vibrações mecânicas. 
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Tabela 8 - Rendimento de extração de compostos fenólicos de extratos da casca de 

romã usando diferentes potência de ultrassom e tamanho de partícula e cinco ciclos. 

  Rendimento de extração (mg/g bs) 

 Ciclo α-pun β-pun EA-hex EA POCF* 

0.68 mm 
0 W 

 

1 13.30 ± 1.09‡ 30.09 ± 0.93‡ 0.94 ± 0.02‡ 1.27 ± 0.04‡  53.83 ± 1.66‡  

2 2.63 ± 0.26†‡ 5.93 ± 0.82† 0.17 ± 0.02†‡ 0.21 ± 0.03† 10.27 ± 1.22†‡ 

3 0.45 ± 0.10†‡ 0.92 ± 0.17†‡ 0.00 ± 0.00‡ 0.02 ± 0.01†‡ 1.56 ± 0.31†‡ 

4 0.15 ± 0.12†‡ 0.25 ± 0.19†‡ 0.00 ± 0.00‡  0.00 ± 0.00‡  0.45 ± 0.35†‡ 

5 0.00 ± 0.00‡ 0.00 ± 0.00‡  0.00 ± 0.00‡ 0.00 ± 0.00  0.00 ± 0.00‡ 

Soma 16.53 ± 1.56‡   37.20 ± 2.11†‡   1.10 ± 0.04‡  1.50 ± 0.08†‡   66.12 ± 3.55†‡   

0.68 mm 
480 W 

 

1 12.80 ± 1.07‡ 29.65 ± 1.25‡ 0.95 ± 0.04‡  1.21 ± 0.07‡   53.02 ± 1.56‡ 

2 1.74 ± 0.29†‡ 4.08 ± 0.60†‡ 0.12 ± 0.03†‡ 0.10 ± 0.01†‡ 6.99 ± 1.12 †‡ 

3 0.06 ± 0.02†‡ 0.11 ± 0.05†‡ 0.00 ± 0.00‡ 0.00 ± 0.00†‡ 0.17 ± 0.08†‡ 

4 0.00 ± 0.00† 0.00 ± 0.00† 0.00 ± 0.00  0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00†  

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 ± 0.08† 60.18 ± 2.76†  

1.05 mm 
0 W 

 

1 6.34 ± 0.72†‡ 14.41 ± 1.69†‡ 0.46 ± 0.05†‡ 0.61 ± 0.06†‡ 26.15 ± 2.81†‡ 

2 3.38 ± 0.34‡ 7.30 ± 1.17 0.23 ± 0.03‡ 0.26 ± 0.06 13.29 ± 1.82‡  

3 2.15 ± 0.45†‡ 4.63 ± 0.93†‡ 0.13 ± 0.03†‡ 0.14 ± 0.05†‡ 8.26 ± 1.62†‡ 

4 1.50 ± 0.10†‡ 3.19 ± 0.39†‡ 0.08 ± 0.01†‡ 0.07 ± 0.02†‡ 5.64 ± 0.61†‡ 

5 0.62 ± 0.26†‡ 1.18 ± 0.43†‡ 0.02 ± 0.02†‡ 0.00 ± 0.00 2.12 ± 0.82‡ 

Soma 13.98 ± 1.87‡ 30.71 ± 4.62‡  0.93 ± 0.14†‡ 1.09 ± 0.18†‡  55.45 ± 7.70‡    

1.05 mm 
480 W 

 

1 10.70 ± 1.06†‡ 24.01 ± 2.77†‡ 0.78 ± 0.06†‡ 0.92 ± 0.15†‡ 43.79 ± 4.24†‡ 

2 3.49 ± 0.48‡ 8.09 ± 1.34‡ 0.25 ± 0.03‡ 0.31 ± 0.07‡ 14.28 ± 2.13‡ 

3 0.89 ± 0.30†‡ 2.18 ± 0.87†‡ 0.05 ± 0.03†‡ 0.06 ± 0.04†‡ 3.66 ± 1.33†‡ 

4 0.29 ± 0.26† 0.45 ± 0.38† 0.00 ± 0.00† 0.00 ± 0.00† 0.80 ± 0.70† 

5 0.00 ± 0.00† 0.00 ± 0.00†  0.00 ± 0.00† 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00† 

Soma 15.37 ± 2.10 34.72 ± 5.35    1.08 ± 0.13† 1.35 ± 0.27†   62.53 ± 8.40   

 
POCF: Soma de todos os compostos fenólicos extraídos da casca de romã; bs: amostra em base seca; †: indica 
diferença significativa entre as duas potências de ultrassom (0 e 480 W) em relação ao mesmo tamanho de 
partícula; ‡: indica diferença significativa entre os dois tamanhos de partícula (0.68 e 1.05 mm) em relação a 
mesma potência de ultrassom. 
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Figura 12 - POCF acumulado (mg/g bs) comparando o efeito do ultrassom, o tamanho das partículas e o número de ciclos. 

 
POCF: Soma de todos os compostos fenólicos extraídos da casca de romã; bs: amostra em base seca; Total: corresponde a quantidade total de compostos fenólicos extraída 
após os cinco ciclos em cada condição de extração estudada. As porcentagens descritas acima de cada barra mostram a relação entre as quantidades acumuladas de compostos 
fenólicos extraídas nos ciclos e o total extraído ao final dos cinco ciclos de extração. 
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Comparando a soma dos compostos fenólicos extraídos após cinco ciclos 

entre os tamanhos de partícula grande e pequena sem o uso de ultrassom, PCF e 

POCF foram estatisticamente diferentes. A soma foi maior em todos os casos com 

partículas pequenas. Em contraste, comparando a soma dos compostos fenólicos 

extraídos após cinco ciclos entre os tamanhos de partícula grande e pequena com o 

uso de ultrassom a 480 W, não houve diferença estatística. O uso de ultrassom pode 

ter compensado o efeito negativo do uso de partículas grandes no processo. Também 

é importante enfatizar que amostras pequenas causaram sérios problemas de 

entupimento, exigindo que a extração fosse interrompida e repetida várias vezes. 

Neste contexto, o uso de amostras com partículas grandes é aconselhável e, se 

possível, fazer uso do ultrassom, reduzindo o número de ciclos de extração 

necessários para atingir rendimentos semelhantes de cinco a três ciclos. 

A maior eficiência do processo por ultrassom é atribuída à ruptura da célula 

que leva a uma maior acessibilidade do solvente para as estruturas internas das 

partículas. A Figura 13 mostra as imagens obtidas por microscopia eletrônica de 

varredura da casca de romã (1.05 mm de diâmetro de partícula médio) apenas 

desidratada; após o processo de extração com PLE a 10 MPa e UAPLE a 10 MPa e 

poder de ultrassom de 480 W, com ampliação da imagem x500 (50 µm) e x1000 (10 

µm).  

A correlação entre os mecanismos físicos de ultrassom e o aumento dos 

rendimentos de extração ainda é um desafio científico. Tem sido sugerido que o 

ultrassom afeta o processo de extração através de uma combinação de diferentes 

mecanismos, incluindo erosão, sonoporação, forças de cisalhamento, fragmentação, 

efeito capilar e detexturação, possivelmente de forma sequencial [27]. Estes efeitos 

podem ser observados dependendo dos parâmetros de extração e da natureza da 

matriz da planta.  

Na Figura 13, é possível notar a detexturação da estrutura da matéria-

prima após o tratamento com ultrassom, bem como evidências de forças de 

cisalhamento e erosão que afetam a matriz da matéria-prima, incluindo trincas e 

estruturas quebradas. Amostras submetidas ao ultrassom apresentam estruturas 

mais fragmentadas e com conformações irregulares, quando comparadas às 

matérias-primas em que o ultrassom não foi utilizado. Como pode ser visto, o 

ultrassom teve um efeito significativo na matriz da amostra, modificando suas 

características físicas. Por outro lado, o ultrassom aplicado em baixa pressão também 
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pode promover um intenso efeito de mistura associado à propagação de ondas 

ultrassônicas, o que pode acelerar a taxa de transferência de massa de analitos da 

matriz da amostra para o solvente. No entanto, uma vez que a amostra é embalada 

dentro de uma célula de extração e submetida a alta pressão, é improvável que uma 

mistura extensa esteja ocorrendo durante a UAPLE e, portanto, os efeitos físicos 

podem ser mais importantes do que a mistura. 

Por fim, para acessar a repetibilidade do processo, cinco extrações com 

três ciclos sequenciais foram realizadas em três dias consecutivos. Os resultados 

indicaram uma excelente repetibilidade, com variação média menor que 1% para 

todos os compostos fenólicos presentes na amostra. 
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Figura 13 - Imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura da casca de romã. 
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4. CONCLUSÕES 

Os resultados sugerem que é possível combinar duas técnicas de extração 

(PLE e UAE) para melhorar a extração de compostos fenólicos de cascas de romã. 

Os resultados indicaram que vários fatores, como solvente, temperatura, potência de 

ultrassom, tamanho de partícula e número de ciclos e sua interação afetam o processo 

de extração. Independentemente da temperatura, a água foi o solvente de extração 

que proporcionou o maior QPC e POCF, e à medida que o percentual de etanol 

aumentou, os rendimentos de extração de compostos fenólicos diminuíram. As 

temperaturas mais adequadas para a extração de POCF utilizando água foram de 70 

a 80 °C. Em geral, 100 °C não foi adequado para extração de PCF e POCF, uma vez 

que os menores rendimentos de extração foram observados. O tamanho das 

partículas foi um fator importante na determinação do grau de influência da aplicação 

do ultrassom para auxiliar no processo de extração.  

A potência do ultrassom não teve efeito sobre a extração de PCF e POCF 

de partículas pequenas. Em contraste, o efeito foi evidente e positivo aplicando-se 

potências de 480 e 640 W em partículas grandes. É importante enfatizar que, embora 

os rendimentos de extração mais elevados tenham sido observados usando partículas 

pequenas, o entupimento das linhas do equipamento foi frequente e constantemente 

o processo de extração foi abortado e repetido. 

A extração com ultrassom foi mais rápida (exigiu um ciclo a menos) para 

ambos os tamanhos de partículas. No entanto, POCF acumulado com partículas 

pequenas usando ultrassom foi menor do que sem ultrassom, e POCF acumulado 

com partículas grandes usando ultrassom foi o mesmo que sem ultrassom. O uso de 

ultrassom pode ter compensado o efeito negativo do uso de partículas grandes no 

processo. A maior eficiência do processo por ultrassom é atribuída à ruptura da célula 

que leva a uma maior acessibilidade do solvente para as estruturas internas das 

partículas. Utilizando amostras grandes, as melhores condições de extração foram 

obtidas com solvente de extração de água, temperatura de extração de 70 °C, 

potência ultrassônica 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 

extração de compostos fenólicos de cascas de romã, pois permite a substituição de 

um solvente orgânico por água e reduz o tempo de extração utilizando uma 

temperatura relativamente baixa e evitando problemas de entupimento. Sem dúvida, 
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estes resultados sugerem um enorme potencial para separações de pequena escala, 

como quando usadas como técnicas de preparação de amostras para a análise de 

pequenas moléculas em produtos naturais ou em escala preparativa para a extração 

de vários miligramas de compostos alvo. 

É possível considerar a UAPLE em escala industrial, mas os processos 

industriais de alta pressão podem ser desafiadores e os principais fatores envolvidos 

são a quantidade de produto a ser extraído e seu preço de venda. Para superar as 

limitações das sondas ultrassônicas de pequeno volume, é possível combinar vários 

sistemas semi-contínuos menores operando em sequência, permitindo uma saída 

contínua do produto e, portanto, reduzindo os custos envolvidos no processo. Essa 

estratégia pode ser útil especialmente no caso de processos que envolvam matérias-

primas de baixo custo, como resíduos agroindustriais e pequenas quantidades de 

produtos de alto valor agregado, como compostos bioativos que podem ser usados 

como agentes terapêuticos. No entanto, cada processo deve ser estudado 

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

Avaliação do efeito biológico de extratos aquosos e 

etanólicos em células tumorais de monócitos humanos 

(THP-1) 
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CAPITULO III  

Avaliação do efeito biológico de extratos aquosos e etanólicos em células 

tumorais de monócitos humanos (THP-1) 

1. INTRODUÇÃO 

A romã é uma antiga planta nativa do Oriente Médio e alguns países 

asiáticos que foram utilizados na medicina herbal tradicional por muitas culturas [89]. 

Entre os anos de 2005 a 2015, 36 estudos mostraram que a romã, bem como seu 

suco, extrato e óleo exercem propriedades anti-inflamatórias, antiproliferativa e 

modulam múltiplas vias sinalização, sugerindo seu uso como um agente 

quimiopreventivo e quimioterápico promissor [90]. 

Além disso, o suco de romã já foi descrito para conter também 

proantocianidinas, antocianinas (glicósidos de delfinidina, peonidina e cianidina) e 

glicosídeos de flavonóides, que também apresentaram alguns efeitos antiproliferativos 

[66][91][92]. O suco de romã também foi mais potente que os compostos fenólicos 

isolados, sugerindo um efeito sinérgico ou aditivo dos outros fitoquímicos presentes 

no suco de romã [92], como observado neste estudo. Esses estudos reforçam 

coletivamente a hipótese de que todo o complexo de produtos de romã possui maior 

potencial de atividade antiproliferativa e propanopática contra células cancerosas do 

que seus principais compostos ativos. 

A casca de romã é uma fonte natural que mostrou retardar a proliferação 

de células em várias linhas celulares de câncer humano sem causar toxicidade [93]. 

A característica de um agente terapêutico anticancerígeno promissor é a capacidade 

de qualquer composto quimioterapêutico inibir seletivamente a proliferação de células 

malignas, mas não normais [94]. As células tumorais geralmente perdem a 

capacidade de controlar a divisão celular, passando pelos pontos de controle do ciclo 

celular e resultando em um estado de proliferação descontrolada [95].  

Muitos compostos utilizados para a quimioterapia são baseados na 

capacidade desses compostos para retardar a progressão do ciclo celular, através de 

uma prisão do ciclo celular, resultando em comprometimento da taxa de proliferação 

celular e, consequentemente, diminui o crescimento tumoral [96]. Os efeitos de 

citotoxicidade dos agentes quimioterapêuticos e a resistência ao fármaco em câncer 
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ainda são um desafio [60]. A este respeito, muitos estudos foram realizados para 

incluir compostos naturais em estratégias terapêuticas [97][98][99]. 

Devido à polaridade dos compostos fenólicos presentes na casca de romã, 

os solventes mais usados nas extrações são a água ou suas misturas hidroalcoólicas 

[100][101][102]. O solvente escolhido para a extração determinará o perfil químico final 

do extrato, de modo que as concentrações relativa e absoluta dos compostos 

derivados também afetarão significativamente sua bioatividade [1]. Para o ácido 

elágico, o uso de um solvente moderadamente polar, como o metanol ou o etanol, 

deve aumentar a eficiência de extração e sua concentração no extrato final. No 

entanto, o uso de um solvente altamente polar, como a água, deve reduzir a eficiência 

de extração do ácido elágico e consequentemente sua concentração final. Essas 

tendências também se mantêm para outros componentes das cascas de romã que 

são mais solúveis ou menos solúveis dependendo do solvente de extração. 

Em relação à ação do extrato da casca de romã em células THP-1, a 

punicalagina foi identificada como componente ativo que pode atenuar em nível 

celular a inflamação induzida por partículas em suspensão presentes no ar poluído, 

ou seja, os efeitos protetores da punicalagina diminuíram o estresse oxidativo e as 

respostas inflamatórias induzidas pela poeira nociva no ar. Não só a punicalagina 

oferece efeitos antioxidantes e anti-inflamatórios por conta própria, mas seus 

metabólitos podem fornecer efeitos similares no corpo [55]. Considerando a 

importância do solvente de extração na composição do extrato e potencialmente sua 

influência na atividade biológica, o objetivo deste trabalho foi acessar a bioatividade 

de diferentes extratos de cascas de romã contra células leucêmicas de THP-1 e 

determinar sua relação com a perfil químico. 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

Meio de cultura RPMI-1640, L-Glutamina (200 mM), 

Penicilina/Estreptomicina (10.000 U/mL and 10.000 μg/mL, respectivamente), Soro 

Fetal Bovino (SFB) e iodeto de propídeo (1 mg/mL) foram adquiridos da Thermo Fisher 

Scientific (Carlsbad, CA, EUA). Triton X-100, NaCl, KCl, Na2HPO47H2O, KH2PO4 

foram adquiridos da Amresco (Solon, OH, EUA). RNAse foi adquirida da Sigma Aldrich 

(St. Louis, MO, EUA). A linhagem celular de monócitos humanos (THP-1), derivada 

de um paciente com leucemia monocítica aguda, foi adquirida no laboratório 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 μg/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 3x105 células por 

poço em placas de 24 poços e crescidas durante 24 horas em meio de cultura regular. 

As células foram tratadas com um volume fixo de 18 μL de cada extrato Água [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 diluída nos solventes específicos 

utilizando, por exemplo [extrato A]: 9 μL de A + 9 μL de água, para ajustar o volume 

de tratamento em 18 μL. O volume fixo de 18 μL foi definido para evitar que a 

concentração final de etanol no poço ultrapassasse 1.25%. Após o período de 

tratamento, foram coletados 400 μL de suspensão celular e o perfil do ciclo celular foi 

analisado por citometria de fluxo. 

     2.3. Análise do DNA fragmentado e ciclo celular por citometria  

A distribuição do ciclo celular e a porcentagem de DNA fragmentado foram 

avaliadas medindo o conteúdo de DNA por citometria de fluxo, seguindo o protocolo 

de marcação com iodeto de propídio. Após o período de tratamento, as células foram 

colhidas e lavadas com solução salina tamponada de fosfato. As células foram fixadas 

com etanol frio (70%) no banho de gelo durante 30 minutos e depois coradas com 20 

μg/mL de iodeto de propídio diluído em SFB contendo 10 μg/mL de RNAse A e 0.1% 

de Triton X-100 à temperatura ambiente por 30 minutos no escuro. Em seguida, as 

células coradas foram analisadas no citômetro de fluxo BD Accuri™ C6 (BD 

Biosciences, San Jose, CA, EUA), utilizou-se FL-2A para avaliar o conteúdo de DNA 

das células e 10.000 eventos foram registrados por amostra. Cada experimento foi 

realizado em triplicata, e três repetições biológicas independentes foram analisadas 

para realizar as análises estatísticas. 
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2.4. Extrações por UAPLE 

As extrações UAPLE de compostos fenólicos presentes na casca de romã 

foram realizadas no sistema de extração EXTRACT-US de acordo com o descrito na 

seção 2.2 do Capítulo II deste projeto. Foi utilizado um grama de matéria-prima, 

potência de ultrassom a 400 W, frequência a 19 kHz, fluxo a 3 mL/min, pressão em 

100 bar, temperatura a 70 °C e solventes de extração A, B, C e D. 

2.5. Análise estatística 

Foram realizados três experimentos independentes com células de 

diferentes lotes. Todos os valores foram expressos como média ± desvio padrão. 

Diferentes tratamentos foram comparados por One-Way ANOVA seguido de teste 

post-hoc Tukey. As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software 

SigmaStat versão 3.5 para Windows (Systat Software, Inc., Point Richmond, CA). As 

diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando as 

probabilidades eram menores que 0.05 (p<0.05).  

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. O perfil dos compostos fenólicos extraídos foi significativamente 

influenciado pelo uso de diferentes solventes 

De acordo com a Tabela 9, notou-se que alguns compostos não estavam 

presentes em todos os extratos e diferenças significativas foram observadas na 

concentração daqueles que estavam presentes. Os picos não 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 diferença entre os extratos foi a 

concentração relativa dos compostos extraídos. As concentrações mais altas de α-

pun e β-pun foram obervadas no extrato A. As concentrações mais altas de AE-hex e 

AE foram observadas nos extratos B e C. 

Ao considerar apenas a somatória total da concentração de α-pun, β-pun, 

AE-hex e AE (Principais Compostos Fenólicos, PCF), a água foi o solvente que 

proporcionou o maior rendimento de extração (1920.02 ± 69.76 mg/L). Em contraste, 

ao considerar todos os compostos fenólicos detectados, etanol 30% foi capaz de 

extrair a maior quantidade de compostos fenólicos, POCF, (2581.50 ± 129.67 mg/L) 

como mostrado na Tabela 9. Quanto maior a polaridade do solvente de extração, 
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maior a concentração de punicalagina e derivados nos extratos. As maiores 

concentrações 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 romã alteram a 

progressão do ciclo celular de células THP-1  

As células THP-1 foram tratadas com os extratos obtidos durante 48 horas 

e a distribuição do ciclo celular foi avaliada após a coloração com iodeto de propídio 

(PI). Posteriormente, as células foram analisadas por citometria de fluxo usando o 

protocolo para rotular o DNA com iodeto de propídio e foram avaliados os efeitos 

biológicos na progressão do ciclo celular das células leucêmicas. A escolha do 

solvente de extração é crítica e determina o perfil químico do extrato, como as 

concentrações absolutas e relativas dos compostos extraídos. Nossos resultados 

sugerem que, na gama de solventes testados (água e misturas com etanol), que são 

bastante polares, a principal diferença no extrato está relacionada à concentração dos 

principais compostos extraídos.  

Foi observado que os extratos da casca de romã induziram o encerramento 

do ciclo celular. Este resultado pode ser relacionado com a quantidade de PCF em 

cada extrato. As punicalaginas estão presentes em maior concentração no extrato 

produzido com o solvente A do que o extrato produzido com o solvente D. Para 

verificar se esta diferença da concentração de punicalagina resultaria em diferenças 

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 tóxico para a célula. Idealmente, portanto, ao avaliar as 

propriedades funcionais dos extratos vegetais, o mesmo solvente deve ser usado 

como controle. Por conseguinte, as células THP-1 de monócitos leucêmicos foram 

tratadas utilizando o mesmo volume de todos os extratos e o volume de tratamento foi 

definido com base na concentração de etanol no poço da placa, que não poderia 

exceder 1.25%. Os testes de toxicidade do etanol em células THP-1 mostraram que 

esta concentração de 1.25% não causou alterações na progressão 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 - Concentração (mg/L) dos compostos detectados por HPLC em extratos 

obtidos a partir da casca de romã usando diferentes solventes. 

*PCF: soma dos quatro compostos principais (α-pun, β-pun, AE-hex e AE); POCF: Soma de todos os compostos 
fenólicos extraídos da casca de romã; MPOCF: Média de POCF de todas as temperaturas no mesmo solvente; 
Resultados expressos como média ± desvio padrão (DP); Resultados com letras iguais indicam que não há 
diferença significativa entre as concentrações dos compostos estudados, a 5% de significância, de acordo com o 
teste de Tukey. 

A Figura 14 apresenta o ciclo celular das células após 48 horas de 

tratamento A-I (18 μL de água); tratamento A-II (18 μL de extrato A); tratamento A-III 

(9 μL de extrato A + 9 μL de água); D-I (18 μL de etanol 70%); tratamento D-II (18 μL 

de extrato D); tratamento D-III (9 μL de extrato D + 9 μL de etanol 70%). Os dados são 

representativos de três experiências independentes.  

 Concentração (mg/L) 

Composto Água EtOH 30% EtOH 50% EtOH 70% 

α-pun 562.26 ± 47.14A 477.37 ± 26.41B 318.67 ± 31.90C 259.09 ± 19.71C 

β-pun 1251.13 ± 22.21A 1112.63 ± 54.89B 634.87 ± 37.36C 506.55 ± 4.68D 

AE-hex 40.25 ± 0.20B 49.68 ± 0.18A 48.49 ± 0.36A 36.25 ± 1.57C 

AE 66.38 ± 0.21C 93.01 ± 0.61A 91.10 ± 0.20AB 88.87 ± 2.90B 

PCF 1920.02 ± 69.76A 1732.69 ± 82.09B 1093.13 ± 69.82C 890.76 ± 28.86D 

POCF 2283.94 ± 80.43B 2581.50 ± 129.67A 1571.78 ± 101.87C 1095.13 ± 42.54D 
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Figura 14 - Ciclo celular após tratamento com extratos A e D. 

 

Resultados marcados com o asterisco indicam que há diferença significativa entre as proporções de células na fase S, a 5% de significância, 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 duplicação do DNA), variou conforme os tratamentos. O 

tratamento A-II teve um aumento significativo na porcentagem de células na fase S 

quando comparado ao tratamento A-I, de 38.28%. Este efeito corrobora estudos sobre 

o tratamento de células leucêmicas com suco de romã [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 romã obtido por outro método de 

extração e usando uma linha celular diferente (K562) [56]. A fase S é um dos alvos de 

vários fármacos anticancerosos para reduzir a proliferação de células tumorais, como 

metotrexato, pralatrexato, 7-hidroxistaurosporina (UCN-01), etoposido e muitos outros 

[103][104][105]. Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas na 

fase S entre os tratamentos A-I e A-III.  

Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas na 

porcentagem de células na fase S entre os tratamentos D-I, D-II e D-III, o que pode 

estar relacionado com a baixa quantidade de compostos fenólicos 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 

são os compostos fenólicos da romã mais responsáveis por alterar o ciclo celular [58]. 

 

3.3. Os tratamentos com extratos de romã 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 

μL do solventes de extração específico (amostra controle); a segunda barra 

representa as células tratadas com 18 μL do extrato específico (A, B, C ou D); e a 

terceira barra representa as células tratadas com 9 μL do extrato específico (A, B, C 

ou D) e mais 9 μL do solventes de extração específico.  

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 comparação 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 fenólicos presentes na casca de romã, que não foram 

identificados ou quantificados nesse projeto. 

O aumento de células com DNA fragmentado indica indução de apoptose 

(morte celular de resposta precoce), sendo um marcador útil para prever a resposta 

tumoral ao tratamento anticancerígeno [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 romã resultou na fragmentação apoptótica do DNA e na supressão do 

crescimento [93]. Assim, nossos dados revelaram que o aumento da porcentagem de 

células com DNA fragmentado pode estar relacionado à concentração de compostos 

fenólicos totais presentes nos extratos da casca de romã e também a outros 

compostos.  

 

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

 
Resultados marcados com o asterisco indicam que há diferença significativa entre as proporções de fragmentos 
de DNA, a 5% de significância, de acordo com o teste de Tukey. 

 



76 

 

 

4. CONCLUSÕES 

A quantidade e a composição dos compostos fenólicos obtidos foram 

significativamente influenciadas pelo uso de diferentes solventes, bem como a 

resposta biológica. Os resultados sugerem que a presença dos quatro compostos 

fenólicos predominantes (α-pun, β-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 responsáveis pelo acúmulo de células na fase S. O 

aumento na porcentagem de células com DNA fragmentado foi relacionado à 

concentração de POCF presentes no extrato da casca de romã. Embora este trabalho 

tenha sido realizado usando cultura celular, experiências in vitro podem ser uma 

valiosa ferramenta de triagem para estudos futuros em animais e humanos, avaliando 

o uso da casca de romã no tratamento e/ou prevenção de leucemias. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

No Capítulo I, todas as variáveis em estudo (temperatura, frequência de 

ultrassom e modo de operação) tiveram efeito significativo na extração de compostos 

fenólicos (α-pun, β-pun e AE) da casca de romã, bem como sobre FT e X0 no processo 

de extração UAE. Temperaturas em torno de 50 e 70 °C, frequência de 37 kHz e 

modos de operação normal e pulsos, foram as condições que forneceram os melhores 

rendimentos de compostos fenólicos. Altos valores nos rendimentos dos compostos 

fenólicos, fenólicos totais e rendimento global de extrato foram obtidos em muitas 

condições estudadas, por exemplo a 60 °C, 37 kHz e modo contínuo, foram obtidos 

43.20 ± 0.50 mg de compostos fenólicos/g de amostra seca (bs), 154.34 ± 16.21 mg 

de equivalentes de ácido gálico (EAG)/g bs de FT (fenólicos totais) e rendimento global 

de extrato de 59%. Para a extração de compostos fenólicos da casca de romã em 

UAE, sugere-se o uso de frequência de 37 kHz ao invés de 80 kHz, pois a força de 

implosão e cisalhamento das bolhas no processo de extração podem ser maiores, 

resultando em temperaturas e pressões mais altas na zona de cavitação. Na maioria 

dos casos estudados os resultados obtidos com o uso do modo de operação sweep 

não foi adequado (ao invés do uso dos modos pulsos e contínuo), possivelmente 

devido ao efeito negativo da cavitação e da dinâmica da bolha. Os resultados 

indicaram que a extração a baixa pressão e com ultrassom (UAE) utilizando solvente 

etanol 70% (v:v) é uma técnica adequada e segura para a recuperação de compostos 

fenólicos da casca de romã. 

No Capítulo II, observou-se que é possível combinar duas técnicas de 

extração (PLE e UAE) e que os fatores: solvente, temperatura, potência de ultrassom, 

tamanho de partícula, número de ciclos e interação entre tais fatores afetam o 

processo de extração no processo de extração UAPLE. O solvente de extração água 

e temperaturas de 70 a 80 °C proporcionaram maior POCF. A potência do ultrassom 

não teve efeito sobre a extração de PCF e POCF usando partículas pequenas. Em 

contraste, o efeito foi evidente e positivo ao aplicar potências de 480 e 640 W em 

partículas grandes. Utilizando partículas grandes, as melhores condições de extração 

foram obtidas com solvente de extração água, temperatura de extração a 70 °C, 

potência ultrassônica 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 extração de compostos 

fenólicos de cascas de romã, pois permite a substituição de solventes orgânicos por 
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água e reduz o tempo de extração utilizando temperaturas relativamente baixas e 

evitando problemas de entupimento.  

No Capítulo III, ao considerar a somatória total da concentração de α-pun, 

β-pun, AE-hex e AE, a água foi o solvente que proporcionou o maior rendimento de 

extração (1920.02 ± 69.76 mg/L). Em contraste, ao considerar todos os compostos 

fenólicos detectados, etanol 30% foi capaz de extrair a maior quantidade de 

compostos fenólicos, POCF, (2581.50 ± 129.67 mg/L). Foi observado que os extratos 

da casca de romã induziram o encerramento do ciclo celular. Este resultado pode ser 

relacionado com as concentrações 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 comparação 

com amostras controle. O aumento da porcentagem de células com DNA fragmentado 

pode estar relacionado à concentração de compostos fenólicos totais presentes nos 

extratos da casca de romã e também a outros compostos.  
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