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RESUMO

Espécies do género Pfaffia (Amaranthaceae) tém sido comercializadas como
substitutas para Panax (ginseng, Araliaceae) e em funcao da morfologia similar de suas
raizes sdo popularmente conhecidas como ginseng brasileiro. Dentre as espécies de
Pfaffia conhecidas, a Pfaffia glomerata é a mais importante, uma vez que esta é a Unica
que possui 0 composto B-ecdisona, o qual representa a saponina de maior interesse desta
planta, devido a seus efeitos terapéuticos. Atualmente, capsulas contendo extratos de P.
glomerata sao comercializadas sob indicacdo de auxiliar da meméria e ténico. Além
destas indicagdes, as raizes desta planta apresentam teores expressivos de saponinas
(10-17%), o que faz com que o extrato das raizes de P. glomerata apresente um grande
potencial para aplicagcdo como emulsificante/surfactante. Comercialmente, extratos de P.
glomerata sdo obtidos por percolagdo em leito fixo, no entanto, com baixos rendimentos.
O objetivo deste estudo foi obter um extrato de ginseng brasileiro (P. glomerata) rico em
saponinas empregando o processo de extragao por percolagao a baixa pressao, o qual é
um processo de extracao ja estabelecido comercialmente, sob a assisténcia do ultrassom,
que vem se destacando como uma técnica emergente na melhoria de processos de
extracdo. Deste modo, as variaveis resposta estudadas foram o rendimento global de
extragdo (Xo) e as propriedades emulsificantes/surfactantes dos extratos obtidos: Indice

de emulsificacdo (E»4) e reducado da tensao superficial da agua (RTSA); os parametros
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avaliados foram: método de extracao (percolagéo, PE; percolagao assistida por ultrassom
durante toda extragdo, PEU; percolagdo assistida por ultrassom durante o inicio da
extracao, PEUI e percolagao assistida por ultrassom com pulsos, PEUP), temperatura (40
e 60°C) e solventes (agua; etanol:agua [35:65, v/v]; etanol:agua [70:30, v/v],
isopropanol:agua [35:65, v/v] e isopropanol:agua [70:30, v/v]). As condigbes de extragao
qgue proporcionaram maiores valores de Xq (62,8%), Ezs (54,4%) e RTSA (36,3%) foram
agua, 60°C, PEUP; isopropanol:agua (70:30, v/v), 60°C, PEUP e isopropanol:agua (70:30,
v/v), 60°C, PEUI, respectivamente. Estas condi¢des foram selecionadas para estudo
cinético e obtencdo de parametros cinéticos ajustados que mostraram que, quando agua
foi empregada como solvente de extragdo sob ultrassom, obteve-se a maior recuperagéao
de extrato com menor tcer (periodo de taxa de extracao constante). Portanto, a condicao
de extracdo com agua, 60°C, PE, representa a condi¢do 6tima em termos de rendimento.
Ainda, realizou-se a quantificacdo do teor de B-ecdisona nos extratos obtidos nas
cinéticas, onde obteve-se ~11-14% (base seca) de B-ecdisona nos exiratos das raizes de
P. glomerata. A condi¢do de extracdo que proporcionou os extratos com maior teor de B-
ecdisona foi a isopropanol:agua (70:30), 60°C, PEUI, comprovando a maior seletividade
de extracdo da mistura de solventes isopropanol:agua (70:30, v/v), ja que este foi também
0 solvente que apresentou extratos com maiores propriedades surfactantes. Portanto,
pode-se concluir que ao final deste estudo, ao empregar o método de percolagao em leito
fixo assistida por ultrassom no inicio da extragdo utilizando isopropanol:agua (70:30)
como solvente de extragao a 60°C, obteve-se uma condi¢cdo de extragdo otimizada que
fornece extratos das raizes de P. glomerata com alta recuperacdo de compostos
bioativos.

Palavras- chave: Ginseng brasileiro, Pfaffia glomerata, saponinas, B- ecdisona, extragéo

dindmica a baixa pressao, ultrassom.
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ABSTRACT

Species of the genus Pfaffia (Amaranthaceae) have been commercialized as substitute to
Panax (ginseng, Araliaceae). Due to the similar morphology of its roots to those of
ginseng, they are popularly known as Brazilian ginseng. Among the species of Pfaffia, the
P. glomerata is the most important because it is the only one that contains B- ecdysone;
which is the most important saponin from this plant due their therapeutic effects.
Nowadays, capsules containing P. glomerata roots extracts are commercialized under
indication to of improving the memory and as a tonic. Besides these indications, the P.
glomerata roots exhibit expressive saponins content (10-17%); therefore, its extract can
potentially be used as an emulsifier/ surfactant. Commercially, P. glomerata roots extracts
are obtained by low-pressure solvent extraction in fixed bed extractors, however, with low
yields. The aim of this study was to obtain an extract from Brazilian ginseng roots (P.
glomerata) rich in saponins applying the process of low-pressure solvent extraction, which
is an extraction process commercially established, assisted by ultrasound ; ultrasound
assisted extraction is an emerging technique used to improve extraction process. The
effects of the following parameters were evaluated on the overall extraction yield (X,) and
surfactant properties (Emulsification index, E»4 and reduction of water surface tension,
RTSA) of P. glomerata roots extracts: extraction method (percolation, PE; ultrasound

assisted percolation during the entire process, PEU; ultrasound assisted percolation at the
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beginning of the process, PEUI and ultrasound assisted percolation with pulses, PEUP),
temperature (40 and 60°C) and extracting solvents (water, ethanol:water [35:65],
ethanol:water [70:30], isopropanol:water [35:65] and isopropanol:water [70:30]). The
extraction conditions that provided higher values to X, (water, 60°, PEUP), Ex
(isopropanol:water [70:30], 60°C, PEUP) and RTSA (isopropanol:water [70:30], 60°C,
PEUI) were selected for the kinetic study; the kinetic parameters were estimated fitting the
experimental data to a linear spline with 3 straight lines. The kinetic parameters showed
that when water was used as extracting solvent assisted by ultrasound, the higher extract
recovery was obtained with the shortest tcer (constant extraction rate period). Therefore,
the extraction condition with water, 60°C, PEUP is the optimum condition with respect to
the Xo. The content of B-ecdysone was evaluated on the extracts obtained from kinetic
study. The content of B-ecdysone in the P. glomerata roots extracts were ~ 11-14% (dry
base, d.b.). The extraction condition that provided the higher extraction of B-ecdysone was
that using isopropanol:water [70:30], 60°C, PEUI; the extracts with the best surfactant
properties were obtained in this extracting condition . Therefore, it was concluded that
applying ultrasound at the beginning of process using IsoC3;OH:water (70:30) as extracting
solvent at 60°C, was the optimized extraction condition to obtain extracts from P.

glomerata roots .

Keywords: Brazilian ginseng, P. glomerata, saponin, B-ecdysone, low pressure solvent

extraction, ultrasound.
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Introdugdo

1. INTRODUCAO

As raizes de Panax ginseng C. A. Meyer (Araliacea), conhecidas como ginseng
coreano, correspondem a uma das plantas mais utilizadas em todo mundo na medicina
popular. Diversos estudos ja foram reportados evidenciando sua composicao quimica,
toxicologia, farmacologia e propriedades terapéuticas, destacando seus efeitos positivos
sobre aprendizagem, meméria e capacidade fisica em animais e humanos, (VIGO et al.,
2004).

No Brasil, diversas espécies do género Pfaffia, pertencente a familia
Amaranthaceae, sdo comercializadas como ginseng brasileiro, as quais sao consideradas
substitutas do ginseng coreano (género Panax) devido a suas propriedades
farmacolodgicas similares (NETO et al., 2005). Dentre as espécies de Pfaffia, a P.
glomerata apresenta grande importancia medicinal e comercial, pois suas raizes
apresentam efeitos adaptégenos, ténicos e afrodisiaco. Estes efeitos sao atribuidos a
presenca de compostos bioativos como as saponinas, em especial ao composto B-
ecdisona, nas raizes da planta (FLORES et al., 2009). Além dos efeitos descritos acima,
as saponinas encontram aplicacéo industrial como surfactante e emulsificante naturais em
funcdo das caracteristicas hidrofilicas e hidrofobicas da sua molécula (OLESZEK e
HAMED, 2010).

Embora o ginseng brasileiro ja venha sendo comercializado devido a seus efeitos
sobre o0 aprendizado e a memoéria e esteja entre os maiores volumes de venda da
industria nacional de fitoterapicos, o potencial surfactante das saponinas presentes na sua
composicao ainda é pouco explorado. Comercialmente, o ginseng brasileiro é acessivel

sob a forma de capsulas contendo raizes em poO, misturadas ou ndao com extratos
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etandlicos desta planta obtidos por métodos convencionais — por exemplo, Soxhlet
(MATSUZAKI et al., 2003).

Métodos de extragédo solido-liquido, como a percolagéo, sdo largamente aplicados
para obtencdo de extratos vegetais por serem de facil operacdo e baixo custo de
instalacdo. A extracédo por percolacédo ainda possibilita a selegdo/controle da temperatura,
ndo exerce grandes efeitos mecénicos sobre a matriz sélida, uma vez que ndo ha
mobilidade do leito e ndo necessita de uma etapa de filtracdo posterior (VEGGI, 2009).
Porém, este método apresenta baixos rendimentos, o que pode ser contornado pelo uso
de agentes que melhorem a eficiéncia de extracdo, como é o caso da aplicacao de micro-
ondas, ultrassom, entre outros.

Os efeitos das ondas de ultrassom em processos extrativos tornam seu uso
atrativo para obtencao de extratos naturais com maiores rendimentos, pois promovem um
aumento da taxa de transferéncia de massa através da ruptura da parede celular e
consequente favorecimento da penetracdo do solvente na matriz vegetal e liberacdo do
extrato (TOMA et al., 2001). Esses efeitos sao resultado da cavitagdo provocada pelos
ciclos de expansao e contracdo da matéria causados durante a propagacado da onda
ultrassonica (VINATORU, 2001; TAKEUCHI et al., 2009).

Para paises em desenvolvimento, como o Brasil, agregar valor a matéria-prima
cultivada em territério nacional processando-a com uma tecnologia ecologicamente
correta representa a possibilidade de aumentar sua competitividade no mercado global de
produtos naturais. O estudo de plantas nativas e adaptaveis ao cultivo brasileiro
proporciona um conhecimento aplicavel ao desenvolvimento auto-sustentavel de
comunidades locais, além da exploracao da biodiversidade da flora nacional (MEIRELES,
2008).

Assim, tendo em vista as propriedades dos extratos de raizes de ginseng

brasileiro, estes podem ser largamente usados como ingredientes na industria de
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alimentos, cosmética e farmacéutica. Neste contexto, o estudo de diferentes métodos de
extracdo para obtencao de extratos com alta qualidade e que ndo gerem residuos tdxicos
€ promissor, pois as informagdes acerca dos processos extrativos de ginseng brasileiro

ainda sdo escassas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Obter extrato de raizes de ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata) rico em

saponinas empregando o processo de percolacao em leito fixo assistida por ultrassom.

2.2 Objetivos especificos

o Avaliar os efeitos do método de extragdo, da temperatura e do tipo de
solvente sobre o rendimento e as propriedades emulsificantes/surfactantes
dos extratos das raizes de P. glomerata;

o Avaliar possiveis efeitos sinérgicos entre os constituintes dos extratos das
raizes de P. glomerata  sobre as suas propriedades
emulsificantes/surfactantes;

o Realizar estudo cinético para obter parametros de processo otimizados em
relacio ao rendimento global de extragdo e propriedades
emulsificantes/surfactantes dos extratos das raizes de P. glomerata.

o Avaliar o teor de B-ecdisona nos extratos das raizes de P. glomerata

obtidos nas condi¢des de extracao estudadas nas cinéticas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Extracao a partir de matrizes vegetais

Ao longo dos ultimos anos, a populacdo tem demonstrado maior preocupagao em
relagdo a qualidade e seguranca de alimentos, regulamentos acerca dos niveis nutritivos
e de toxicidade relacionados aos alimentos e, com isso, tem aumentado o interesse por
produtos naturais. Ainda, outro fator associado, € a crenca de que tudo que € “natural”’ é
bom, o que promove o crescimento da industria de produtos naturais, principalmente para
aplicacoes na industria farmacéutica, de alimentos e perfumaria (LEAL et al., 2011).

Para o processo de recuperagado dos compostos bioativos presentes em produtos
naturais, a etapa de extracdo se destaca como uma das mais importantes. Existem, na
literatura, varias metodologias de obtencdo de extratos vegetais, utilizando varios
solventes, empregando ou nao altas pressoes e temperaturas ou até mesmo associando
metodologias no intuito de obter um ou mais extratos com perfil fitoquimico desejavel,
com alto rendimento e que ndo possua caracteristicas indesejaveis como a presenca de
compostos co-extraidos e a presenca residual de solventes (BRAGA, 2005).

Comumente, extratos vegetais ricos em compostos bioativos sdo obtidos por
métodos convencionais de extracdo solido-liquido, tais como Sohxlet, agitacao,
percolacdo em leito fixo, maceragdo, entre outros. Estas técnicas tradicionalmente
utilizadas para extracdo de compostos a partir de vegetais sdo, em sua maioria, baseadas
na escolha de um solvente apropriado e emprego de calor e/ou agitacdo para aumentar a
solubilidade dos analitos e as taxas de transferéncia de massa (POIROT et al., 2006; KIM,

et al., 2007).
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O rendimento da extragdo de compostos a partir de plantas € influenciado pelas
condicdbes em que o processo é realizado. A escolha do processo mais adequado
depende de parametros como temperatura, acdo mecanica (agitagdo) e tipo do solvente
empregado (TAKEUCHI et al., 2009). Além destes parametros de processo, ha os fatores
ligados a matriz vegetal que também influenciam na extragdo. A matriz vegetal apresenta
uma microestrutura complexa formada por células, espacos intracelulares, capilares e
poros. Adicionalmente, o rendimento de extracao também depende da estrutura molecular
do soluto, tamanho, localiza¢do e a interagdo com outros componentes. As caracteristicas
guimicas do solvente e a estrutura e composicao distintas de cada planta asseguram que
cada sistema matriz vegetal-solvente apresentem comportamento peculiar, o qual nao
pode ser facilmente previsto (VEGGI, 2009). Portanto, o estudo do comportamento de
cada sistema se faz relevante para a obtencado das substancias de interesse a partir de
matrizes vegetais.

A selecdo do solvente de extragcdo mais adequado ao processo que se pretende
desenvolver deve considerar caracteristicas como a seletividade e capacidade de
dissolver o soluto, assim como a tensao interfacial, viscosidade, estabilidade, reatividade,
toxicidade e custo. Em relacdo a toxicidade, a FDA (Food and Drugs Administration)
classifica os solventes em 3 classes, onde os solventes da Classe 3 séo aceitaveis em
alimentos com percentagens residuais baixas e os solventes da Classe 1 sdo inaceitaveis
em alimentos. Os solventes classificados como Classe 2, podem ser usados sob
condi¢cdes especificas e apresentam limitagoes para aplicagdo em produtos alimenticios e

farmacéuticos devido a toxicidade inerente (FDA, 2003)
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3.1.1 Extracao por percolacao em leito fixo

Dentre os métodos convencionais de extracdo comumente empregados, 0 por
percolacdao em leito fixo € um dos métodos mais utilizados para obtencao de compostos
bioativos em extratos liquidos (HANDA, 2008). Neste processo a matriz vegetal,
geralmente na forma de pd ou particulas finas, € empacotada no percolador e o solvente
escoa pelo leito penetrando na matriz vegetal carreando o extrato para fora da particula. A
percolacao também pode ser operada com recirculacdo do solvente através do leito para

diminuir o consumo de solvente. (SINGH, 2008; TAKEUCHI et al., 2009) (Figura 3.1).

Solvente

Matriz vegetal

OOOO
(@]
OOQO

O 0p 000

Extrato

Figura 3.1: Esquema de um extrator por percolagéo em leito fixo

A extracdo por percolacdo pode operar em modo batelada ou semi-continuo.
Como a matriz solida pode ser tratada como um pseudo-sistema binario contendo o soluto
(uma mistura de substancias) e o sélido inerte (uma mistura de celulose, lignina, amido,
entre outros), o equilibrio verdadeiro entre a matriz sélida e o solvente nunca é alcancado.

Ao invés disso, uma solugéo diluida é obtida e um equilibrio pratico € definido. Para a
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operagdo em batelada, o sélido permanece em contato com o liquido até que as
concentracdes de equilibrio pratico sejam atingidas (TAKEUCHI et al., 2009).

O processo de extracao por percolagédo € simples, de facil operacao e possui
como caracteristica o reduzido tratamento mecénico do material sélido devido a auséncia
de mobilidade do leito (LEAL et al.,, 2011). No entanto, a percolagdo, assim como 0s
demais métodos aplicados tradicionalmente na industria para obtencdo de compostos
bioativos a partir de matrizes vegetais sdo pouco eficientes, uma vez que muitas
toneladas de matéria-prima s&o necessarias para se obter alguns quilogramas dos
compostos de interesse e utilizam grandes quantidades de solventes, limitando assim a
compatibilidade ambiental da produgcdo. Além disso, requerem um longo tempo de
extracdo e, consequentemente, possuem um elevado custo econémico (POIROT et al.,
2006; KIM, et al., 2007).

Embora a extracdo seja uma das etapas mais importantes na maioria dos
processos de producdo de extratos vegetais, houve um progresso relativamente lento
nesta area nas ultimas décadas e, basicamente, os processos utilizados atualmente pela
industria estdo obsoletos, uma vez que nao houve esforcos sérios para o
desenvolvimento racional de sistemas de extragdo avangados na ultima década.
Entretanto, a perspectiva sobre estes processos estd mudando devido ao
desenvolvimento de tecnologias modernas, como a extracdo assistida por ultrassom ou
micro-ondas e extracdo com fluidos pressurizados, entre outras. Neste trabalho daremos

especial atencao aos processos de extracdo assistidos por ultrassom.

3.2 Extracao assistida por ultrassom

Recentemente, as técnicas de extracdo assistidas por ultrassom vém sendo

aplicadas na industria de alimentos para obtencao de diversos compostos bioativos como

10
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antioxidantes (SANTOS et al, 2010), 6leo essencial (BENELLI et al., 2010),

ginsenosideos (LUO et al., 2007), entre outros (TOMA et al., 2001).

3.2.1 Aspectos gerais da extracdo assistida por ultrassom

As ondas ultrassbnicas sdo ondas mecanicas cuja frequéncia € acima da
sensibilidade da audicdo humana, em torno de 20kHz (Figura 3.2). Como estas sado ondas
mecéanicas, necessitam de um meio fisico para se propagar como sélidos, liquidos e
gases (MULET et al.,, 2002). As ondas ultrassbnicas sao caracterizadas por alguns
parametros, como frequéncia, comprimento de onda, velocidade de propagagdo e
amplitude. A frequéncia (f) é definida como a quantidade de ciclos que ocorre em um
segundo e é medida em Hertz (1Hz = 1s™"). O comprimento da onda (L,) de ultrassom é
dado como o comprimento do espago pelo qual um ciclo ocorre e € expresso em
milimetros (mm). A velocidade de propagacédo da onda (v) é definida como sendo a
velocidade com que a onda se move através do meio e é dada pelo produto matematico

entre a frequéncia e o comprimento da onda (Equagéo 3.1) (HALLIDAY et al., 2012).

v (mm.ps™1) = f(MHz) X L,(mm) (Equacao 3.1)

A amplitude (A) mede a extensdo do movimento vibratério medido a partir da
posicao central até uma das extremidades. Este parametro esta diretamente associado a
intensidade do ultrassom e € o parametro utilizado para classificar as aplicagbes em
ultrassom de baixa intensidade (L/U- Low-Intesity Ultrasound) com menos de 1 W.cm? e
ultrassom de alta intensidade (HIU- High-Intensity Ultrasound) com 10-1000 W.cm®.
Ultrassom de alta intensidade é aplicado em altas frequéncias para modificar processos

11
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ou produtos através da ruptura de tecidos, enquanto que ultrassom de baixa intensidade é
utilizado para monitoramento da qualidade de processos e produtos (TAKEUCHI et al.,

2009).

Comprimento da onda

N O\ EANARRERIA
PN Y wvv

Amplitude

Infrassom l Som audivel ‘ Ultrassom
2 20 Frequéncia (kHz) I

Figura 3. 2: Ondas ultrass6nicas e suas propriedades

A melhoria da eficiéncia de extracdo de compostos organicos devido ao emprego
de ultrassom ¢é atribuida ao fenémeno de cavitagdo produzido no solvente pela passagem
de ondas ultrass6nicas (ROSTAGNO et al., 2009). Os efeitos causados pelas ondas
ultrassénicas na matéria sdo os ciclos de compressao e expansao durante a propagagao
da onda. A expansao leva a formagdo de bolhas de cavitacdo e o aumento da
temperatura e pressao causado pela compressao leva ao colapso da bolha, resultando
em uma “onda de choque” que passa através do solvente provocando um efeito mecanico
de agitacdo (WANG e WELLER, 2006; ROSTAGNO et al., 2009). Quando uma bolha
colapsa perto de uma superficie solida, formam-se jatos de solvente a alta velocidade
assimetricamente, provocando danos a estrutura celular, aumentando a penetracao do
solvente de extragdo para dentro da célula e aumentando a area de superficie de contato
entre a fase sélida e liquida. Este efeito associado a transferéncia de massa aumentada e
ao rompimento das células aumenta a liberagdo dos compostos intracelulares para o meio

(ROSTAGNO et al., 2009). Outro efeito deste tipo de onda sobre a estrutura do material

12
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sélido é que o ultrassom pode facilitar o inchamento e absor¢édo de solvente, causando
um aumento no tamanho dos poros da parede da célula. Este efeito auxilia o processo de
difusdo e também aumenta a transferéncia de massa (VINATORU, 2001).

Com a diminuicdo na pressao de vapor da mistura, ha um aumento na
intensidade de implosao, o que acarreta aumento da energia ultrassénica produzida pela
cavitacao. Embora as cavidades sejam formadas mais facilmente com um solvente que
tenha alta pressdo de vapor, baixa viscosidade e tensdo superficial, a intensidade de
cavitacao aumenta para solventes com baixa pressao de vapor, alta viscosidade e tensao
superficial (TAKEUCHI et al, 2009). A frequéncia do ultrassom exerce influéncia
significante sobre o rendimento e cinética de extracdo. Entretanto, esta influéncia é
dependente da estrutura do material e do composto a ser extraido (WANG e WELLER,
2006; TAKEUCHI et al., 2009).

A distribuicdo das ondas ultrassonicas dentro do extrator é também fator chave
no projeto de um extrator ultrassénico. O poder de ultrassom maximo & observado na
vizinhanga da superficie geradora das ondas de ultrassom e a intensidade diminui
abruptamente conforme a distancia da superficie radiante aumenta (WANG e WELLER,
2006).

A intensidade do ultrassom também € aumentada na presenca de particulas
solidas. A fim de evitar regides sem solidos na mistura para uma passagem preferencial
das ondas de ultrassom, geralmente é empregado um dispositivo de agitacao adicional
(VINATORU et al., 1997). Ainda, outro fator importante € o tempo de sonicacao aplicado,
uma vez que o excesso de sonicacao pode diminuir a qualidade do extrato obtido (WANG
e WELLER, 2006).

Os efeitos produzidos pelo ultrassom no processo de transferéncia de massa

estdo diretamente relacionados a intensidade aplicada. Altas intensidades de ultrassom

13
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aumentam o processo de transferéncia de massa por afetar a resisténcia interna e
externa da parede celular (TAKEUCHI et al., 2009).

Como em outros processos de extragédo, a temperatura e polaridade do solvente
influenciam no processo de extragcao usando ultrassom (TAKEUCHI et al., 2009). As
condicbes de operacdo do processo de extracdo podem ser alteradas quando se aplica
ultrassom, sendo que temperatura e pressdao podem ser diminuidas. Isso permite a
extracdo de compostos termolabeis, os quais seriam degradados quando extraidos
através de métodos convencionais, como Soxhlet. Entretanto, € preciso controlar a
temperatura da extracédo assistida por ultrassom, pois a sonicagdo causa aquecimento no
sistema (WANG e WELLER, 2006).

Toma et al. (2001), sumarizam a intensificacdo da transferéncia de massa,
ruptura celular e aumento na capacidade de penetracdo do solvente nas células como
principais beneficios da extragdo assistida por ultrassom. Do ponto de vista econémico, a
aplicacdo de extracbes assistidas por ultrassom apresenta vantagens por ter baixo custo
e operagao simples e requerer menor tempo de extragdo (WANG e WELLER, 2006;
TAKEUCHI et al., 2009).

Entre os sistemas de ultrassom usados, 0 mais comum é o banho ultrassénico, o
qual surgiu inicialmente para fins de limpeza e é equipado com um transdutor submerso
em um tanque convencional (Figura 3.3). Embora este seja um método simples e de facil
utilizacdo, apresenta como desvantagem o aquecimento do fluido que circunda o
recipiente contendo a mistura soélido-liquido. A falta de uniformidade na distribuicdo da
energia ultrassdnica e diminuicdo da poténcia com o tempo também sdo importantes

desvantagens (TAKEUCHI et al., 2009).
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Tanque em

aco inox ——| Matriz vegetal e

L solvente

Agua —>

[ Transdutor

Figura 3. 3: Esquema de extracdo em banho ultrassénico

A producdo de cavitacdo também pode ser realizada por sonicacdo direta,
através da insercdo de um dispositivo que gera as ondas ultrassonicas diretamente em
contato com a mistura que esta sendo processada (Figura 3.4). Sistemas com sonda sao
geralmente usados em laborat6rio, com capacidade de agir diretamente na mistura solido-
liquido. A vantagem das sondas em relacdo aos banhos de ultrassom é a energia

localizada e uma melhor distribuicdo das ondas que promove uma cavitacdo mais

eficiente no liquido (VINATORU, 2001; TAKEUCHI et al., 2009).

«—TermOmetro

Sonda de
ultrassom

Agitador

Manta aquecimento/

Matriz vegetal resfriamento

e solvente

Figura 3. 4: Esquema de extrator com sonda ultrass6nica
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3.3 Matéria-prima vegetal

3.3.1 Ginseng brasileiro

Plantas medicinais tém sido usadas como alternativa no tratamento de diversas
doencas ha muitos anos, embora os mecanismos de acdo nao sejam bem
compreendidos. Para que seus efeitos sejam elucidados, os extratos de varias plantas
tém sido estudados a fim de avaliar as propriedades terapéuticas atribuidas pela medicina
popular (SILVA, 2008).

Dentre as diversas espécies de plantas medicinais ha o ginseng, o qual pertence
ao género Panax e é usado ha milhares de anos em paises asiaticos como medicamento
de cura e tonico (WU et al., 2005). O Panax ginseng C. A. Meyer, (popularmente chamado
de ginseng asiatico, chinés ou coerano) e o Panax quinquefolius L. (também conhecido
como ginseng americano) sao as espécies de ginseng mais populares. Ha ainda o Panax
notoginseng (Burk.) F. H. Chen, o Panax japanicus C.A. Meyer (ginseng japonés) e o
Panax vietnamensis Ha et Grushv. (ginseng vietnamita). Todas as espécies sao muito
parecidas, pertencentes a familia Araliaceae, cujos rizomas e raizes sao utilizados em
preparacdes na medicina popular (RATES e GOSMANN, 2002; Ql et al., 2011).

Tradicionalmente, sao utilizadas as raizes do ginseng e encontram-se
disponiveis na forma branca ou vermelha, onde a primeira é obtida por secagem com ar
apos a colheita e a outra € obtida por secagem a quente (Ql et al.,, 2011). Os principios
ativos mais importantes do ginseng sao as saponinas, as quais exercem inumeros efeitos
sobre o sistema imunolégico e estresse (LEAL et al., 2010).

No Brasil, diversas espécies do género Pfaffia, pertencentes a familia

Amaranthaceae sdo comercializadas como substitutas para o ginseng (Panax ssp,
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Araliaceae) devido a semelhanga na morfologia das raizes destas espécies e de o0s
efeitos adaptdgenos atribuidos a elas, isto €, ambas contém substancias que aumentam a
resisténcia inespecifica, permitindo ao organismo uma maior adaptacdo aos esforgos
fisicos e mentais. Em funcado disso, as plantas do género Pfaffia sdo chamadas de
ginseng brasileiro (MAGALHAES, 2000; NETO et al., 2005; ZIMMER et al., 2006).

Dentre as espécies de ginseng brasileiro, as principais sdo Pfaffia paniculata
(Mart.) Kuntze e Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen (Figura 3.5), encontradas
principalmente nos estados de S&do Paulo, Mato Grosso, Parana e Goias (FREITAS et al.,
2004). Os produtos sao, geralmente, rotulados como P. paniculata, P. glomerata ou
ginseng brasileiro e as indicagbes fornecidas pelos fabricantes s&o: “revigorante,
regenerador celular, indicado para esgotamento fisico e mental e falta de memaria” ou
‘indicado como auxiliar no tratamento de irregularidades circulatérias, estresse, anemia,
diabetes...”(RATES e GOSMANN, 2002). No entanto, muitas destas alegacdes carecem
de comprovagéo cientifica.

Em funcdo da sua importancia na medicina popular, grande parte dos estudos
que envolvem o ginseng brasileiro (P. glomerata) tem como objetivo elucidar os efeitos
farmacoldgicos dos extratos desta planta. Grupos de pesquisa em todo o mundo tém
demonstrado que os extratos possuem potencial para o tratamento de inflamacoes
cronicas (NETO et al., 2005); sobre o sistema gastrointestinal de ratos protegendo a
mucosa gastrica, diminuindo o niumero de lesdes, agindo no aumento do pH do duodeno
e reduzindo as secrecdes gastricas (FREITAS et al., 2004); atividade hipoglicemiante
(SANCHES et al., 2001); atividade antinociceptiva (FREITAS et al., 2009), atividade anti-
microbiana contra Leishmania braziliensis (NETO et al., 2004); atividade anti-oxidante

(SOUZA et al., 2005) e efeitos sobre melanogénese (NAKAMURA et al., 2010).
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Figura 3.5: Gingeng brasileiro (Pfaffia glomerata): (a) partes aéreas (Fotografia tirada no
campo experimental do CPQBA, Campinas, SP); (b) raizes

Os principais constituintes ativos das raizes de P. glomerata sao as saponinas,
as quais ja foram identificadas por diferentes autores em diversos estudos. Segundo
Shiobara et al. (1993), a ecdisterona, também chamada de B-ecdisona (CAS n° 8047-15-
2) é caracterizada como a principal saponina presente nas raizes de P. glomerata. Mais
recentemente, Nakamura et al. (2010) identificaram 6 novos constituintes e 8 ja

conhecidos, dentre os quais a B-ecdisona apareceu em maior quantidade (Figura 3.6).
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Figura 3.6: Compostos isolados e identificados a partir do extrato metandlico das raizes
de ginseng brasileiro (P. glomerata). Fonte: NAKAMURA et al. (2010)

Devido aos resultados positivos obtidos em estudos acerca da P. glomerata, ha
uma crescente demanda de raizes desta planta para servir como material de estudo e de
matéria-prima para medicamentos e complementos alimentares. Como a P. glomerata é
uma espécie tropical perene, nativa brasileira, que nao suporta baixas temperaturas, o
Brasil tem sido fornecedor desta planta para diversos paises (MONTANARI JUNIOR,
2005).

Sao poucas as informagdes disponiveis sobre a quantidade produzida e
comercializada anualmente de P. glomerata e estas devem ser vistas com reservas, pois
a maioria da producao é conseguida por extrativismo, principalmente na regido noroeste
do estado do Parana e vendida aos atacadistas de plantas medicinais que as revende
para o mercado interno e externo. Corréa Jr. et al. (2002) estimam que apenas da bacia

do alto rio Parana saiam 60 t/més, atingindo 700 t anuais. Em 2005, o preco de raizes
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secas de ginseng brasileiro pago pelo mercado atacadista de Sao Paulo situou-se entre

R$ 8,00 e 10,00 por quilograma ( MONTANARI JUNIOR, 2005).

3.3.2. Saponinas

As saponinas (do latim sapon = sabao) sdo compostos naturais encontrados em
aproximadamente 100 familias de plantas e em mais de 500 espécies de plantas e tém
sido usadas ha milhares de anos na cultura popular do Oriente como substitutas do
sabdo. A denominagdo das plantas ricas em saponinas foi derivado desta caracteristica,
sendo as principais: casca de sabao (Quillaja saponaria), erva de sabao (Saponaria
officinalis), fruto de sabao (Sapindus saponaria), entre outras (OLESZEK e HAMED, 2010;
NEGI et al., 2011).

3.3.2.1 Estrutura quimica

Quimicamente, as saponinas constituem um vasto grupo de glicosideos contendo
cadeias de agucares ligados a aglicona, cuja massa molecular pode variar de 600 a 2000
Da. As agliconas, também chamadas sapogeninas, as quais sdo as partes apolares da
molécula, podem ser classificadas em grupos esteroidal (C 27) ou triterpénica (C 30)

(Figura 3.7), ligados a uma ou mais cadeias de acucares (OLESZEK e HAMED, 2010).
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(@) (b)

Figura 3.7: Estruturas das agliconas presentes em saponinas: (a) triterpénica; (b)
esteroidal. Fonte: Adaptado de GUCLU-USTUNDAG e MAZZA (2007).

As saponinas esteroidais sdo encontradas principalmente em monocotiledéneas,
enquanto as saponinas triterpénicas sao encontradas em dicotiledéneas. Em fungéo do
numero de grupos funcionais (-OH, - COOH, -CHs) que podem estar presente nas
agliconas, ocorre uma grande diversidade de saponinas, que pode ser ainda aumentado
devido as diferentes composicées, numero, ramificacoes e tipo de substituicdo dos
acucares ligados as agliconas (OLESZEK, 2002; SPARG et al, 2004; GUGCLU-
USTUNDAG e MAZZA, 2007).

Além da classificagdo em funcdo de seu nucleo fundamental, as saponinas
podem ser subdivididas em fun¢cdo do numero de cadeias de agucares ligados. Quando
apresentam uma cadeia de aclUcar ligado a aglicona, sado denominadas
monodesmosidicas (do Grego desmos = cadeia). As agliconas que possuem duas ou trés
cadeias de acucares ligados sdo denominadas bidesmosidicas ou tridesmosidicas,

respectivamente (GUCLU-USTUNDAG e MAZZA, 2007).
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A B-ecdisona, ([28B,3B,58,22R] -2,3,14,20,22,25-hexahidroxi-colest-7-en-6-ona)
(Figura 3.8), a qual € a principal saponina encontrada nas raizes de P. glomerata, possui
estrutura esteroidal e pertence ao grupo dos fitoecdisterdides. Uma vez que a B-ecdisona
esta presente apenas nesta planta, € considerada um marcador quimico da qualidade

desta espécie (ZIMMER et al., 2006; ZHENG et al., 2008; FLORES et al., 2009).

Figura 3.8: Estrutura quimica da B-ecdisona. Fonte: adaptado de Zimmer et al. (2006).

3.3.2.2 Aplicacédo e propriedades das saponinas

A molécula das saponinas apresenta uma parte com caracteristicas hidrofébicas,
atribuidas as sapogeninas, e a outra parte com caracteristicas hidrofilicas, atribuidas as
cadeias laterais de acucar, o que caracteriza as saponinas como surfactantes nao-iénicos.
Devido a seu carater anfifilico, as saponinas sao conhecidas como agentes superficiais
(ou tensoativos) naturais e esta propriedade é a base para as diversas aplicacoes
tradicionalmente empregadas nas industrias de alimentos, farmacéutica e cosmética
(OLESZEK e HAMED, 2010; STANIMIROVA et al., 2011).

Na Tabela 3.1 estdo apresentadas algumas das principais aplicacées industriais
das saponinas provenientes de diferentes fontes que ja se encontram patenteadas em
diversos paises. No entanto, recentemente pesquisas tém sido realizadas acerca de
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novas aplicagdes para saponinas, tais como: bio-remediagdo de solos contaminados
(MILLIOLI, 2009; GHAGI et al, 2011); agente hemolitico (NOUDEH et al., 2011),
antioxidante (DINI et al., 2009; LEE et al., 2011; Bl et al, 2012; RYU et al., 2012) e
hipoglicemiante (Bl et al, 2012); agente plastificante em filmes alimenticios
(ANDREUCCETT!I et al., 2011); absorcao de lipidios no trato intestinal (XIONG et al.,

2008), solubilizacdo de colesterol em solugdes aquosas (MITRA e DUNGAN, 2001);

inibicdo de melanogénese (NAKAMURA et al., 2010), entre outras.

Tabela 3. 1: Aplicacdes industriais das saponinas provenientes de diferentes fontes

Aplicacédo

Fonte

Referéncias

Formulacdes surfactantes/
solubilizantes/emulsificantes
em alimentos e cosméticos

Quillaja saponaria

(RLESS et al., 2010;
SCHRADER et al., 2010)

Saponaria officinalis e/ou
Glycyrhiza glabra

(KVASENKOV, 2005)

Camellia oleifera,
Sapindus ssp., Yucca
ssp., Quillaja ssp.

(WU et al., 2007)

Quillaja saponaria Molina

(WIERSMA, 1998)

Glycine Max e Panax
ginseng

(KIM e HA, 1993;
HAMAJIMA et al., 2011)

N&o informado

(CLAUDE, 2009)

Estabilizante da espuma de
bebidas

Quillaja saponaria Molina

(CAMACHO e LOBO,
2010)

Formulagbes altamente
adocantes para
refrigerantes

Glycine Max

(PRAKASH e DUBOIS,
2007)

Ingrediente funcional em
alimentos enriquecidos e
suplementos

Panax ssp.

(INOUE, 1993)

Remocao de colesterol de
alimentos processados e
ndo-processados

Quillaja ssp.

(SUNDFELD et al., 1994)

Ingrediente bioativo
(melhoria da fungao imune)
em formulacdes para
alimentac&o animal

Camellia L. ssp

(ZHAN, 1999)

Composto bioativo (auxiliar
na promocao de
crescimento capilar)

Panax ssp.

(MEYBECK et al., 1997)

23



Revisdo Bibliogrdfica

Tabela 3.1: Continuagéo

Aplicacéo

Fonte

Referéncias

Composto bioativo (acao
adstringente e tonificante)

Hedera helix e Hedera
colchica

(BARTASSON, 2011)

Quillaja saponaria

(FRANCISCO e
MARTINEZ, 2004)

Agente espumante em
creme dental organico

Quillaja ssp. e Yucca ssp.

(OLMSTEAD, 2002)

Ingrediente bioativo de
formulagdes para a
prevencéo e tratamento de
gastrite e Ulcera

Momordicae sémen

(KIM, B. C. et al., 2007)

Ingrediente de formulagbes
para prevengao e
tratamento de cancer

Saponaria vaccaria

(HICKIE et al., 2009)

Panax ssp.

(DONG HUANG e DONG
FENG Ql, 2005)

Adjuvantes para vacinas

Quillaja saponaria

(KENSIL e MARCIANI,
1991; KENSIL, 2003)

Chenopodium quinoa

(ESTRADA et al., 1997)

Agente com atividade
molucicida

Camellia ssp., Yucca
sidigera, Quillaja
saponaria, Glycine max e
Chenopodium quinoa

(DEN BRABER e
MOSKAL, 2008)

Surfactante para
formulacdes pesticidas

Quillaja saponaria e/ou
Yucca schidigera

(MCFADDEN e SOBECK,
2006)

Em solugbes aquosas, as saponinas formam micelas quando acima de uma

determinada concentragcdo, chamada de concentragcdo micelar critica (CMC) (GUCLU-

USTUNDAG e MAZZA, 2007). A CMC é geralmente determinada como o ponto de

interseccdo entre dois segmentos de um gréafico (Figura 3.9), que mostra a tensao

superficial em funcdo da concentracdo da solucdo aquosa de surfactante. Um

comportamento tipico para este tipo de fungdo é o decréscimo abrupto da tensao

superficial em solugbes de saponinas diluidas até uma certa concentragdo, a CMC. Em

seguida o decréscimo da tensao superficial &€ suavizado assintoticamente até que a curva

fique completamente paralela a abcissa (MIRONENKO et al., 2010).
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Tensdo superficial (mim)

cMmcC Concentracéo de surfactante (mag/mL)

Figura 3.9: Representacao grafica da relagdo entre a tenséo superficial e concentragéo de
surfactante em meio aquoso.

As caracteristicas das micelas de saponinas sao afetadas por parametros da fase
aquosa (temperatura, pH e concentracao de eletrélitos), planta de origem das saponinas,
entre outros (MITRA e DUNGAN, 1997; 2001; GUCLU-USTUNDAG e MAZZA, 2007;

CANTO et al., 2010).

3.3.2.3 Extragdo de saponinas de matrizes vegetais

O reconhecimento da importancia comercial das saponinas aliado a expansao
crescente de novas aplicagdes e o0 aumento da evidéncia de seus beneficios a saude tém
impulsionado as pesquisas sobre o desenvolvimento de processos para produgao de
saponinas em escala comercial a partir de fontes naturais. Devido a abundancia de
saponinas na natureza, uma grande variedade de plantas pode ser utilizada como
matéria-prima para sua producdo industrial (GUCLU-USTUNDAG e MAZZA, 2007).
Atualmente, as principais fontes naturais de saponinas sao a Quillaja saponaria e a Yucca

sidighera (OLESZEK e HAMED, 2010).
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As saponinas tém sido extraidas das matrizes vegetais com diferentes métodos e
solventes. Enquanto métodos convencionais como refluxo (IVANOVA et al, 2010;
NAKAMURA et al., 2010), Soxhlet (WOOD et al., 2006) e agitacao (LIGOR et al., 2005)
sao usados para obtencao de saponinas, novas tecnologias que aumentem a eficiéncia
de extracdo e reduzam o tempo e consumo de solvente estdo sendo desenvolvidas.
Dentre estes novos métodos encontram-se extragdo com liquido pressurizado (PLE =
Pressurized Liquid Extraction) (GUGLU-USTUNDAG et al., 2007; GUCLU-USTUNDAG e
MAZZA, 2008), extracdo assistida por micro-ondas (KWON et al., 2003; KWON et al.,
2003; CHEN et al., 2007), extracdo assistida por ultrassom (LI et al., 1994; LEI et al.,
2008; IVANOVA et al., 2010; RATTANASOMBAT e SANGWICHIEN, 2011; SANTOS et
al., 2011) e extracdo com fluidos supercriticos (SFE = Supercritical Fluid Extraction)
(WOOQD et al., 2006).

Os solventes comumente empregados para extracdo de saponinas sdo agua,
alcoois de cadeia curta (metanol e etanol) e solugdes hidro-alcodlicas (PETIT et al., 1995;
WU et al, 2001; GUGLU-USTUNDAG et al, 2007; RUBIO-MORAGA et al., 2011;
TABOPDA et al., 2012; ZHAO et al., 2012).

Conforme citado anteriormente, as saponinas sdo 0s principais compostos
bioativos presentes nas raizes de P. glomerata conhecidos até o momento. Embora as
raizes de P. glomerata sejam uma fonte atrativa de saponinas em funcdo de sua
concentragdao consideravel nesta planta (VIGO et al., 2003), poucos estudos tém sido
desenvolvidos com o intuito de explorar os aspectos acerca da extracdo de saponinas a
partir das raizes de P. glomerata. Sendo assim, esta € uma area de estudos com muito
potencial, principalmente para paises em desenvolvimento como o Brasil, onde agregar
valor a matéria-prima cultivada em territério nacional processando-a com tecnologias
menos agressivas ao meio ambiente representa a possibilidade de aumentar sua

competitividade no mercado global de produtos naturais.
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4. MATERIAL E METODOS

Para melhor compreenséao das atividades desenvolvidas neste trabalho, a

sequéncia de atividades experimentais esta apresentada na Figura 4.1:

Caracterizagao da matéria-
prima

-

\ 4
Ensaios para selegao das

‘ condigbes de extragao

(Planejamento experimental

1)

-/

\ 4

| Obtencéo do rendimento
k global (Xo)

\ 4
Fnélises dos extratos obtidos

-/

nos ensaios para
determinagao do X,

-

indice de
emulsificagao (Ez4)

Reducao da tensao
superficial da agua
(RTSA)

Quantificagéao de

proteinas

\ 4
Condicao de Condicao de Condicao de
extragao | extracéao I extragao Il
(Xo maximo) (E24 maximo) (RTSA maxima)

A\ 4

Cinética de extragdo
na condigao Il

Cinética de extragao
na condigao |

Cinética de extragdo
na condigao

v

fQuantificagéo de B-ecdisona
nos extratos dos ensaios
\ cinéticos

Figura 4.1: Diagrama de fluxo das atividades experimentais desenvolvidas neste trabalho.
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4.1 Matéria-prima

4.1.1 Origem

As raizes do ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata) foram cultivadas no campo
experimental do CPQBA (Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas), UNICAMP, Campinas, SP, de onde foram colhidas em 17 de novembro de
2008, apds sete anos de cultivo. Elas foram lavadas e secas em uma estufa com

circulagdo forcada de ar a 40 °C durante 5 dias (MONTANARI JUNIOR, 2005).

4.1.2 Preparo

As raizes secas, vindas do CPQBA cortadas em pedacos com cercade 10 a
15 cm de comprimento foram moidas em um moinho de facas (Marconi, modelo M340,
Piracicaba, SP, Brasil) no laboratério. O material moido foi classificado de acordo com o
tamanho de particulas com o auxilio de um sistema vibratério (Bertel, modelo 1868,
Caieiras, SP, Brasil) com peneiras de aberturas de 8 a 80 mesh (2,38 a 0,177 mm (série
Tyler, Wheeling, MO, EUA). As massas retidas nas peneiras foram pesadas em balanga
semi-analitica (Data Weighting, modelo Sartorios A200S, + 0,0001 g, Elk Grove, CA, EUA)
e armazenadas em sacos plasticos devidamente vedados a -18°C em freezer doméstico

(Metalfrio, modelo DA420, Sao Paulo, SP, Brasil).
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4.1.3 Caracterizacao

4.1.3.1 Didmetro médio de particula

O didmetro médio geométrico (dng) das particulas foi determinado de acordo com

o método recomendado pela ASAE Standarts (ASAE, 1998), através da Equacao 4.1.

ie1lwilog(d; x di+1)0'5]}

n
i=1 Wi

dmg = exp{ (Equagao 4.1)

Onde: d; é a abertura nominal da i-ésima peneira (mm); d;.; € a abertura nominal da

peneira (i+1) (mm) e w; € a massa de material retido na i-ésima peneira.
4.1.3.2 Umidade

A umidade das raizes de P. glomerata foi determinada pelo método de secagem
direta em estufa a 105°C adotada pelo Instituto Adolfo Lutz (1985) de acordo com a

equacéao 4.2:

U= ) x 100 (Equacéo 4.2)

(mamos tra

Onde, M é a massa perdida durante a secagem (g) € mamoszra € @ Massa inicial de amostra.
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4.1.3.3 Densidade aparente, real e porosidade

A densidade aparente do leito foi determinada conforme a Equagéao 4.3.

— Mamostra (Equacéo 4.3)
Pa v

Onde p. é a densidade aparente do leito (kg.m™), Mamnosia € @ Massa de matéria-prima

seca (kg) e V é o volume do extrator ocupado pela matéria prima (m?®).

A densidade real das particulas (p,) foi determinada por picnometria com gas
hélio na Central Analitica do Instituto de Quimica da Unicamp, utilizando densimetro

(Micrometrics, modelo Multivolume Pycnometer 1305, Norcross, EUA).

A porosidade total do leito e das particulas (¢) foi determinada de acordo com a

Equacéo 4.4.

=1-(%) ~
Pr (Equacao 4.4)

30



Material e Métodos

4.2 Aparato de extracao por percolacao em leito fixo

O aparato de extragdo por percolagao em leito fixo utilizado esté apresentado na
Figura 4.2 e consiste de um recipiente para armazenamento do solvente e um para coleta
da mistura extrato + solvente; uma bomba peristaltica (Cole-Parmer Instrument Co,
numero catalogo 7554-30, Chicago, IL, EUA); um banho ultrassénico (frequéncia 40 kHz,
poténcia 135 W) (Unique, modelo Max Clean 1400, Indaiatuba, SP, Brasil) € um banho
termostético (Marconi, modelo MA 127/BO, Piracicaba, SP, Brasil) para manter a
temperatura da agua do banho ultrassénico constante. O percolador consiste em uma
coluna de vidro (16,3 mm de didmetro interno e 14,6 cm de comprimento) e, para
vedacao, foram utilizadas rolhas de silicone. Todos os experimentos foram realizados com
o percolador acondicionado dentro do banho ultrassénico, mesmo aqueles que néo foram

assistidos ultrassom, a fim de manter as mesmas condi¢des de operacao.

Percolador empacotado
com a matriz vegetal

Bomba

Banho ultrassénico

Solvente Extrato e solvente

Banho termostatico

Figura 4.2:Esquema do aparato de percolagao assistida por ultrassom
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4.3 Selecao das condicoes de extracao

4.3.1 Planejamento experimental

Os parametros estudados foram: tipo de solvente, temperatura e método de
extragdo (Tabela 4.1). A influéncia destes parametros foi avaliada sobre as seguintes
variaveis resposta: rendimento global, indice de emulsificacdo e capacidade de redugéo
da tensdo superficial da agua. O estudo foi realizado através de planejamento
experimental fatorial completo (5x2x4) totalmente aleatorizado sem repeticdo. A Tabela
4.2 mostra a matriz experimental. A andlise da influéncia dos parametros foi realizada
através da andlise de variancia (ANOVA) utilizando o Software Minitab® 16, onde os
parametros foram considerados estatisticamente significativos quando o p-valor foi menor

ou igual a 0,05 (95% de confiancga).

Tabela 4.1: Variaveis estudadas e suas respectivas condigées experimentais

Variavel Condigao experimental
agua pura

EtOH:agua (70:30, v/v)

Solvente EtOH:4gua (35:65, v/v)

IsoC30OH:4gua (70:30, v/v)
IsoC30H:agua (35:65, v/v)

40
Temperatura (°C) 60
Percolagao
. durante toda extragéao
. ~ Percolacao ——
Método de extracao I durante o inicio da
assistida por - .
extragdo por 5 min
ultrassom

com pulsos a cada 2 min

EtOH: etanol; IsoC3OH: isopropanol.
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Tabela 4. 2: Matriz experimental das condi¢des de extragcao estudadas.

Experimento Temperatura (°C)  Método de extracao
Solvente: agua pura

1 40 PE
2 60 PE
3 40 PEU
4 60 PEU
5 40 PEUI
6 60 PEUI
7 40 PEUP
8 60 PEUP
Solvente: EtOH:4gua (70:30, v/v)
9 40 PE
10 60 PE
11 40 PEU
12 60 PEU
13 40 PEUI
14 60 PEUI
15 40 PEUP
16 60 PEUP
Solvente: EtOH:agua (35:65, v/v)
17 40 PE
18 60 PE
19 40 PEU
20 60 PEU
21 40 PEUI
22 60 PEUI
23 40 PEUP
24 60 PEUP
Solvente: 1IsoC;0H:4gua (70:30, v/v)
25 40 PE
26 60 PE
27 40 PEU
28 60 PEU
29 40 PEUI
30 60 PEUI
31 40 PEUP
32 60 PEUP
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Tabela 4.2: Continuagao
Experimento ~ Temperatura (°C) Método de extracao
Solvente: 1IsoC;0H:4gua (35:65, v/v)

33 40 PE

34 60 PE

35 40 PEU
36 60 PEU
37 40 PEUI
38 60 PEUI
39 40 PEUP
40 60 PEUP

PE: percolacao; PEU: percolacao assistida por ultrassom durante toda extragdo; PEUI: percolagao
assistida por ultrassom durante o inicio da extragdo; PEUP: percolacdo assistida por ultrassom
com pulsos a cada 2 minutos.

4.3.1.1 Preparo do leito e procedimento de extracao

Para cada extragcédo, o percolador foi empacotado com 4,5 g de matriz vegetal
(raizes de P. glomerata) e o espaco restante foi preenchido com material inerte (pérolas
de vidro). Para evitar entupimento da linha de solvente, antes das rolhas de silicone foi

colocada uma camada de 1a de vidro (Figura 4.3).

Rolhas de silicone
l Pérolas de vidro l

T Matriz vegetal T

L3 de vidro

Figura 4.3: Preparo do leito de extrag@o contendo a matéria-prima e o material inerte.
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A temperatura da agua do banho ultrassénico foi previamente estabilizada
através de recirculagdo no banho termostatico e o percolador foi entdo acondicionado
dentro do banho ultrassénico. A vaz&o de solvente foi mantida fixa em 4,5 cm®min™'. Para
os experimentos que foram assistidos por ultrassom, o banho ultrassénico foi ligado
quando a matriz vegetal comecou a ser encharcada pelo solvente. Para todos os
experimentos, a relacao de massa de matéria-prima: volume de solvente foi de 1:10 (m:v).

Para os métodos, PEUI e PEUP, os tempos foram determinados em funcéo do
tempo total de extracdo que foi aproximadamente 10 minutos, para que no primeiro a
extracao fosse assistida até a metade do tempo total de extracdo, e no segundo para que
houvessem 6 pulsos durante a extracdao, sendo que cada pulso teve duragdo de 2
segundos.

Para quantificagcdo do rendimento, os extratos obtidos com misturas hidro-
alcodlicas foram submetidos a evaporagdo em evaporador rotativo (Heidolph, model
Laborata 4001 WB, Viertrieb, Alemanha) para eliminagao do solvente alcodlico e a agua
restante foi eliminada em liofilizador (Liobras, modelo L 101, Sdo Carlos, SP, Brasil). Os

extratos obtidos com agua pura foram submetidos a liofilizagao diretamente.

4.3.1.2 Calculo do rendimento global (X;)

Ao final de cada extragdo, o rendimento global foi calculado de acordo com a
Equacéo 4.5, como a relacdo entre a massa total de extrato (Mexwar0) € @ massa inicial de

amostra em base seca (Mamostra)-

Xo = M x 100 (Equagéo 4. 5)

Mamostra
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4.3.2 Experimentos cinéticos

Uma vez selecionadas as condi¢des 6timas de extragdo segundo os critérios pré-
estabelecidos (X, maximo, Eo, maximo, RTSA maxima), os experimentos cinéticos foram
realizados em ftriplicata. Durante o processo de extracdo, os frascos de coleta de extrato
foram substituidos por outros limpos e previamente tarados em intervalos de tempo pré-
determinados (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 18, 22, 26, 30, 36, 42, 48 min). A vazdo empregada
foi a mesma utilizada para a determinacdo do X, (4,5cm®.min™). Ao final do processo de
extracdo, as curvas globais de extracdo (OECs - Overall Extraction Curves) foram
construidas com a finalidade de determinar a quantidade de material soluvel extraido e
parametros de processo em funcao do tempo.

Para a determinacao dos parametros cinéticos, tcer (duragcao do periodo de taxa
constante de extracdo, [min.]); Mcer (taxa de transferéncia de massa do periodo CER
(Constant Extraction Rate — taxa de extragdo constante), [kg/s]); Ycer (razdo massica de
extrato na saida do leito, [g extrato/mL de solvente]); e Rcer (rendimento do periodo da
taxa constante de extracao, [%)]), foi adotada metodologia de Rodrigues et al., (2002) que
utiliza os procedimentos PROC REG e PROC NLIN do software SAS 6.12. Este
procedimento ajusta um “spline” linear de duas retas a curva de cinética de extragao

(Anexo 9.2).
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4.4 Analises dos extratos

4.4.1 Determinacdao do teor de proteinas totais

A determinacao de proteinas foi realizada nas raizes de ginseng brasileiro e nos

extratos obtidos pelo método micro-Kjeldahl, sendo que o teor de proteinas foi calculado

de acordo com a Equagéo 4.6 (AOAC, 1995).

VHCI X CHCl X FCHCl X 0,014‘

Proteinas no extrato (%) = ( ) X 100 X Feproteinas

mamos tra

(Equacao 4.6)

Onde: Vwg € o0 volume de solugdo de acido cloridrico gasto na titulagdo; Cue € a
concentracdo da solugdo utilizada na titulagdo; Feue € o fator de corre¢do da concentragéo
da solugao de HCI utilizada na titulacao; mames:» € @ massa de extrato ou de matéria-prima
utilizada na analise, Fcyroemas, € 0 fator de correcao para conversao do teor de nitrogénio

total presente na amostra para proteinas e neste caso corresponde a 6,25.

O percentual de proteinas extraidas do total de proteinas presentes na raiz foi

calculado de acordo com a Equagéo 4.7.

Protei traidas (%) = (%proteinas no extratO) 100 E 20 4. 7
roteinas extraidas (%) = % proteinas na MP (Equagéo 4. 7)
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4.4.2 Indice de emulsificacdo (Ezs)

O indice de emulsificacdo (E»4) foi determinado de acordo com a metodologia
descrita por Cooper et al. (1987) com algumas modificacées. Adicionou-se a um tubo de
ensaio 2,0 cm® de 6leo de soja e a mesma quantidade de cada extrato em solugéo
aquosa com concentracdo de 50 mg.cm™. Cada tubo foi agitado sob vortex em agitador
de tubos (Phoenix, modelo AP 56, Araraquara, SP, Brasil) durante 2 minutos e deixado
em repouso durante 24 horas. O E,4 foi calculado de acordo com a Equagdo 4.8. As

medidas de E,4 foram realizadas em duplicata.

£ camada emulsionada (mm) % 100 -
24 ™ altura total da coluna liqguida (mm) (Equagao 4. 8)

4.4.3 Reducao da tensao superficial da agua (RTSA)

A tensdo superficial foi mensurada em tensidmetro (Kruss, modelo K12,
Hamburgo, Alemanha), pelo método da placa de platina a temperatura ambiente. Antes
de realizar a analise dos extratos, foi realizada a medida da tensao superficial da agua
para verificar o desempenho do equipamento e para calcular o valor de RTSA dos
extratos. Entre as leituras de cada amostra, a placa de platina foi lavada com agua
destilada e flambada. Para a andlise de redugdo da tensao superficial da agua, os
extratos foram diluidos em agua destilada a uma concentracdo de 1,0 mg.cm™®. A RTSA

foi calculada de acordo com a Equacao 4.9:
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TSHZO - TSextrato i
TSuz0

RTSA, = ( )x 100 (Equagio 4. 9)

Onde RTSA; = Reducgédo da tensdo superficial da agua do extrato 7; 7S uwzo= Tenséo

superficial da agua (mN/m); 7S ewrat0i = Tensao superficial da solugcao aquosa do extrato i
4.4.4 Quantificagao de B-ecdisona

A quantificagao de B-ecdisona foi realizada nos extratos provenientes do estudo
cinético, segundo metodologia descrita por Leal et al. (2010), com algumas modifica¢des.
As analises foram realizadas na Central Analitica do Instituto de Quimica da UNICAMP
em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (Agilent 1260) composto por um sistema de
bombeamento quaternario (modelo G1311A), detector espectrofotométrico por arranjo de
diodos (modelo G4214B), forno para coluna (modelo G1311A) e injetor automatico
(modelo G1329B). A coluna utilizada foi a Zorbax Eclipse Plus (C18, 5um, 150 x 4,6 mm,
Agilent) operando a 50 °C. Os eluentes utilizados foram agua com 0,1% de &cido acético
(A) e acetonitrila com 0,1% de &cido acético (B). A vazdo foi de 1,2 cm®.min™' com
gradiente de B de 0 a 100% em 15 minutos, seguido de gradiente de B de 100 a 0 % em
10 minutos e mantendo 100 % de A por mais 5 minutos. As amostras, extratos diluidos
em &gua destilada com concentracdo de 10 mg.cm™ e filtrados em membrana de 0,45 pm,
foram injetadas em duplicata. O volume injetado das amostras foi de 10 uL e do padrao
(20-hydroxyecdysone, =93%, Sigma Aldrich) variou de 1 a 35 pL. As &reas dos picos

foram obtidas em 254, 280 e 320 nm e a quantificagéo foi realizada em 254 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao da matéria-prima

Os dados relacionados a caracterizagdo da matéria-prima sao apresentados na

Tabela 5.1.

Tabela 5. 1: Caracterizagéo das raizes de ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata)

Umidade (%) 8,9+0,2

Diametro médio de particula (m) (8,00+0,01)x10*

Densidade aparente (kg.m?) 274,85
Densidade real (kg.m™) 1750,0 + 0,01
Porosidade 0,8429

5.2 Influéncia dos parametros estudados no rendimento global de extracao

(Xo)

A Tabela 5.2 apresenta os resultados experimentais obtidos para as variaveis
resposta estudadas onde pode-se observar que o rendimento global de extracdo (X,) das
raizes de P. glomerata variou entre 27,0 e 64,0% (base.seca - b.s.) e foi realizada a
analise da influéncia dos parametros estudados sobre o X, das raizes de P. glomerata

(Tabela 5.3 e Figura 5.1).
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Tabela 5.2: Rendimento global de extragao (Xo), indice de emulsificacao (E»4), reducao da tensao superficial da agua (RTSA) e teor
de proteinas totais em fungé@o das condi¢des de extragéo.

Condigbes de extragcao

Temperatura (°C Método de extragéao ) i 30 3 i 3

" Sohenis e pur Rondmenio (o0 Eu)  ATsApy  PrOiscndacior Rt o et

40 PE 60,7 50,6 19,1 3,1 5,1

60 PE 64,0 41,5 16,2 3,3 5,2

40 PEU 58,4 45,6 14,5 3,1 54

60 PEU 63,7 37,9 14,3 3,2 5,1

40 PEUI 62,9 45,9 16,2 3,5 5,5

60 PEUI 63,8 46,6 18,7 3,4 5,3

40 PEUP 62,9 51,4 221 3,5 55

60 PEUP 62,8 48,7 20,9 3,2 5,1
Solvente: EtOH:agua (70:30, v/v)

40 PE 34,8 43,0 22,5 1,7 5,0

60 PE 36,6 53,0 24,4 1,8 4,9

40 PEU 37,4 52,2 25,5 1,5 3,9

60 PEU 37,9 39,7 22,6 1,6 41

40 PEUI 32,3 42,6 20,9 1,6 5,0

60 PEUI 44,9 45,3 26,5 2,1 4,7

40 PEUP 32,4 46,5 22,7 1,6 49

60 PEUP 36,1 47,0 26,2 1,7 4,7
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Tabela 5.2: Continuagéo

Condicdes de extragdo

Proteinas em relagdo a Proteinas em relagao ao

Temperatura (°C) Método de extracdo Rendimento (%,b.s) E24 (%) RTSA (%) MP (%, b.s.) extrato (%, b.s.)
Solvente: EtOH:agua (35:65, v/v)
40 PE 46,0 43,4 20,5 2,3 5,1
60 PE 57,1 45,3 24,2 2,1 3,7
40 PEU 51,2 442 21,2 2,4 4,7
60 PEU 60,1 39,9 26,9 2,3 3,8
40 PEUI 51,4 41,5 19,8 2,5 5,0
60 PEUI 58,6 43,6 28,8 2,3 4,0
40 PEUP 46,3 48,3 17,6 2,2 4,7
60 PEUP 57,8 47,8 24,8 2,2 3,8
Solvente: IsoC3OH:4gua (70:30, v/v)
40 PE 54,4 52,7 28,9 2,8 5,1
60 PE 27,0 52,2 30,8 1,4 5,3
40 PEU 27,6 50,3 31,4 1,5 5,3
60 PEU 31,0 48,7 28,7 1,7 5,4
40 PEUI 28,1 58,0 249 1,4 5,1
60 PEUI 34,1 47,7 36,3 1,7 5,1
40 PEUP 28,1 53,4 23,8 1,5 53
60 PEUP 54,4 52,1 26,2 2,9 5,4
Solvente: IsoC3OH:agua (35:65, v/v)
40 PE 39,5 43,9 20,3 2,0 5,1
60 PE 49,1 44,0 21,7 21 4,3
40 PEU 48,7 43,8 20,3 2,3 4,7
60 PEU 62,0 40,5 24,4 2,5 4.1
40 PEUI 50,3 46,6 19,9 2,2 4,5
60 PEUI 56,5 46,8 25,6 2,3 4.1
40 PEUP 54,7 45,8 28,5 2,4 4.4
60 PEUP 59,2 48,3 26,0 2,3 3,9
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Tabela 5.3: Analise de variancia (ANOVA) dos parametros estudados sobre o rendimento
global de extracao (Xo) das raizes de P. glomerata.

Somados Grausde Quadrados

Fonte de variagao quadrados liberdade médios F p-valor
Método extracéao 27,61 3 9,20 0,19 0,900
Temperatura 245,88 1 245,88 511 0,043
Solvente 3607,50 4 901,88 18,75 0,000
Método*Temperatura 101,94 3 33,98 0,71 0,566
Método*Solvente 371,06 12 30,92 0,64 0,772
Temperatura*Solvente 79,53 4 19,88 0,41 0,796
Erro 577,13 12 48,09
Total 5010,66 39

Temperatura Solvente
60 -
55 -
2 50-
g
E 45 - /
3 -
2 40/
351
30 - , , , , , ,
40°C 60°C 1 2 3 4 5

Figura 5.1: Anadlise grafica dos efeitos principais dos parametros estatisticamente
significativos (solvente e temperatura) sobre o rendimento global de extracdo das raizes
de P. glomerata. Solventes: (1) agua; (2) EtOH:agua (35:65); (3) EtOH:agua (70:30); (4)
IsoC3s0OH:4gua (35:65); (5) IsoCs0OH:agua (70:30).

Conforme apresentado na Tabela 5.3, observa-se que para o X, apenas a
temperatura e o solvente apresentaram influéncia significativa. A partir disto, foram
construidas as figuras das médias, a fim de verificar quais os niveis que maximizaram o

Xo.
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Na Figura 5.1, observa-se que a temperatura com melhor desempenho de
extracdo foi 60°C. Segundo Takeuchi et al. (2009), temperaturas mais elevadas
proporcionam um aumento da difusividade do solvente na matéria-prima e também um
aumento da solubilidade do soluto contido na matéria-prima no solvente. O efeito
combinado entre estes fatores proporciona uma maior capacidade do solvente de carrear
0os compostos para fora das células, resultando assim em maiores valores de X,. O
solvente que proporcionou maiores valores de X, foi a agua seguida pelas misturas hidro-
alcodlicas de EtOH:agua (35:65) e 1soC3;OH:agua (35:65), os quais possuem polaridade
igual a 9,0, 7,67 e 7,35, respectivamente.

Nas extracoes das raizes de P. glomerata utilizando metanol, etanol e hexano
realizadas por Leal et al. (2010), os valores de X, variaram entre 0,1 e 5,8%, sendo que
os melhores resultados foram obtidos com metanol, o qual é o mais polar dentre os
solventes testados (polaridade = 6,6). Quando a mistura de metanol:agua (4:1, v/v)
(polaridade = 7,1) foi utilizada como solvente de extragdao por Soxhlet, um X, de 22,0%
(b.s.) foi obtido (SANCHES et al., 2001) e com acetato de etila (polaridade = 4,3), pelo
mesmo método, obteve-se um X, maximo de 1,8% (b.s.) (ZIMMER et al., 2006). Esses
dados corroboram com aqueles observados neste estudo, ja que solventes com maior
polaridade, independente da matéria-prima, geralmente, sédo capazes de extrair
metabolitos primarios, como proteinas e carboidratos, independentemente dos compostos
bioativos (metabdlitos secundarios).

Freitas et al. (2004) realizaram uma extracdo das raizes e rizomas de P.
glomerata (10%, m/v) com agua quente a 73°C durante 30 minutos e obtiveram um
rendimento igual a 39% (b.s.). Neste trabalho, os rendimentos obtidos também utilizando
agua como solvente foram em torno de 62% (b.s.). Esse aumento no rendimento pode ser

atribuido as variacbes na composicdao da matéria-prima e também ao método empregado
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neste trabalho, pois como a percolagcao utiliza solvente puro continuamente, isto
proporciona uma maior taxa de dissolugdo dos solutos no solvente do que quando o
processo de extracao é realizado em batelada.

Em outro estudo, Freitas et al. (2009) empregaram etanol:agua (70:30, v/v) como
solvente de extracdo a frio por maceracdo durante 3 dias e obtiveram 64,1% (b.s.) de
rendimento. Neto et al. (2005) empregaram o mesmo solvente e método de extragao, sé
que desta vez durante 3 semanas e obtiveram 19% (b.s.) de rendimento. Essas variacdes
de rendimento podem ser atribuidas a diferencas nos lotes de matéria-prima e variagoes
nos procedimentos de extracdo empregados.

Quando CO, supercritico foi utilizando como solvente de extragdo de P.
glomerata, os X, obtidos variaram entre 0,02 e 0,18% (b.s.) dentro das faixas de
temperatura e pressao estudadas, 30-50°C e 100-300 bar, respectivamente, onde foi
possivel observar um forte efeito da pressdao sobre o X, uma vez que o aumento da
pressao levou aos maiores rendimentos, da quantidade minima obtida (0,02%) a 100 bar
ao maximo de 0,17% a 300 bar, o que pode ser atribuido a variagées na densidade do
solvente em funcdo da pressao aplicada. Quando empregou-se etanol como cossolvente
(90%CO, + 10 % EtOH), o rendimento aumentou para 0,56% sugerindo que a mistura
entre CO, supercritico e etanol apresenta maior capacidade de solvatacdo dos
componentes presentes na P. glomerata do que destes solventes puros (LEAL et al.,

2010).
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5.3 Influéncia dos parametros nas propriedades emulsificantes dos extratos

5.3.1 Indice de Emulsificacdo (Ezs)

O E,, foi utilizado para avaliar indiretamente a variacdo na quantidade de
saponinas através das propriedades emulsificantes dos extratos obtidos das raizes de P.
glomerata em diferentes condicbes de extracdo. Sendo que todos os ensaios foram
realizados com a mesma concentragdo de extrato, a variagao nos valores de E,4 pode ser
atribuida as diferentes concentracées de saponinas presentes nos extratos, uma vez que
estas sdo os principais compostos presentes nos extratos das raizes de P. glomerata
responsaveis pela sua atividade emulsificante (GHAGI et al., 2011).

Os resultados de E,s dos extratos das raizes de P. glomerata obtidos estao
apresentados na Tabela 5.2. Na Tabela 5.4 é possivel observar que apenas o fator

solvente de extracéo foi estatisticamente significativo para o E»4 dos extratos.

Tabela 5.4: Andlise de variancia (ANOVA) dos efeitos estudados sobre o indice de
emulsificagéo (E24) dos extratos obtidos das raizes de P. glomerata.

Somados Grausde Quadrados

Fonte de variagao quadrados liberdade médios F p-valor
Método extragéo 111,98 3 37,33 2,84 0,083
Temperatura 33,25 1 33,25 2,53 0,138
Solvente 280,95 4 70,24 5,34 0,010
Método*Temperatura 56,20 3 18,73 1,42 0,284
Método*Solvente 70,85 12 5,90 0,45 0,910
Temperatura*Solvente 36,65 4 9,16 0,70 0,609
Erro 157,78 12 13,15
Total 747,66 39
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Na Figura 5.2 observa-se claramente que o solvente IsoC3;OH: agua (70:30, v/v)
foi 0 que apresentou extratos com maior Ezs (51,9%). Os extratos aquosos de outras
plantas medicinais (Tribulus terrestris, Trigonella foenumgraecum e Echium amoenum)
apresentaram valores de E,s entre 12,0 e 23,0% na mesma concentracdo de extrato
utilizada neste trabalho (50 mg.cm™) utilizando parafina como fase hidrofébica (NOUDEH
et al, 2011). Ja& os extratos aquosos obtidos de Sapindus mukorossi apresentaram
valores de E»; igual a 67%, quando a fase hidrofébica testada foi querosene. Estes
resultados sdo comparaveis aos obtidos utilizando o surfactante comercial SDS (Sodium
Dodecyl! Sulfate) e 6leo de soja como fase hidrofébica, o qual apresentou E,4 igual a 67%

(GHAGI et al., 2011).

52 1

51 4

50 4

49

48

Média (E24,%)

47 1

46 1

45 -

44

1 2 3 4 5
Solvente

Figura 5.2: Andlise grafica dos efeitos principais do parametro estatisticamente
significativo (solvente) sobre o indice de emulsificagao (E.s) dos extratos das raizes de P.
glomerata. Solventes: (1) agua; (2) EtOH:agua (35:65); (3) EtOH:agua (70:30); (4)
IsoC30OH:4gua (35:65); (5) IsoC3OH:4gua (70:30).

Segundo Noudeh et al. (2011), as variagdes no E,, obtidos para cada planta

podem ser atribuidas a quantidade e qualidade das saponinas presentes em cada planta.
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No entanto, outro fator que pode influenciar no E,4 € 0 tipo de fase hidrofébica utilizada
para esta determinacdo, uma vez que o surfactante pode interagir de maneira diferente
com cada tipo de fase hidrofébica, como foi verificado por Pietro et al. (2008). Em seu
estudo estes autores observaram que os valores de E,4 obtidos para o biosurfactante
produzido por Pseudomonas aeruginosa utilizando diferentes fases hidrofobicas (n-
hexano, éleo de soja, 6leo de peixe, 6leo diesel, gasolina, benzeno, tolueno e xileno
(BTXs), ciclo-hexano e clorobenzeno) variaram entre 39 + 2 (n-hexano) e 59 + 2 % (6leo
de soja).

Uma vez que os valores de E,4 dos extratos das raizes de P. glomerata obtidos
com diferentes solventes variaram entre 44 + 3 (EtOH:4gua [35:65]) e 52 t 3%
(IsoC30H:agua [70:30, v/v]) (Figura 5.2) utilizando éleo de soja como fase hidrofébica,
estes apresentam potencial para aplicacdo na substituicdo de surfactantes sintéticos.

Os solventes empregados neste estudo possuem polaridade variando de 5,7 a
9,0 (Tabela 5.5). Os solventes EtOH e IsoC3;0H foram selecionados para este estudo por
serem reconhecidos como GRAS (General Recognized as Safe), pela FDA e comumente
utilizados na industria de alimentos. O solvente IsoC;OH:agua (70:30), o qual apresenta a

menor polaridade (5,7) apresentou os extratos com maiores valores de E,4 (Tabela 5.4).

Tabela 5.5: Polaridade dos solventes estudados segundo Snyder et al.(1993).

Solvente Polaridade
Agua 9,0
EtOH:agua (35:65, v/v) 7,7
IsoC3;OH:4gua (35:65,v/v) 7,4
EtOH:agua (70:30, v/v) 6,3
IsoC30OH:agua (70:30,v/v) 5,7

Na extracdo de saponinas a partir de raizes de diferentes espécies de ginseng, o

solvente n-butanol saturado com agua apresentou os melhores rendimentos em todos os
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casos (WU et al., 2001). J& Engelberth et al. (2010) mostraram que para extragdo de
saponinas a partir de ginseng americano (Panax quinquefolium) o melhor solvente foi
agua saturada com n-butanol e agua pura, tanto para extracdo com agua quente
pressurizada como para extracao assistida por ultrassom.

Esses dados indicam que as saponinas presentes em cada matriz vegetal sdo
distintas entre si e, consequentemente, serdo melhor extraidas em diferentes faixas de
polaridade dos solventes. Os solventes comumente citados na literatura para extracao de
saponinas das raizes de P. glomerata sdo &gua, metanol, etanol e misturas hidro-
alcodlicas destes solventes (ALVIM et al., 1999; DE-PARIS et al., 2000; GOSMANN et al.,
2003; FREITAS et al., 2004; NETO et al., 2005; FLORES et al., 2009; FREITAS et al.,
2009). No entanto, nao ha estudos que investiguem os efeitos dos diferentes solventes na
extragdo de saponinas das raizes de P. glomerata. Assim, estudos acerca do
conhecimento das saponinas presentes nos extratos das raizes de P. glomerata séo
importantes para afirmar com mais propriedade que tipo de interacdo se estabelece entre

as saponinas e o0s solventes de extragao.

5.3.2 Reducao da tensao superficial da agua (RTSA)

A analise de RTSA é uma determinacao da capacidade que os extratos das
raizes de P. glomerata, quando em solugdo aquosa, possuem de reduzir a tenséo
superficial da 4gua, ou seja, quanto maior for a RTSA, maior a atividade surfactante do
extrato. Na Tabela 5.6 € possivel observar que, neste caso, apenas o método de extragéo
nao foi estatisticamente significativo. A partir destes dados, foram construidas as figuras
para analise dos efeitos de interacdo entre os parametros estatisticamente significativos

(Figura 5.3). As figuras de efeitos principais ndo sdo mostradas pois, como as interagbes
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entre estes parametros foram estatisticamente significativos, os parametros ndo precisam

ser analisados isoladamente.

Tabela 5.6: Analise de variancia (ANOVA) dos efeitos estudados sobre a capacidade de
reducao da tensao superficial da agua dos extratos obtidos das raizes de P. glomerata.

Somados Grausde Quadrados

Fonte de variagao quadrados liberdade médios F p-valor
Método extracao 8,436 3 2,812 0,72 0,560
Temperatura 71,566 1 71,566 18,29 0,001
Solvente 499,082 4 124,770 31,89 0,000
Método*Temperatura 58,800 3 19,600 5,01 0,018
Método*Solvente 141,909 12 11,826 3,02 0,033
Temperatura*Solvente 49,299 4 12,325 3,15 0,055
Erro 46,957 12 3,913
Total 876,049 39

Na Figura 5.3 estdo apresentados os efeitos de interagdo entre os parametros
estudados, onde fica evidente que a combinacdo dos parametros que fornece o maior
valor de RTSA é: Método de extracdo: PEUI; Solvente: (IsoC;OH:agua [70:30]) e
Temperatura: 60°C, cujo valor de RTSA foi igual a 36,6%.

Uma vez que o efeito “método de extracdo” ndo foi significativo estatisticamente,
as interacdes entre Método*Temperatura e Método*Solvente somente apresentaram
efeitos significativos em fungdo do p-valor muito baixo dos efeitos principais de
temperatura e solvente, que quando multiplicados tornam estas interagées significativas.
Ja as condigbes de temperatura e solvente que apresentaram os maiores valores de
RTSA corroboram com aquelas obtidas para o E,s, 0 que € um dado esperado, pois
ambas medidas indicam variacdo nas concentracbes de saponinas nos extratos das

raizes de P. glomerata obtidos em diferentes condi¢des.
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Figura 5.3: Andlise grafica dos efeitos de interagdo dos paradmetros estatisticamente
significativos sobre a RTSA dos extratos das raizes de ginseng brasileiro. Solventes: (1)
agua; (2) EtOH:agua (35:65); (3) EtOH:agua (70:30); (4) IsoCs;OH:agua (35:65); (5)
IsoC30OH:4gua (70:30). Métodos: (PE) Percolacdo; (PEU): Percolacdo assistida por
ultrassom; (PEUI) Percolacdo assistida por ultrassom durante o inicio da extragao;
(PEUP) Percolacéao assistida por ultrassom com pulsos.
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As saponinas sao descritas como surfactantes n&o-idnicos (SKURTYS e
AGUILERA, 2009), e, portanto, apresentam comportamento similar aos surfactantes
comerciais nao-iénicos, como os da familia dos Tweens, por exemplo (Figura 5.4)
(STANIMIROVA et al., 2011).

Segundo Mainkar e Jolly (2000), surfactantes que proporcionam uma RTSA entre
48,0 e 55,0% sao considerados bons para aplicagao industrial em xampus. Os valores de
RTSA dos extratos das raizes de P. glomerata variaram entre 14,3 e 36,3% em
concentragdo igual 1,0 mg.cm®, sendo que o primeiro foi obtido sob as seguintes

condigdes: Método de extracdo PEU; Solvente: 4gua e Temperatura: 60°C.

(@) O\/\Ok/\/\/\/\/\

(b)

Figura 5. 4: Estrutura quimica dos surfactantes da familia dos Tweens: (a) Tween 20; (b)
Tween 80.

Solugbes aquosas das raizes de Panax notoginseng contendo saponinas
apresentaram uma RTSA de 44,4% em sua concentragdo micelar critica
(CMC= 0,339 mg.cm®) (XIONG et al., 2008). J4 o extrato de Camellia oleifera apresentou
uma RTSA igual a 30,6% enquanto que o Tween 80 apresentou uma RTSA igual a
42,1%, ambos com concentracdo de 5,0 mg.cm® (CHEN et al., 2010). Segundo a
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literatura, a CMC do Tween 80 estd compreendida entre 0,015 e 0,036 mg.cm®
(DECROOS et al., 2007).

Para um melhor entendimento das propriedades surfactantes dos extratos das
raizes de P. glomerata, a caracterizacdo quimica de seus constituintes € fundamental
para compreender a forma com que estes extratos atuam, uma vez que pode haver efeito
sinérgico ou antagbnico entre os constituintes dos extratos. Sendo assim, o teor de
proteinas dos extratos das raizes de P. glomerata foi determinado a fim de verificar se ha
efeitos de interacdo entre as proteinas e saponinas presentes nestes extratos atraves de
suas propriedades surfactantes (Tabela 5.2). Os extratos das raizes de P. glomerata

apresentaram teores de proteinas variando entre 3,7 € 5,5% (b.s.).

5.3.3 Interacdo entre saponinas-proteinas nas propriedades

emulsificantes dos extratos

Misturas de proteinas e surfactantes de baixa massa molecular sdo comumente
usadas para estabilizagdo de espumas e emulsdées em diversos ramos da industria, tais
como alimentos, cosméticos e farmacos (KOSTMAR et al, 2008). Enquanto os
surfactantes reduzem a tensdo superficial de emulsdes, as proteinas as estabilizam
predominantemente pela formacdo de finas camadas interfaciais. Entretanto,
frequentemente, efeitos sinérgicos ou antagbnicos sdo observados nas misturas entre
proteinas e surfactantes devido as interacbes muatuas entre seus constituintes
(WOJCIECHOWSKI et al., 2011).

Neste trabalho foi verificado que a polaridade dos solventes estudados nao
influenciou o teor de proteinas dos extratos obtidos, enquanto que a atividade surfactante

dos extratos diminuiu, como é possivel observar na Figura 5.5 e na Figura 5.6. Portanto,
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as proteinas presentes nos extratos das raizes de P. glomerata nao exerceram efeito
sobre sua a atividade surfactante.

Para que haja efeito sinérgico entre proteinas e saponinas, estas precisam estar
complexadas e, sendo assim, uma interacao eletrostatica entre estes compostos devera
existir (KRAGEL et al., 2003). A interacdo entre proteina e surfactante depende das
concentragdes com que estes compostos estdo presentes na solugéo e das condigdes do
meio, como temperatura, forca i6nica e pH (MILLER et al., 2000). Com base nestes
aspectos, € provavel que nao tenha ocorrido efeito entre as proteinas e as saponinas
presentes nos extratos das raizes de P. glomerata em funcdo das condigdes

desfavoraveis do meio para isso.
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Figura 5.5: Relagdo entre o teor de proteinas extraidas com solventes de diferentes
polaridades e sua capacidade de RTSA. Rétulos de dados: 1: IsoC;0OH:agua (70:30); 2:
EtOH:agua (70:30); 3: IsoC30H:agua (35:65); 4: EtOH:agua (35:65) 5: agua.
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Figura 5.6: Relacdo entre o teor de proteinas extraidas com solventes de diferentes
polaridades e os valores de E,s. Rétulos de dados: 1: IsoC3;OH:agua (70:30); 2:
EtOH:agua (70:30); 3: IsoC;0H:agua (35:65); 4: EtOH:agua (35:65) 5: agua.

5.4 Otimizacao do processo de extracao por percolacao em leito fixo das

raizes de P. glomerata

5.4.1 Cinéticas de extracdao

A partir dos resultados obtidos previamente em relagcdo a X,, Exs € RTSA, trés
condicdes foram selecionadas para realizagdo do estudo cinético e estdo apresentadas
na Tabela 5.7. Para definir as condicoes de extragao, foram escolhidos os niveis que
maximizaram cada um dos parametros avaliados. Ainda, foi realizado mais uma cinética
(Cinética IV), desta vez sem ultrassom para fins de comparacao, a qual empregou agua

como solvente por este ter proporcionado os maiores rendimentos de extracido, possuir
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menor custo e ser reconhecido como solvente universal sem apresentar restricbes para
aplicagcdo industrial.

O estudo cinético fornece informagdes sobre o tempo de ciclos de extragdo de
um processo industrial. Tempos diferentes de ciclo podem ser empregados para 0 mesmo
rendimento final, dependendo do comportamento cinético da extracdo conforme as
condi¢des de processo. Uma vez que a relagdo de solvente: massa de matéria-prima
utilizada nos experimentos de rendimento global foi pré-determinado, diferencas no
comportamento cinético podem surgir ao se analisar as curvas de extragdo (PRADO,

2010).

Tabela 5.7: Condi¢bes de extragdo empregadas nas cinéticas

Solvente (Polaridade) Temperatura (°C) Método de extragao
Cinética | IsoC3;0OH:agua (70:30) (5,7) 60 PEUP
Cinética Il IsoC30OH:4gua (70:30) (5,7) 60 PEUI
Cinética lll  Agua (9,0) 60 PEUP
CinéticalV  Agua (9,0) 60 PE

PE: percolacao; PEU: percolagao assistida por ultrassom durante toda extragéo; PEUI: percolagdo assistida
por ultrassom durante o inicio da extragdo; PEUP: percolagdo assistida por ultrassom com pulsos a cada 2
minutos

Na Figura 5.7 estdo apresentadas as OECs para as condicbes de extracao
selecionadas para as Cinéticas | e Il. Estas foram plotadas na mesma figura para fins de
comparagao, ja que ambas foram realizadas com mesmo solvente e temperatura e
diferiram apenas no método de extracdo. Pode-se observar que ambas apresentaram o
mesmo comportamento de extracdo e n&o houve diferenca significativa entre os
rendimentos obtidos com os diferentes métodos empregados.

Quando a relagdo de volume de solvente por massa de matéria-prima (S/F)
atingiu 10, a qual foi empregada para determinacdo do Xp nos experimentos do
planejamento, em torno de 50% do total de extrato obtido em 48 minutos de processo foi
recuperado, em ambos 0s casos, para as Cinéticas | e Il. Logo, os experimentos
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realizados com S/F=10 ndo foram suficientes para exaurir a matéria-prima. A extracao
exaustiva foi obtida apenas quando o S/F atingiu 36, onde aproximadamente 95 e 89% do
total de extrato obtido no processo foram recuperados para a Cinética | e para a Cinética
I, respectivamente.

Para a extracdo de macela (Achyrocline satureioides), por percolagdo em leito
fixo, utilizando etanol como solvente, S/F = 20 foi suficiente para exaurir a matéria-prima
(TAKEUCHI, 2009). Ja para extragao de Curcuma longa também por percolagdo em leito
fixo, utilizando EtOH: IsoC3OH (1:1), o processo foi interrompido com S/F= 10, no entanto,
este ndo foi suficiente para esgotar a matriz vegetal (BRAGA, 2005). Esses dados
demonstram que cada matriz vegetal, dependendo do solvente empregado e das

condi¢des de operagao, requer uma quantidade de solvente especifica para ser exaurida.
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Figura 5.7: Curvas de extragdo das raizes de P. glomerata utilizando IsoC;OH:agua
(70:30) como solvente, 60°C e PEUP (Cinética |) e PEUI (Cinética Il) como método de
extragao.

A Figura 5.8 apresenta as OECs das condigdes de extracdo das Cinéticas Ill e

IV. Estas também foram plotadas na mesma figura para fins de comparagao porque foi
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empregado o mesmo solvente de extracdo. Observa-se que ambas as condigbes de

extracdo empregadas apresentaram comportamento cinético semelhante.
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Figura 5.8: Curvas de extragcao das raizes de P. glomerata utilizando agua como solvente,
60°C e PEUP (Cinética Ill) e PE (Cinética IV) como método de extracao.

Observa-se também que, quando o S/F=8, em torno de 90% do total de extrato
foi recuperado em ambos 0s casos. Logo, neste caso, os experimentos de X, realizados
nestas condicdes utilizando S/F=10 foram capazes de exaurir a matéria-prima. Este fato
pode ser atribuido ao solvente utilizando, uma vez que a agua possui maior facilidade de
solubilizacdo dos compostos presentes na matéria-prima em relagdo a mistura de

IsoC30H:agua (70:30, v/v).

5.4.1.1 Determinagdo dos pardmetros cinéticos

Além de descrever 0 comportamento cinético da extragcao, a construgcao de OECs

fornece informagdes necessarias para o calculo de parametros cinéticos, os quais por sua
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vez sao utilizados na modelagem matematica do processo e para o célculo do custo de
manufatura (PRADO, 2010).

Nas Figuras 5.9-5.12 estao apresentadas as OECs das quatro condi¢des de
operacao estudadas nas cinéticas e seus modelos ajustados. As OECs foram ajustadas
usando um spline de duas retas. A primeira reta representa o periodo de taxa de extracao
constante (CER — Constant Extraction Rate). A inclinagdo da primeira reta representa a
taxa de transferéncia de massa da etapa CER (Mcer) € 0 tempo correspondente a
intersecgdo entre as duas retas é o tcer, que representa a duracdo da etapa CER,
podendo ser considerado o tempo minimo de um processo de extragao. A concentracao
de extrato na saida do leito (Ycer) € calculada como a razdo entre Mcer € a vazao de
solvente. Rcer € 0 rendimento obtido durante a etapa CER. A Tabela 5.8 apresenta os

parametros cinéticos ajustados para as OECs.
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Figura 5. 9: Ajuste das retas a curva de extracdo das raizes de P. glomerata obtida
utilizando I1soC30OH:4gua (70:30), 60°C e PEUP como método de extragao (Cinética I).
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Figura 5. 10: Ajuste das retas a curva de extracdo das raizes de P. glomerata obtida
utilizando 1soC3;0OH:agua (70:30), 60°C e PEUI como método de extracao (Cinética Il).
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Figura 5. 11: Ajuste das retas a curva de extracao das raizes de P. glomerata obtida
utilizando agua, 60°C e PEUP como método de extragao (Cinética Ill)
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Figura 5. 12: Ajuste das retas a curva de extracdo das raizes de P. glomerata obtida
utilizando &gua, 60°C e PE como método de extragao (Cinética V)

Tabela 5.8: Pardmetros cinéticos ajustados para as curvas de extracao das raizes de P.
glomerata.

R Condicoes de operacéo
Parametros de processo ¢ perag

Cinética | Cinética ll Cinética lll Cinética IV
tcer (Min) 157 14 £4 8,3+0,1 8,0+0,9
Mcer (g.min™) 61 6+2 28,3+0,5 24 +3
Ycer (g extrato.cm™ solvente) 1,3+0,2 1,4+0,5 6,3+0,3 54+0,7
Rcer (%, b.s.) 42+11 50411 65+1 65,1£0,5

Analisando os valores de tcer ajustados para as Cinéticas | e |l, observa-se que
nao houve diferenca significativa entre eles. Sendo assim, para a escolha do método mais
vantajoso deve- se optar por aquele que possuir o menor gasto energético: aplicacao de
ultrassom no inicio da extracdo ou aplicacao de ultrassom com pulsos. Portanto, é
necessario realizar um balango de energia do processo. O mesmo foi observado para as
Cinéticas Ill e IV, ou seja, neste caso pode-se dizer que 0 emprego do ultrassom nao
influenciou nos parametros cinéticos quando agua foi empregada como solvente de

extragao.
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5.4.1.2 Quantificagdo de B-ecdisona

Ao comparar os rendimentos obtidos nas Cinéticas | e Il, com aqueles obtidos
nas Cinéticas lll e IV e seus respectivos comportamentos cinéticos, parece evidente que a
agua como solvente apresenta vantagens sobre o IsoC;OH:agua (70:30). No entanto, o
rendimento ndo pode ser considerado como parametro comparativo isoladamente, pois
um maior rendimento ndo reflete, necessariamente, em vantagem, uma vez que outros
compostos além dos de interesse podem ser co-extraidos, levando a diluicdo dos
compostos alvo. Portanto, é necessario analisar rendimento e composi¢do quimica do
extrato obtido, a fim de determinar as condigdes de processo que melhor satisfazem a
obtencao dos compostos de interesse (MEIRELES, 2008).

Assim, a quantificagdo da B-ecdisona foi realizada nos extratos obtidos nas
Cinéticas | a IV. A B-ecdisona € a saponina mais representativa das raizes de P.
glomerata, pois aparece em maior quantidade e é também considerada marcador de
qualidade da planta (ZIMMER et al., 2006).

As OECs obtidas estdao apresentadas na Figura 5.13, onde observa-se que
quando o solvente empregado foi IsoC3;OH:agua (70:30), nas Cinéticas | e Il, os
rendimentos de B-ecdisona foram melhores, até 27% maiores do que nas Cinética lll e IV,
onde empregou-se agua como solvente. Esses dados confirmam a seletividade do
IsoC30H:4gua (70:30) para extragcao das saponinas das raizes de P. glomerata ja que 0s
resultados obtidos para E»; e RTSA também foram maiores quando este solvente foi

usado para extracdo sob 0 emprego do ultrassom durante o processo.
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Figura 5. 13: Curvas de extragédo de B-ecdisona das raizes de P. glomerata em diferentes
condi¢cdes de operacgao. Cinética |: PEUP, 60°C, IsoC;0OH:agua (70:30); Cinética Il: PEUI,
60°C, IsoC30H:4gua (70:30); Cinética lll: PEUP, 60°C, agua e Cinética IV: PE, 60°C,
agua.

Sendo assim, pode-se estabelecer que as extragdes realizadas com
IsoC3OH:4gua (70:30, v/v), 60°C e PEUI representam a condigdo de extracdo otimizada
para obtencdo de extratos das raizes de P. glomerata com resultados expressivos para
RTSA e E.4, 0 que pode ser atribuido a maior quantidade de saponinas presentes nos
extratos obtidos sob estas condicdes, ja que estes apresentaram o maior teor de B-
ecdisona. Ainda, podemos estabelecer que, em termos de rendimento, a condicao 6tima
de extracao corresponde a agua, 60°C e PE, pois como ndo houve diferencga significativa
entre os parametros obtidos para as Cinéticas Ill e IV, a melhor condicao é aquela que
pOSSui menor consumo energético, ou seja, sem o0 emprego do ultrassom.

A Figura 5.14 mostra as emulsdes obtidas na analise do E,, apds 48 horas, em
ambas as condi¢des otimizadas: (a) I1soC;OH:agua (70:30, v/v), 60°C, PEUI e (b) agua,

60°C, PE, onde a fase superior representa a camada emulsionada. Pode-se observar que
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a emulsdo obtida na condicao (a) apresenta uma maior camada emulsionada e com
melhor aspecto do que a emulsao obtida na condicao (b).

Desta forma, fica evidente que as propriedades surfactantes dos extratos das
raizes de P. glomerata estao diretamente relacionadas ao teor de saponinas (B-ecdisona)
presente, ja que os extratos que apresentaram os melhores resultados de Ey, e RTSA
foram aqueles que apresentaram os maiores teores de B-ecdisona. Este fato corrobora os
resultados esperados, uma vez que as saponinas sao compostos anfifilicos e,
consequentemente, quanto mais saponinas presentes no extrato, maior serd a sua

atividade surfactante.

(@) (b)

Figura 5.14: Emulsdes obtidas na analise de E,; ap6s 48h nas seguintes condicdes de
extracdo: (a) IsoC3OH:4gua (70:30, v/v), 60°C, PEUI e (b) agua, 60°C, PE.

Enquanto os extratos das raizes de P. glomerata obtidos neste trabalho

apresentaram teores de B-ecdisona variando entre -~ 11 e 14% (b.s.), Leal et al. (2010)
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obtiveram extratos da mesma planta com 4,6% (b.s.) de B- ecdisona utilizando extragao
supercritica com CO, +etanol como solvente de extracdo. Extratos das raizes de P.
glomerata contendo 20,5% (b.s.) de B-ecdisona foram obtidos por Sohxlet utilizando
acetato de etila como solvente (ZIMMER et al., 2006).

Os rendimentos de B-ecdisona em termos da massa de matéria-prima em base
seca obtidos por outros autores variaram entre 0,35 e 0,43% b.s. (FREITAS et al., 2004;
ZIMMER et al., 2006; FLORES et al., 2009). As variagdes no teor de B-ecdisona podem
ser decorrentes das variagbes associadas a matéria-prima, tais como modo de cultivo da
planta e de armazenamento e também das técnicas de extracdo empregadas (FLORES et
al., 2009; GUERREIRO et al., 2009).

O rendimento de B-ecdisona em termos da massa de matéria-prima em base
seca obtido utilizando CO, supercritico (90%) e etanol (10%) (30°C/200 bar) como
solvente de extracdo das raizes de P. glomerata foi de 0,013% (LEAL et al., 2010) sendo
28 vezes maior do que o rendimento apresentado na Patente US6224872 (SHIBUYA et
al., 2001), porém 18 vezes menor do que o rendimento obtido neste trabalho, na condicao
da Cinética Il que apresentou o melhor resultado (0,23%).

A matéria-prima utilizada no estudo desenvolvido por Leal et al. (2010) pertence
ao mesmo lote utilizado neste trabalho e, portanto, o incremento de 18 vezes no
rendimento de B-ecdisona obtido neste trabalho pode ser atribuido ao método de extracao
empregado (IsoC3OH:agua [70:30], 60° PEUI), comprovando a maior eficiéncia do
mesmo em relacdo ao empregado por Leal et al. (2010) que utilizou CO, supercritico e
etanol (90:10) a 30°C e 200 bar.

Comercialmente, extratos de Yucca schidigera e Quillaja saponaria estao entre
as principais fontes de saponinas. A empresa Desert King (Vifa del Mar, Chile)

comercializa extratos aquosos de Quillaja saponaria com diferentes graus de purificacao,
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sendo que o produto com menor pureza, chamado de QL 1000 € comercializado na forma
liquida e possui 9% de saponinas em base Umida (b.u.). O produto intermediario (QL
Ultra) é comercializado também sob a forma liquida contendo 13% (b.u.) de saponinas e é
obtido apdés ser submetido a ultrafiltracdo. Ambos, QL 1000 e QL Ultra, sao
comercializados como agentes surfactantes e formadores de espuma para aplicacdo em
alimentos e bebidas. J& o produto com maior pureza (Supersap) é um pé contendo 91%
(b.u) de saponinas sendo que o restante,~ 8% (b.u.) € umidade e é destinado para
aplicacao na industria farmacéutica. Ainda, capsulas contendo extrato de P. glomerata
padronizado contendo 0,96% (b.s.) de B-ecdisona sdo comercializadas pela empresa
Herbarium (Colombo, PR, Brasil) sob indicagcao de auxiliar para a memoria.

Com base nestes aspectos, os dados obtidos neste trabalho sdo promissores,
uma vez que os extratos das raizes de P. glomerata apresentaram teores expressivos de
saponinas, equivalentes aos encontrados em produtos comercializados atualmente,
podendo ser empregados tanto na industria de alimentos como na industria de farmacos e

cosméticos.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel obter condicdes de extracdo das raizes de P.
glomerata otimizadas em termos das propriedades surfactantes dos extratos
(IsoC30H:agua [70:30, v/v], 60°C e percolagdo assistida por ultrassom no inicio da
extracdo [PEUI]) e em termos de rendimento de extracao (dgua, 60°C e percolacao).

Nas condi¢cdes de extragdo estudadas, nao foi observado interagdo entre as
proteinas e saponinas presentes nos extratos das raizes de P. glomerata. Portanto,
inferiu-se que o meio ndo propiciou condigdes favoraveis para que houvesse interagéo
entre estes constituintes, ou ainda, que o tipo de proteinas presentes nestes extratos nao
possuem capacidade de interacdo com as saponinas.

Os parametros cinéticos ajustados para as condicées de extragdo empregadas
nas cinéticas mostram que a agua extrai a maior quantidade de extrato e é capaz de
reduzir praticamente pela metade o tempo de exiragdo necessério em relagdo ao
IsoC30H:agua (70:30). No entanto, ao passo que se obtém ganhos em termos de
recuperagdo de extrato, perde-se propriedades surfactantes uma vez que os extratos
obtidos com &gua apresentaram os menores valores de indice de Emulsificacdo (Ezs) e
Reducao da Tens&o Superficial da Agua (RTSA).

A avaliacdo do teor de B-ecdisona nos extratos das raizes de P. glomerata
obtidos nas condicoes de extracao das cinéticas, comprovou a seletividade do solvente
IsoC30OH:4gua (70:30) em relagdo a extragdo de B-ecdisona, uma vez que o0s exiratos
obtidos com este solvente apresentaram maiores teores deste composto e também, os
maiores valores de E,; e RTSA e, ainda, que o emprego do ultrassom favorece a

recuperagao de saponinas.
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Quando utilizou-se a condigdo de extracdo otimizada obtida neste trabalho
(IsoC30H:agua [70:30], 60°, PEUI), extratos das raizes de P. glomerata contendo -~14%
(b.s.) de B-ecdisona foram obtidos, o que demonstra a potencialidade deste método de
extracdo na recuperacdo de saponinas, uma vez que produtos comerciais apresentam
entre 9 e 13% (b.u.) de saponinas para aplicacdo industrial como surfactantes e capsulas

contendo extrato de P. glomerata padronizado contendo 0,96% de B-ecdisona sao

comercializadas como farmacos.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Determinar a concentracao micelar critica (CMC) dos extratos das raizes de P.
glomerata obtidos nas condi¢gdes otimizadas indicadas neste trabalho, para
comparar com os surfactantes comerciais disponiveis;

Determinar a composicao dos extratos das raizes de P. glomerata em termos de
acucares, para acrescentar as determinacgées realizadas neste trabalho e avaliar
possiveis efeitos de interacdo entre os constituintes dos extratos sobre as
propriedades emulsificantes/surfactantes;

Avaliar os efeitos da composicdo do meio, como pH e presenca de sais por
exemplo, sobre as propriedades emulsificantes/surfactantes dos extratos das
raizes de P. glomerata;

Realizar estudo cinético empregado I1soC;0OH:agua (70:30) como solvente, 60°C e
PE como método de extracdo para poder comparar com as cinéticas utilizando
este solvente realizadas neste trabalho e avaliar o efeito do ultrassom acerca da
melhoria na eficiéncia de extracdo (1) empregado ultrassom no inicio da extragao
e (2) empregando ultrassom com pulsos durante toda extracao;

Comparar os resultados obtidos neste trabalho com outros estudos empregando
diferentes métodos de extragao, como Extracao com Liquidos Pressurizados ( PLE

com 4gua).
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9. ANEXOS

9.1 Resultados experimentais

9.1.1 Cinéticas de extracdao

Tabela 9.1: Dados experimentais de rendimento global de extracdo das raizes de P.
glomerata obtidos na Cinética I-a sob as seguintes condi¢des: IsoC;OH:agua (70:30),
60°C, PEUP.

Massa Rendimento acumulado  Rendimento acumulado

Tempo (min) S/F

extrato (g) (%, b.u) (%)(b.s.)
2 2,00 0,3697 8,2156 9,0171
4 4,00 0,3063 15,0222 16,4878
6 6,00 0,2296 20,1244 22,0878
8 8,00 0,2083 24,7533 27,1683
10 10,00 0,1603 28,3156 31,0780
14 14,00 0,2431 33,7178 37,0073
18 18,00 0,1862 37,8556 41,5488
22 22,00 0,1411 40,9911 44,9902
26 26,00 0,1072 43,3733 47,6049
30 30,00 0,0866 45,2978 49,7171
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Tabela 9.2: Dados experimentais de rendimento global de extragcdo das raizes de P.
glomerata obtidos na Cinética I-b sob as seguintes condi¢ées: IsoC;OH:agua (70:30),

60°C, PEUP.
Tempo (min) S/F Massa Rendimento acumulado  Rendimento acumulado

extrato (g) (%, b.u) (%)(b.s.)
2 2,00 0,306 6,8000 7,4634
4 4,00 0,2646 12,6800 13,9171
6 6,00 0,2075 17,2911 18,9780
8 8,00 0,1856 21,4156 23,5049
10 10,00 0,2555 27,0933 29,7366
12 12,00 0,2296 32,1956 35,3366
14 14,00 0,129 35,0622 38,4829
18 18,00 0,2145 39,8289 43,7146
22 22,00 0,1861 43,9644 48,2537
26 26,00 0,2686 49,9333 54,8049
30 30,00 0,1196 52,5911 57,7220
36 36,00 0,1373 55,6422 61,0707
42 42,00 0,093 57,7089 63,3390
48 48,00 0,0749 59,3733 65,1659

90



Anexos

Tabela 9. 3: Dados experimentais de rendimento global de extracdo das raizes de P.
glomerata obtidos na Cinética I-c sob as seguintes condi¢des: IsoC;OH:agua (70:30),

60°C, PEUP.
Massa Rendimento acumulado  Rendimento acumulado
Tempo (min) S/F
extrato (g) (%, b.u) (%)(b.s.)
2 2,00 0,356 7,9111 8,6829
4 4,00 0,3274 15,1867 16,6683
6 6,00 0,2636 21,0444 23,0976
8 8,00 0,2225 25,9889 28,5244
10 10,00 0,1826 30,0467 32,9780
12 12,00 0,1461 33,2933 36,5415
14 14,00 0,1304 36,1911 39,7219
18 18,00 0,2111 40,8822 44,8707
22 22,00 0,1376 43,9400 48,2268
26 26,00 0,0972 46,1000 50,5976
30 30,00 0,0425 47,0444 51,6341
36 36,00 0,0891 49,0244 53,8073
42 42,00 0,0605 50,3689 55,2829
48 48,00 0,0357 51,1622 56,1537
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Tabela 9. 4: Dados experimentais de rendimento global de extracdo das raizes de P.
glomerata obtidos na Cinética Il-a sob as seguintes condi¢des: Iso-OH:agua (70:30),

60°C, PEUL.
Massa extrato Rendimento acumulado  Rendimento acumulado
Tempo (min) S/F
(9) (%, b.u) (%) (b.s.)
2 2,00 0,4343 9,6511 10,5927
4 4,00 0,3772 18,0333 19,7927
6 6,00 0,2283 23,1067 25,3610
8 8,00 0,2786 29,2978 32,15610
10 10,00 0,2315 34,4422 37,8024
12 12,00 0,2228 39,3933 43,2366
14 14,00 0,2397 44,7200 49,0829
18 18,00 0,2921 51,2111 56,2073
22 22,00 0,3085 58,0667 63,7317
26 26,00 0,2522 63,6711 69,8829
36 36,00 0,2471 69,1622 75,9098
42 42,00 0,2 73,6067 80,7878
48 48,00 0,212 78,3178 85,9585
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Tabela 9. 5: Dados experimentais de rendimento global de extracao das raizes de P.
glomerata obtidos na Cinética II-b sob as seguintes condi¢des: Iso-OH:agua (70:30),

60°C, PEUL.
. Massa Rendimento acumulado  Rendimento acumulado
Tempo (min) S/F

extrato (g) (%, b.u) (%)(b.s.)
2 2,00 0,4008 8,9067 9,7756
4 4,00 0,4031 17,8644 19,6073
6 6,00 0,3515 25,6756 28,1805
8 8,00 0,3082 32,5244 35,6976
10 10,00 0,1606 36,0933 39,6146
12 12,00 0,1315 39,0156 42,8220
14 14,00 0,109 41,4378 45,4805
18 18,00 0,2379 46,7244 51,2829
22 22,00 0,1247 49,4956 54,3244
26 26,00 0,0926 51,5533 56,5829
30 30,00 0,1699 55,3289 60,7268
36 36,00 0,1767 59,2556 65,0366
42 42,00 0,1562 62,7267 68,8463
48 48,00 0,0563 63,9778 70,2195
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Tabela 9. 6: Dados experimentais de rendimento global de extragdo das raizes de P.
glomerata obtidos na Cinética Il-c sob as seguintes condi¢des: Iso-OH:agua (70:30),

60°C, PEUL.
Massa Rendimento acumulado  Rendimento acumulado
Tempo (min) S/F

extrato (@) (%, b.u) (%)(b.s.)
2 2,00 0,4345 9,6556 10,5976
4 4,00 0,3505 17,4444 19,1463
6 6,00 0,2564 23,1422 25,4000
8 8,00 0,202 27,6311 30,3268
10 10,00 0,182 31,6756 34,7659
12 12,00 0,1339 34,6511 38,0317
14 14,00 0,1085 37,0622 40,6780
18 18,00 0,1699 40,8378 44,8220
22 22,00 0,1302 43,7311 47,9976
26 26,00 0,0976 45,9000 50,3780
30 30,00 0,0804 47,6867 52,3390
36 36,00 0,0954 49,8067 54,6659
42 42,00 0,0855 51,7067 56,7512
48 48,00 0,0375 52,5400 57,6659
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Tabela 9. 7: Dados experimentais de rendimento global de extragdo das raizes de P.
glomerata obtidos na Cinética lll-a sob as seguintes condi¢des: agua, 60°C, PEUP.

) Massa Rendimento acumulado  Rendimento acumulado
Tempo (min) S/F

extrato (g) (%, b.u) (%)(b.s.)
2 2,00 1,4072 31,2711 34,3220
4 4,00 0,659 45,9156 50,3951
6 6,00 0,3047 52,6867 57,8268
8 8,00 0,1647 56,3467 61,8439
10 10,00 0,0966 58,4933 64,2000
12 12,00 0,0581 59,7844 65,6171
14 14,00 0,041 60,6956 66,6171
18 18,00 0,0505 61,8178 67,8488
22 22,00 0,0051 61,9311 67,9732
26 26,00 0,0205 62,3867 68,4732
30 30,00 0,0144 62,7067 68,8244
36 36,00 0,0153 63,0467 69,1976
42 42,00 0,0102 63,2733 69,4463
48 48,00 0,0074 63,4378 69,6268
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Tabela 9. 8: Dados experimentais de rendimento global de extragdo das raizes de P.
glomerata obtidos na Cinética Ill-b sob as seguintes condi¢des: agua, 60°C, PEUP.

Massa Rendimento acumulado  Rendimento acumulado

Tempo (min) S/F

extrato (g) (%, b.u) (%)(b.s.)
2 2,00 1,1813 26,2511 28,8122
4 4,00 0,723 42,3178 46,4463
6 6,00 0,3783 50,7244 55,6732
10 10,00 0,1145 53,2689 58,4659
12 12,00 0,0737 54,9067 60,2634
14 14,00 0,0473 55,9578 61,4171
18 18,00 0,0554 57,1889 62,7683
22 22,00 0,0328 57,9178 63,5683
26 26,00 0,022 58,4067 64,1049
30 30,00 0,0149 58,7378 64,4683
36 36,00 0,0151 59,0733 64,8366
42 42,00 0,0108 59,3133 65,1000
48 48,00 0,0076 59,4822 65,2854

Tabela 9. 9: Dados experimentais de rendimento global de extracdo das raizes de P.
glomerata obtidos na Cinética lll-c sob as seguintes condigbes: agua, 60°C, PEUP.

Massa Rendimento acumulado  Rendimento acumulado

Tempo (min) S/F

extrato (g) (%, b.u) (%)(b.s.)
2 2,00 1,3832 30,7378 33,7366
4 4,00 0,5653 43,3000 47,5244
6 6,00 0,3275 50,5778 55,5122
8 8,00 0,1686 54,3244 59,6244
10 10,00 0,1051 56,6600 62,1878
12 12,00 0,0685 58,1822 63,8585
14 14,00 0,0478 59,2444 65,0244
18 18,00 0,0618 60,6178 66,5317
22 22,00 0,0373 61,4467 67,4415
26 26,00 0,0236 61,9711 68,0171
30 30,00 0,0167 62,3422 68,4244
36 36,00 0,017 62,7200 68,8390
42 42,00 0,0114 62,9733 69,1171
48 48,00 0,0089 63,1711 69,3341
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Tabela 9. 10: Dados experimentais de rendimento global de extracdo das raizes de P.
glomerata obtidos na Cinética IV-a sob as seguintes condi¢des: agua, 60°C, PE.

) Massa Rendimento acumulado  Rendimento acumulado
Tempo (min) S/F

extrato (g) (%, b.u) (%)(b.s.)
2 2,00 1,3337 29,6378 32,5293
4 4,00 0,6524 44,1356 48,4415
6 6,00 0,3593 52,1200 57,2049
8 8,00 0,1786 56,0889 61,5610
10 10,00 0,0995 58,3000 63,9878
12 12,00 0,0674 59,7978 65,6317
14 14,00 0,0444 60,7844 66,7146
18 18,00 0,0562 62,0333 68,0854
22 22,00 0,0335 62,7778 68,9024
26 26,00 0,0209 63,2422 69,4122
30 30,00 0,0149 63,5733 69,7756
36 36,00 0,0162 63,9333 70,1707
48 48,00 0,0084 64,1200 70,3756

Tabela 9. 11: Dados experimentais de rendimento global de extracao das raizes de P.
glomerata obtidos na Cinética IV-b sob as seguintes condi¢des: agua, 60°C, PE.

) Massa Rendimento acumulado  Rendimento acumulado
Tempo (min) S/F

extrato (g) (%, b.u) (%)(b.s.)
2 2,00 1,2747 28,3267 31,0902
4 4,00 0,6334 42,4022 46,5390
6 6,00 0,3392 49,9400 54,8122
8 8,00 0,2079 54,5600 59,8829
10 10,00 0,1307 57,4644 63,0707
12 12,00 0,0834 59,3178 65,1049
14 14,00 0,0539 60,5156 66,4195
18 18,00 0,0654 61,9689 68,0146
22 22,00 0,0388 62,8311 68,9610
26 26,00 0,0249 63,3844 69,5683
30 30,00 0,0173 63,7689 69,9902
36 36,00 0,0172 64,1511 70,4098
42 42,00 0,0124 64,4267 70,7122
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Tabela 9. 12: Dados experimentais de rendimento global de extragdo das raizes de P.
glomerata obtidos na Cinética IV-c sob as seguintes condigdes: agua, 60°C, PE.

Massa Rendimento acumulado  Rendimento acumulado
Tempo (min) S/F

extrato (g) (%, b.u) (%)(b.s.)
2 2,00 1,3622 30,2711 33,2244
4 4,00 0,6706 45,1733 49,5805
6 6,00 0,3244 52,3822 57,4927
8 8,00 0,1641 56,0289 61,4951
10 10,00 0,1015 58,2844 63,9707
12 12,00 0,0629 59,6822 65,5049
14 14,00 0,0473 60,7333 66,6585
18 18,00 0,0472 61,7822 67,8098
22 22,00 0,0302 62,4533 68,5463
26 26,00 0,0191 62,8778 69,0122
30 30,00 0,015 63,2111 69,3780
36 36,00 0,0172 63,5933 69,7976
42 42,00 0,0114 63,8467 70,0756
48 48,00 0,007 64,0022 70,2463

98



Anexos

9.1.5 Teor de 8-ecdisona

Tabela 9. 13: Teor de B-ecdisona dos extratos das raizes de P. glomerata obtidos em diferentes condicdes de operacdo nas
cinéticas: | (IsoC3sOH:agua [70:30] 60°C, PEUP); Il (IsoCsOH:agua [70:30] 60°C, PEUI); Il (4gua, 60°C, PEUP) e IV (agua, 60°C,
PE).

Cinética | Cinética ll Cinética lll Cinética IV
Tempo Rend. acum. Rend. acum. Rend. acum. Rend. acum. Rend. acum. Rend. acum. Rend. acum. Rend. acum
(min) no extrato na MP (%,b.s.) no extrato na MP (%,b.s.) no extrato na MP (%,b.s.) no extrato na MP (%,b.s.)

(%,b.s.) (%,b.s.) (%,b.s.) (%,b.s.)

2,8806 0,0316 2,8096 0,0623 1,01784 0,0228 1,0040 0,0224
4 4,3198 0,0634 4,3419 0,0964 2,1674 0,0484 2,1228 0,0475
6 5,4968 0,0894 5,5066 0,1224 3,3437 0,0745 3,3391 0,0611
8 6,67471 0,1155 6,5923 0,1466 4,5555 0,1016 4,5801 0,0750
10 7,6357 0,1262 7,6375 0,1581 5,7326 0,1149 5,9171 0,0900
12 8,6267 0,1371 8,7681 0,1705 6,9096 0,1281 7,1596 0,1039
14 9,5198 0,1470 9,6991 0,1807 7,9465 0,1340 8,34777 0,1092
18 10,2926 0,1641 10,5563 0,1902 8,9317 0,1450 9,47424 0,1144
22 10,9886 0,1719 11,3526 0,1990 9,6401 0,1600 10,2334 0,1177
26 11,6559 0,1867 12,0909 0,2073 10,1690 0,1621 11,0157 0,1211
30 12,2342 0,1931 12,7957 0,2151 10,6809 0,1632 11,4117 0,1220
36 12,7878 0,1992 13,4125 0,2220 10,9334 0,1638 11,7017 0,1227
42 13,3119 0,2050 13,8610 0,2270 11,1379 0,1641 12,0840 0,1235
48 13,71148 0,2094 14,3285 0,2322 11,3119 0,1644 12,2359 0,1238

99



Anexos

DAD1 A, Sig=254 4 Ref=360,100 (B1B.D)
mAU 7 N €<— (a)

20 25 mi

(b)
| T T T T | T T T T
20 25 mi
DAD1 C, Sig=320,4 Ret=360,100 (B1B.D) (c)
mAU 1 <—
8
6
] o
44 & @ 3 %8
@ N ‘ A 4 ©
q = , ”fld'r\f"- iy LA
0_—__]}‘%_ ___J_Nrw'w/*/v N \F o A A e e
T T T T l T T T T I T T T T l T T T T I T T T T I T T T T
5 10 15 20 25 mi

Figura 9. 1: Exemplo de cromatograma do extrato das raizes de P. glomerata. Extrato
obtido sob as seguintes condicoes: IsoC3;0OH:agua (70:30); 60°C, PEUI coletado aos 2 min
de extracdo. (a) Cromatograma obtido a 254nm; (b) Cromatograma obtido a 280nm e (c)
Cromatograma obtido a 320nm.
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9.2 Ajuste das curvas de extracao

Exemplo (Cinética Ill) de rotina de programagéo utilizada no software SAS 6.12

para ajuste de duas retas.

DATA CINETICA RENDIMENTO;
TITLE'RENDIMENTO';
INPUT TMIN REND;

knotl=8;
AL1=MAX (TMIN-knotl,0);
CARDS;

2 32.2902
4 48.1220
6 56.3374
8 60.7341
10 61.6179
12 63.2463
14 64.3528
18 65.7163
22 66.3276
26 66.8650
30 67.2390
36 67.6244
42 67.8878

48 68.0821

PROC PRINT;RUN;

PROC NLIN;
TITLE'RENDIMENTO NLIN';
PARMS b0 = 25.984

bl= 4.6774
b2 = 0.1478
knotl1l=8;

AL1=MAX (TMIN-knotl,0);

MODEL REND=b0+bl*TMIN+b2*AL1;
RUN;
QUIT;
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9.3 Atividades académicas

As atividades experimentais desenvolvidas neste projeto de pesquisa se
iniciaram, apés treinamento, em julho de 2011. Durante o desenvolvimento deste projeto
de pesquisa, foram desenvolvidos trabalhos em parceria juntamente com o Dr. Diego
Tresinari dos Santos, em estudos de extracdo das raizes de P. glomerata empregando
solventes pressurizados, avaliagdo de nanoemulsées empregando extrato aquoso das
raizes de P. glomerata como surfactante, entre outras atividades que resultaram nas

seguintes publicacoes:

9.3.1 Artigos aceitos para publicacao

Santos, D. T.; Barbosa, D. F.; Brocollo, K.; Gomes, M. T. M. S.; Vardanega, R.; Meireles,
M. A. A. Pressurized organic solvent extraction with on-line particle formation by

supercritical anti solvent process. Food and Public Health, v.2, n. 6, 2012.

9.3.2 Capitulos de livro aceitos para publicacdao

Santos, D.T.; Vardanega, R.; Albarelli, J.Q.; Rabelo, R.B.; Beppu, M.M.; Meireles, M.A.A.
Effects of ultrasound assisted extraction of water soluble constituents on Brazilian ginseng
roots. In: Ginseng: Chemical Constituents, Traditional uses and Health Benefits,

Nova Publishers, 2012.
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Santos, S. T.; Gomes, M.T.M.S.; Vardanega, R.; Rostagno, M.A.; Meireles, M.A.A. Trends
in integration of pressurized fluids with different technologies for natural products
processing. Natural products extraction: principles and applications, RSC

Publishing, 2012.

9.3.3 Trabalhos completos em Congressos

Santos, D. T.; Barbosa, D. F.; Broccolo, K.; Vardanega, R.; Meireles, M. A. A. Avaliacao
de nanoemulsdes a base de dleo essencial de cravo empregando extrato aquoso de
raizes de ginseng brasileiro como surfactante. In: Agrobioenvases, 2012, Florianopolis-

SC.

9.3.4 Resumos publicados em Congressos

Vardanega, R. Santos, D. T.; Meireles, M. A. A. Dynamic ultrasound-assisted extraction of
bioactive compounds from Brazilian ginseng roots (Pfaffia glomerata). In: 16" World

Congress of Food Science and Technology- IUFoST, 2012, Foz do Iguacu-PR.

Vardanega, R.; Santos, D. T.; Debien, I. C. N.; Meireles, M. A. A. Pressurized liquid
extraction of bioactive compounds from Brazilian ginseng roots (Pfaffia glomerata). In:
16™ World Congress of Food Science and Technology- IUFoST, 2012, Foz do Iguagu-

PR.

Santos, D. T.; Vardanega, R.; Debien, |. C. N.; Meireles, M. A. A. Extracdo de compostos

bioativos de raizes de ginseng brasileiro em percolador de leito fixo assistido por
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ultrassom: validagcdo do processo. In: 9° Simpodsio Latino Americano de Ciéncia de

Alimentos- SLACA, 2011, Campinas-SP.
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