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RESUMO

CASAGRANDE, Maira. Otimizagdo de extracdo de compostos bioativos de Baccharis
dracunculifolia visando aplicagdo em processo produtivo industrial. 2019. 134 p. Tese de
Doutorado (Doutorado em Quimica) — Universidade Estadual do Centro Oeste - PR.

A adequagdo de um protocolo de extracdo de compostos antioxidantes de biomassa vegetal
¢ de importancia para a padronizacdo de extragcdo de compostos de interesse industrial. O
objetivo deste trabalho foi adequar, dentre as condi¢des avaliadas, as melhores condigdes de
extragdo de compostos fendlicos com atividade antioxidante da planta Baccharis
dracunculifolia (Bd), usando a metodologia de superficie de respostas (MSR). Um
planejamento fatorial completo (PFC) 23 foi conduzido para avaliar os efeitos do tempo,
temperatura ¢ concentragdes dos solventes etanol ¢ acetona ¢ um PFC 22 para tempo e
temperatura, utilizando dgua como solvente. Os compostos fendlicos totais (CFT) e a
capacidade antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP) foram as variaveis dependentes analisadas
em todos os PFC’s. Houve variagdo de CFT de 19,81 a 37,22 mg (EAG) g'!' (Equivalente ao
4cido galico), de DPPH de 64,68 a 222,07 umol (Trolox) g, de ABTS de 140,26 a 399,67
umol (TEAC) g e de FRAP de 308,62 a 704,56 umol Fe?* g*!. Os pontos 6timos de extragio
determinados pelos PFC’s foram: 90 minutos a 80 °C em agua, 90 minutos a 80 °C em etanol
40%, e 90 minutos a 80 °C em acetona 40%. Os extratos com maiores rendimentos de CFT
tiveram maiores atividades antioxidantes, havendo uma correlagdo forte e positiva entre os
CFT avaliados e os valores de DPPH, ABTS e FRAP, obtidos pelas extracdes realizadas.
Um planejamento de mistura Simplex-Lattice (PSL) foi utilizado para verificar a eficiéncia
da extracdo de compostos bioativos de Bd quando os solventes dgua, etanol e acetona eram
misturados em diferentes propor¢des. Através do PSL foi possivel detectar, através do perfil
de desejabilidade, que a melhor proporgéo entre os trés solventes, que resultariam no maior
rendimento de compostos bioativos era (56:0:44 / 4gua:etanol:acetona). Para motivo de
comparacao com o perfil de desejabilidade, selecionou-se também como melhor condigdo a
relagdo de mistura (33:33:33 / 4gua:etanol:acetona), referente ao ponto central do PSL.
Através da selecdo das melhores condicdes de extragdo determinadas pelos PFC’s e pelo
PSL foram determinados o valor da concentracdo eficiente para reduzir o DPPH em 50%
(CEso), concentracao inibitéria minima (CIM), concentragdo bactericida minima (CBM) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao UV (CLAE-UV). Os compostos
extraidos com solvente etanol (40%) tiveram maior atividade inibitdria frente as bactérias
testadas (CIM e CBM) e melhores valores de CEso. A andlise de CLAE-UV demonstrou que
dentre os acidos fenodlicos identificados e quantificados, o acido fertlico (AF) foi o
componente majoritario para os pontos 6timos analisados pelos PFC’s, e a catequina (CAT)
seguida por AF para o PSL. Sendo assim, os compostos extraidos da planta Bd, através dos
pontos o6timos de extragdo determinados pelos PFC’s e PSL, possuem potencial aplicacdo
industrial. Com base na maior efetividade contra bactérias patogénicas e estudos adicionais,
selecionou-se o solvente etanol 40%, para extrair durante 180 minutos, a uma temperatura
de 80 °C, 2,5 gramas de amostra de Bd previamente liofilizada, como metodologia de
extracdo para gerar um produto liofilizado de Bd (PL-Bd). Tal produto concentrou as
atividades bioativas da planta Bd, bem como reduziu a concentracdo necessaria do extrato
preparado para promover melhores efeitos bactericidas e bacteriostaticos. Por fim, produziu-
se um filme ativo, pela metodologia de casting, com adicdo de PL-Bd, o qual permitiu a
migracdo dos compostos antioxidantes contidos no PL-Bd previamente imobilizados para
diferentes simulantes de bases alimentares. O filme ativo apresentou atividade
antimicrobiana e propriedades mecanicas regulares, sendo possivel no formato estudado
tornar-se um candidato para compor um produto de uso farmacéutico.



Palavras-chave: Planejamento fatorial completo, Planejamento de misturas, Atividade
antimicrobiana, Processos de extracdo, Compostos fendlicos, Atividade Antioxidante,
Concentracao de compostos, Filme ativo.



ABSTRACT

CASAGRANDE, Maira. Optimization of the extraction of bioactive compounds of
Baccharis dracunculifolia aiming application in industrial production process. 2019. 134 p.
Tese de Doutorado (Doutorado em Quimica) — Universidade Estadual do Centro Oeste - PR.

The suitability of a protocol for the extraction of antioxidant compounds from plant biomass
is of importance for the standardization of extraction of compounds of industrial interest.
The objective of this work was to study the best conditions for the extraction of phenolic
compounds with antioxidant activity of the Baccharis dracunculifolia (Bd) plant using
response surface methodology (RSM). A full factorial design (FFD) 2* was conducted to
analyze the effects of time, temperature, and solvent concentration for ethanol and acetone
solvents and a FFD 2? for time and temperature, using water as a solvent. The total phenolic
compounds (TPC) and antioxidant capacity (DPPH, ABTS and FRAP) were the dependent
variables analyzed for all FFD. There was a variation for TPC from 19.81 to 37.22 mg (GAE)
¢! (Gallic acid equivalent), for DPPH from 64.68 to 222.07 (umol Trolox g*'), for ABTS
from 140.26 to 399.67 (umol TEAC g™'), and for FRAP from 308.62 to 704.56 (mmol Fe?*
g). The optimal extraction conditions determined by FFD were: 90 minutes at 80 °C in
water, 90 minutes at 80 °C in 40% ethanol, and 90 minutes at 80 °C in 40% acetone. The
extracts with a greater quantity of TPC presented higher antioxidant activities, and there was
a strong and positive correlation between TPC and the antioxidant activity assays (DPPH,
ABTS and FRAP). A Simplex-Lattice mixing design (SLD), was used to verify the
efficiency of the extraction of bioactive compounds from Bd when the solvents water,
ethanol, and acetone were mixed in different proportions. Through the SLD, it was possible
to detect, through the desirability profile, that the best proportion among the three solvents,
which yielded the highest yield of bioactive compounds was (56:0:44 / water:ethanol:
acetone). For the reason of comparison with the desirability profile, the mixing ratio
(33:33:33 / water:ethanol:acetone), referring to the central point of the SLD, was also
selected as the best condition. The efficient concentration value (ECso), minimum inhibitory
concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC), and High-Performance
Liquid Chromatography (HPLC-UV) of the extracts at their optimal points, were determined
by selecting the best conditions determined by PFC’s and SLD. The compounds extracted
with 40% ethanol demonstrated higher inhibitory activity against the tested bacteria (MIC
and MBC) and better values of ECso. Analysis of HPLC-UV showed that among the phenolic
acids identified and quantified, ferulic acid (FA) was the major component for the optimum
points analyzed by PFC’s and the catechin (CAT) followed by FA for SLD. Therefore, the
compounds extracted from Bd, through the optimum extraction points determined by the
FFD and SLD, present potential for industrial application. Based on the higher effectiveness
against pathogenic bacteria and additional studies, the 40% ethanol solvent was selected, to
extract for 180 minutes, at a temperature of 80 °C, 2.5 grams of sample of the Bd previously
lyophilized, as extraction methodology to generate a lyophilized product of Bd (LP-Bd).
Such a product concentrated the bioactive activities of the Bd plant as well as reduced the
necessary concentration of the prepared extract promoting better bactericidal and
bacteriostatic effects. Finally, an active film was produced, by casting methodology, with
addition of LP-Bd, which promoted the release of the antioxidant compounds contained in
the LP-Bd previously added, demonstrating antimicrobial activity and regular mechanical
properties, it being possible in the studied format, to become it a product of pharmaceutical
use.
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1. INTRODUCAO

As pesquisas envolvendo produtos naturais sdo importantes pela possibilidade de
descobertas de novos produtos farmacéuticos (SFORCIN e BANKOVA, 2011; ALVES et
al., 2010). Através da exploracdo de suas substancias bioativas, os produtos naturais sao
fontes valiosas para o desenvolvimento de novas tecnologias de producao industriais (MELO
et al., 2011), permitindo o avanco na descoberta de biomoléculas com potencial aplicacao
em varias areas da ciéncia. Por exemplo, os polifenoéis oriundos de fontes naturais podem vir
a reduzir o risco de varias doengas que ameacam a vida humana, como o cancer e doencas
cardiovasculares, em funcdo de suas atividades antioxidantes (KUMAZAWA, 2004).

A justificativa de que compostos bioativos oriundos de produtos vegetais podem
prevenir e tratar doengas cancerosas, as quais atingem até 3 bilhdes de pessoas
mundialmente, unida ao fato de que o Brasil possui a flora com maior diversidade do mundo
(INFANTE et al., 2016), permitem e encorajam as pesquisas acerca deste tema, bem como
estudos minuciosos de extracdo e testes de utilizacdo destas substincias nas mais variadas
tecnologias de criacdo e elaboracao de produtos de subsisténcia aos seres humanos.

A Baccharis dracunculifolia (Bd) é uma planta pertencente ao género Asteraceae,
largamente encontrada no sul do Brasil e também conhecida popularmente como alecrim do
campo (FUKUDA, 2006). No Brasil, a maior parte da propolis verde ¢ derivada desta planta,
aonde as abelhas recolhem das suas folhas substancias para produzi-la, e isso a torna
promissora para a realizacio de muitos estudos biolégicos (GUIMARAES et al., 2012;
SFORCIN e BANKOVA, 2011; SILVA FILHO et al., 2009; FUNARI et al., 2007; PARK
et al., 2004), principalmente pela capacidade de sequestrar radicais livres possuindo,
portanto, capacidade antioxidante (PADUA et al., 2010; BRIGHENTE et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2003). Os antioxidantes sao compostos que previnem a oxidacao de outras
substancias (EMBUSCADO, 2015), agindo como estabilizadores de radicais livres
(LLACUNA e MACH, 2012).

Em vista disso, ha crescente busca por métodos de extragdes que consigam reter no
extrato maiores quantidades de compostos bioativos (MONROY et al., 2016; MOKRANI e
MADANI, 2016; GARMUS et al., 2015; BURIN et al., 2014; CHIRINUS et al., 2007), e
para este caso os compostos bioativos presentes na planta Bd. Poucos estudos foram
encontrados na literatura consultada analisando grande numero de variaveis de extragcdo de
compostos bioativos oriundos da planta Bd, simultaneamente, como: influéncia do preparo

das amostras por diferentes métodos de secagem, tipos e concentracdes variadas dos



22

solventes extratores, diferentes tempos e temperaturas de extragcdo, diferentes proporgdes
entre 3 solventes de extragdo, relacdo massa e volume entre o solvente e a amostra no
processo de extracdo, por exemplo. Tais pardmetros sdo essenciais para possibilitar a
veiculacao industrial da Bd através da utilizagao de um protocolo adequado, possibilitando
o rendimento maximo no processo de extracao daquilo que se deseja extrair.

Este projeto teve como objetivo encontrar o ponto 6timo de extragdo de compostos
bioativos da planta Bd através da quantificagdo desses extratos quanto a diferentes tipos de
métodos analiticos de determinagdo de atividade antioxidante. Para isso, utilizou-se o
planejamento fatorial de experimentos e o planejamento de misturas, a fim de permitir
melhor compreensdo dos efeitos de cada varidvel estudada, visando maior rendimento do
processo de extracdo em funcdo das respostas de interesse. Dos extratos com maiores
rendimentos, apontados pelos planejamentos fatoriais e pelo planejamento de misturas,
foram analisados a cinética de captura do radical DPPH (CEso), atividades antimicrobianas
contra micro-organismos patogénicos e quantificagdes de alguns compostos fenolicos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo UV (CLAE-UV).

Também foi objetivo deste trabalho, gerar um produto liofilizado padronizado, do
ponto maximo e mais efetivo de extragdo, encontrado pela conclusdo dos estudos de todas
as variaveis avaliadas, e incorpora-lo a um polimero, com intuito de que este material
funcione como um imobilizador do principio ativo do produto liofilizado de Bd (PL-Bd),
sendo esta uma opgdo prévia de aplicacdo teste do PL-Bd, conforme as suas caracteristicas
apresentadas. De qualquer forma, ainda ha o proposito de que o PL-Bd seja utilizado em
estudos futuros, para o desenvolvimento de novos produtos com adicdo de Bd, através de
sua prévia caracterizacdo ja realizada no presente trabalho, para que suas propriedades e
caracterisricas sejam melhor compreendidas e aplicadas, podendo entdo, participar de
alguma formulacdo alimenticia, cosmética e/ou farmacéutica, conferindo a estas um

diferencial como um ingrediente ativo de fonte natural.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Baccharis dracunculifolia (Bd)

O género Baccharis ¢ composto por mais de 500 espécies, sendo observada no Brasil
a ocorréncia de 120 destas (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005). A Bd ¢
popularmente chamada no Brasil de “vassoura” ou “alecrim do campo”, caracterizando-se
como uma planta arbustiva, perene e lenhosa, com altura média de 2 a 3 metros, de
propagacao seminifera, com caule bastante ramificado e recoberto densamente por tricomas

(SANTOS et al., 2012) (Figura 1A). A Apis mellifera, uma espécie de abelha africanizada,

costuma recolher resinas de brotos ou folhas da planta Bd, utilizando-na para produzir a

propolis verde (SFORCIN e BANKOVA, 2011; PARK et al., 2004) (Figura 1B ¢ 1C).

Figura 1. (A) Exemplar da planta Baccharis dracunculifolia (Bd) com 12 meses de cultivo, (B) Abelha
recolhendo resinas da planta Bd, (C) Abelha produzindo a propolis verde a partir da planta Bd.
Fonte: Souza (2007); Kumazawa et al., (2003).

A prépolis é um produto biossintetizado a partir de plantas, por abelhas, com objetivo
de proteger a colmeia contra patdogenos, sendo assim, suas propriedades medicinais sdo
conhecidas desde a antiguidade (SUN et al, 2018; BANKOVA et al., 2018; SIMOES-
AMBROSIO et al., 2010). No Brasil, a planta Bd ¢ a principal fonte botanica para producao
da propolis verde, com muitos estudos bioldgicos realizados por tal caracteristica
(GUIMARARES et al., 2012; SFORCIN e BANKOVA, 2011; SILVA FILHO et al.; 2009;
FUNARI et al., 2007).

Funari e Ferro (2006), ao analisarem amostras da planta Bd e de propolis, coletadas
em uma mesma area, observaram que tanto a planta quanto a propolis verde apresentavam
uma grande variedade de substincias fenolicas. Os autores observaram ainda um perfil

quimico muito similar entre as amostras de propolis e das plantas, corroborando com os
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estudos que apontam a Bd como a principal fonte botanica de producao da prépolis verde.
Embora a propolis e a sua fonte botanica tenham perfis quimicos semelhantes, como no caso
exposto anteriormente, vale salientar que existem variados tipos de propolis (verde, marrom,
vermelha), e conforme a sua fonte botdnica e entre as diferentes propolis, as atividades
biolodgicas e perfis quimicos podem sofrer variagdes (ANDRADE et al., 2017; MACHADO
et al.,2016; SFORCIN e BANKOVA, 2011). No entanto, o material da planta possui fonte
de metabdlitos com maior padronizacdo se comparado aos diversos tipos de propolis
existentes, o que torna mais facil, do ponto de vista legal, a produgéo e registro de um novo
medicamento utilizando a Bd (planta) como matéria-prima, se comparado a utilizacdo da
propolis produzida por um inseto (abelha), e que pode assim, ter maiores variagdes de seus
perfis quimicos conforme a regido produtora (SFORCIN e BANKOVA, 2011).

As espécies do género Baccharis apresentam atratividade para a industria
farmacéutica e de alimentos, uma vez que demonstram comprovadas atividades
antimutagénicas (RESENDE et al., 2007), anti-inflamatérias (LIVERO et al., 2016;
BACHIEGA et al., 2013; SANTOS et al., 2010), antimicrobianas (CASAGRANDE et al.,
2018; SALAZAR et al.,2018; VEIGA et al., 2017), antifungicas (SOBRINHO et al., 2016),
hepatoprotetora (GUIMARAES et al., 2012), ndo citotoxicas e com atividade contra
leishmaniose (SILVA FILHO et al., 2009), anticariogénica (PEREIRA et al., 2016; AIRES
et al., 2016), antidiabética (HOCAYEN et al., 2016) ¢ antioxidantes (CASAGRANDE et
al.,2018; VEIGA et al., 2017; SOBRINHO et al., 2016; SARTOR et al., 2013; PADUA et
al., 2010; BRIGHENTE et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2003).

Estudos recentes de viabilidade econdémica da planta Bd (PAULA et al., 2016) e
testes de avaliacdo de vida 1til de compostos bioativos extraidos de Bd (TEIXEIRA et al.,
2017) foram realizados. Em fung¢ao disso, e devido ao fato de a Bd ser uma planta de facil e
espontanea propagagdo (GOMES e FERNANDES, 2002), poder-se-ia viabilizar uma
aplicagdo tecnologica, agregando-se valor aos processos produtivos que a utilizassem como
matéria-prima, sendo reforcados pela justificativa de que, em um produto a base de Bd,
podem ser encontradas substincias, com maior possibilidade de padronizacdo, também

presentes na propolis verde, a qual ja possui ha longa data seu efeito medicinal reconhecido.

2.2 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sdo compostos que previnem a oxidagdo de outras substancias
(EMBUSCADO, 2015; BITTENCOURT et al., 2015), atuando como estabilizadores de
radicais livres (LLACUNA e MACH, 2012). Do ponto de vista estrutural, os antioxidantes
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sd0 compostos aromaticos que possuem ao menos uma hidroxila (-OH) ligada ao anel
(RAMALHO e JORGE, 2006) ou cadeias carbdnicas contendo duplas ligagdes alternadas
ou conjugadas (CHITARRA e CHITARRA, 2005). Os radicais livres, os quais sao
produzidos por hemdlise através de fornecimento de energia a molécula, sdo espécies com
um ou mais elétrons livres em uma camada de valéncia, e por isto sdo altamente reativos,
possuindo assim a capacidade de abstrair um elétron de uma molécula para estabilizar-se
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015; SOLOMONS e FRYHLE, 2011). As moléculas
antioxidantes estabilizam-se por ressonancia, tornando-se assim, incapazes de iniciar ou
propagar reacdes oxidativas apds a abstragdo de seu hidrogénio pelos radicais livres
(RAMALHO e JORGE, 2006).

As reacdes de oxidagao podem ocorrer através de trés estagios: iniciacdo, propagacao
e terminacdo, sendo que a presenga de calor, luz, oxigénio, enzimas, metais de transicao,
metal-proteinas e micro-organismos podem atuar como iniciadores (BOROSKI ef a!/., 2015).
A Figura 2 demonstra as etapas das reagdes de oxidagdo e o efeito da acdo antioxidante, na
qual: RH = substrato, R* =radical livre, ROO" = radical per6xido, ROOH = hidroperdxido e

AOH = composto antioxidante.

Iniciacdo
RH> R +H

Propagacao
R"+ 0, > ROO’
ROO"+RH - ROOH + R’

Inibi¢do
AOH + ROO' ©» ROOH + AO’
AOH +R" > RH + AO’

Término
AO* + ROO" - Produtos néo radicalares
ROO" + ROO* > ROOR + O,
R'+R" > RR
Figura 2. Etapas das rea¢des de oxidagao e agdo antioxidante.
Fonte: Boroski et al., (2015); Huang et al., (2005); Frankel (1980).

O oxigénio ¢ essencial a vida, mas também pode ser nocivo, apresentando algumas
espécies altamente reativas, como as espécies reativas ao oxigénio (ERO) (HALLIWEL,
1997). As ERO sdo formas de O: parcialmente reduzidas que podem ser geradas
naturalmente por células, no organismo, sendo consequéncia de atividades enzimaticas e da
respiragdo (VALKO et al., 2007). Entre as ERO, pode-se citar o anion superoxido (O2),

radical hidroxila (OH"), radicais peroxila (ROO"), que quando em presenca dos antioxidantes
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podem resultar na redugdo da formacdo dessas espécies através da captura das mesmas ou
de seus precursores (HALLIWEL, 1997).

As reagdes metabolicas do corpo humano produzem ERO, nas quais podem ser
inclusos os radicais livres, € hd uma captura dessas espécies naturalmente por antioxidantes
biologicos produzidos pelo corpo humano por sistemas enzimaticos que funcionam como
antioxidantes naturais (superoxido-dismutase, catalase e glutationa-peroxidase). Quando ha
desequilibrio na quantidade de ERO podem ocorrer efeitos degenerativos ao organismo em
fun¢do da ndo inativagdo dos radicais livres produzidos em excesso, € esta condi¢do nomeia-
se estresse oxidativo (NICOLAI et al., 2016; ALVES et al, 2010; CHITARRA ¢
CHITARRA, 2005).

Desta forma, faz-se muito importante uma dieta de antioxidantes exdgenos,
especialmente quando as ERO estdo em alta no organismo, como forma de auxiliar na
captura dessas espécies, ja que o desequilibrio de ERO pode desencadear graves doencas
(MENG et al., 2012; ALVES et al., 2010; SIMOES-AMBROSIO et al., 2010).

Os compostos antioxidantes podem ser de origem sintética, os quais sdo largamente
utilizados como conservantes, para o melhoramento da estabilidade oxidativa dos alimentos,
pela industria alimenticia (BHA — butilhidroxianisol, BHT — butilhidroxitolueno, TBHQ —
tercbutilhidroquinona e PG — propilgalato), e também de origem natural (NICOLALI et al.,
2016; EMBUSCADO, 2015; PEREZ-JIMENEZ et al., 2008; RAMALHO e JORGE, 2006).
Sendo assim, sdo fontes de antioxidantes naturais as matérias vegetais (EMBUSCADO,
2015; SHAHIDI e ZHONG, 2010; RAMALHO ¢ JORGE, 2006), os tecidos animais e
micro-organismos (SHAHIDI e ZHONG, 2010).

Ocorre que os antioxidantes sintéticos, vem sendo apontados como toxicos, podendo
causar efeitos adversos em humanos com exposi¢ao a longo prazo (NICOLALI et al., 2016;
EMBUSCADO et al., 2015; DEVATEKAL e NAVEENA, 2010; DEVATEKAL et al.,
2010; SHAHIDI e ZHONG, 2010), que podem levar a canceres (SHAHIDI ¢ ZHONG,
2010). Mesmo sendo amplamente utilizados pela industria de alimentos no Brasil, em
concentracdes definidas (BRASIL, 1998; BRASIL, 1997; BRASIL, 1965), em outros paises,
o antioxidante sintético TBHQ, por exemplo, tem seu uso restrito, no Canada e Unido
Europeia, com proibi¢do no Japao (SHAHIDI e ZHONG, 2010). Isso mostra que existe
fomento na realizagdo de pesquisas, as quais visam encontrar fontes antioxidantes naturais
para testa-las e utilizd-las como substituintes dos antioxidantes sintéticos em diversas
tecnologias, com objetivo de satisfazer o apelo do consumidor por produtos naturais

agregados a tecnologias de produtos para subsisténcia humana, ao invés de produtos
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sintéticos (CASAGRANDE et al., 2018; CALDERON-OLIVER et al, 2016;
EMBUSCADO et al., 2015; JERONIMO et al., 2012).

Desta forma, a aplicabilidade dos compostos bioativos extraidos de produtos
vegetais, ja exposta pela literatura tem sido vasta e em desenvolvimento continuo. Ha
estudos demonstrando sua eficdcia na area alimenticia como conservantes naturais
(VAITHIYANATHAN et al., 2011; SELANI et al., 2011; DEVATEKAL ¢ NAVEENA,
2010; DEVATEKAL et al., 2010; NAVEENA et al., 2008), compondo biopolimeros em
filmes antibacterianos (HOSSEINI et al., 2015), em filmes nanométricos com propriedades
anticarcinogénicas (ATHIRA e JYOTHI, 2015), em microcapsulas antibacterianas
(SOLIMAN et al., 2013), em filmes com propriedades antimicrobianas (ARAUJO et al.,
2015), por exemplo. Os efeitos benéficos que podem apresentar as moléculas bioativas
oriundas de Bd, derivadas da atividade antioxidante de seus extratos, podem ser justificativas
para tornar essas moléculas bioativas extraidas, como matéria-prima, para o
desenvolvimento de novos produtos pelas indastrias farmacéuticas, alimenticias e/ou
cosméticas. Esta ideia pode ser reforcada pelo fato da propolis verde produzida a partir de

Bd ter potencialidade em reduzir as ERO (SIMOES-AMBROSIO et al., 2010).

2.2.1 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos vegetais constituem um grupo quimicamente heterogéneo,
com aproximadamente 10.000 compostos (TAIZ e ZEIGER, 2009) e sdo um grande grupo
de metabolitos secundarios produzidos por varias plantas, podendo prevenir doencas
cardiovasculares e tumorais (MENG et al., 2012), devido a atividade antioxidante que
podem exercer (EMBUSCADO, 2015; KUMAZAWA et al., 2004; KAHKONEN et al.,
1999). Eles podem ser encontrados em plantas comestiveis ou ndo, e ter multiplos efeitos
biologicos (EMBUSCADO, 2015; KAHKONEN et al., 1999), de forma que, os compostos
fendlicos agem como agentes redutores, doando hidrogénios (EMBUSCADO, 2015). Os
extratos de frutas, ervas, legumes, cereais e outros materiais vegetais sdo ricos em compostos
fenolicos (EMBUSCADO, 2015; KAHKONEN et al., 1999), sendo que possuem como
estrutura basica um anel aromatico, podendo ter uma ou mais hidroxilas ligadas a ele (MELO

et al.,2009) (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura quimica minima de um composto fendlico.
Fonte: Pub Chem., (2017).

A importancia dos produtos naturais j& estd bem evidenciada e em face disso eles sdo
promissores para a descoberta de novos medicamentos (BARROS et al., 2008). Sendo os
compostos fenolicos um grupo importante de compostos bioativos (GARMUS et al., 2015),
a presenca deles em quantidades significativas em um extrato, pode vir a inativar radicais
livres e demonstrar bioatividades ligadas a esse potencial inativador, como por exemplo,
compor de forma padronizada um farmaco que funcione por este mecanismo (SFORCIN e
BANKOVA, 2011). Visto que, moléculas polifenolicas, tais como &acidos fenolicos e
flavonoides, sdo compostos responsaveis por possuir alta capacidade antioxidante (SUN et
al., 2018).

Os compostos fenolicos vegetais naturais sdo compostos por uma grande e variavel
classe de moléculas produzidas pelas plantas. As quais sdo oriundas do metabolismo
secundario vegetal. O qual ndo esta ligado diretamente aos processos metabolicos primarios
de uma planta, como o crescimento e o desenvolvimento da planta, mas ligado a produgao
de moléculas pela planta com objetivo de defesa e perpetuacdo da mesma. Havendo uma
classificacdo de todas as moléculas produzidas pelo metabolismo secundario vegetal em trés
grandes classes: os terpenoides, os alcaloides e os compostos fendlicos (GARCIA et al.,
2010; TAIZ e ZEIGER, 2009).

Os compostos fenolicos sdo subdivididos em classes devido a sua diversidade
estrutural, ¢ conforme o nimero e posi¢do das hidroxilas (OH) e/ou outros grupos
substituintes, em subclasses, tais como os acidos fenoélicos e os flavonoides (MELO et al.,
2009) (Figura 4). Conforme Verdi et al. (2005), entre os fitoquimicos que mais se destacam
nas plantas do género Baccharis estdo os flavonoides e terpenoides, sendo a Bd uma das
espécies mais pesquisadas quanto a atividade biologica, e os flavonoides alvo de pesquisas

aplicadas a medicina, devido as suas atividades antioxidantes.
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Figura 4. Estruturas quimicas de compostos fenolicos.
Fonte: Shahidi e Zhong, (2010).

2.3 EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

O estudo de produtos naturais tem demonstrado dependéncia das técnicas de
extracOes utilizadas para separa¢do dos compostos de interesse (GARMUS et al., 2015;
VARGAS et al., 2013), requerendo mudangas frequentes das técnicas de extra¢do, conforme
os requisitos de producdo e de qualidade, nas industrias de alimentos, farmacéutica e
cosmética (GARMUS et al., 2015).

A dificuldade esta em extrair, identificar e aplicar esses compostos bioativos. Pois, a
solubilidade dos compostos fenolicos ¢ dependente da polaridade do solvente utilizado para

extracdo, da polimerizacdo dos fenodlicos, da interagdo deles com outros constituintes da
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planta e da formagao de complexos insoltiveis, ndo existindo um processo universal que seja
adequado para a extragdo de todos os compostos fendlicos ou de uma classe deles (FELIX
etal.,2018; CVETANOVIC et al., 2015).

Desta forma, ha a necessidade de adequar aos diferentes materiais vegetais um
protocolo de extracdo. Neste sentido, muitos sao os estudos que visam otimizar a extracao
desses compostos, de diversas matrizes, com o objetivo de potencializar seus efeitos
benéficos a satde (CASAGRANDE et al., 2019; FELIX et al., 2018; YANG et al., 2017,
CUIJIC et al.,2016; MASKOVIC et al.,2016; ALBERTI et al., 2014; PRASAD et al., 2011;
KARACABEY e MAZZA, 2010; POMPEU et al., 2009; AMAKURA et al., 2002), que
podem ser agregados as tecnologias de processamento de alimentos e farmacos, devido e
conforme as suas caracteristicas de agcdo, mostrando assim a importancia da realizacdo de
estudos de extracdo, concentracdo e purificagdo de compostos bioativos.

Para adequac¢do de um protocolo de extragdo que possui um niimero consideravel de
variaveis que possam influenciar no processo, faz-se muito importante a utilizagdo de
ferramentas estatisticas que auxiliem na tomada de decisdes sobre estes parametros. Quando
existem duas ou mais varidveis de estudo (fatores: varidveis independentes), o planejamento
fatorial de experimentos permite a combinagdo destas variaveis, e sendo assim, ¢ possivel
saber como uma variavel afeta a outra, pois uma estara sujeita a outra (CUJIC et al., 2016;
CALADO e MONTGOMERY, 2003).

A utilizacdo do planejamento de experimentos permite ao analista verificar se sdo e
o0 quanto sdo importantes, em seus experimentos, as variaveis independentes em questdo, em
funcdo de uma resposta de interesse (variaveis dependentes) (ANDERSON-COOK et al.,
2009). Variaveis independentes como tempo de extragdo, temperatura de extracdo, pH dos
extratos, concentracdo soOlido-liquido da amostra-solvente, preparo de amostras
diversificados para extracdo, concentracdo do solvente para extracdo (CASAGRANDE et
al., 2019; BURIN et al., 2014; ZHANG et al., 2013; GAN e LATIFF, 2011; PRASAD et
al.,2011; KARACABEY e MAZZA, 2010; WIINGAARD e BRUNTON, 2010; POMPEU
et al.,2009), vem sendo estudadas sobre as variaveis dependentes compostos fendlicos totais
(CFT), e/ou atividades antioxidantes (DPPH, ABTS e FRAP) (FRAP, do inglés: Ferric
Reducing Antioxidant Power), com intuito de promover o maior rendimento de compostos
bioativos extraidos por estes parametros. Em vista de que, as condi¢gdes de extragdo
envolvidas no processo podem aumentar a eficiéncia do rendimento de compostos bioativos

(POMPEU et al., 2009), e extrair compostos quimicos de variabilidade quimica diferente,
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conforme o método de extra¢ao envolvido, implicando em variadas propriedades funcionais
do extrato obtido (POVEDA et al., 2018).

Quando a mistura de componentes pode ser Util para otimizar as variaveis respostas
¢ indicado utilizar o planejamento de misturas como ferramenta estatistica (CIRILLO, 2015;
CALADO e MONTGOMERY, 2003). Neste planejamento, os fatores sdo os componentes
da mistura, em funcdo de uma resposta, a qual pode variar conforme a propor¢do desta
mistura, ¢ tal mistura deve satisfazer o somatério entre as partes resultando em um (1)
(ANDERSON-COOK et al., 2009). A mistura de diferentes solventes, como a agua, o etanol
e a acetona, por exemplo, também ¢ um fator que pode interferir na qualidade e rendimento
de compostos extraidos (FELIX et al, 2018; KUBILIENE et al. 2015). Como outro
exemplo, Baj et al. (2018) utilizaram o planejamento de mistura Simplex-Lattice (PSL) para
avaliar o efeito sinérgico entre Oleos essenciais extraidos das plantas de manjericdo,
manjerona e alecrim, e definindo as condi¢des de mistura € o modelo matematico,
adequados, ao estudo de mistura dos 6leos sobre o efeito da eficiéncia antioxidante.

Isto demonstra a extrema importancia da utilizagdo de ferramentas de apoio para a
definicdo de condi¢des de extracdo de compostos bioativos de produtos naturais, ja que nao
ha padronizagdo de extragdo, além de uma possibilidade de maior rendimento dos compostos
que se deseja extrair, variando as mais diversas possibilidades de condi¢des de extracdo,
simultaneamente. Em nivel industrial, as condigdes adequadas, podem resultar em
economia, auxiliando na maximiza¢do do rendimento dos compostos de interesse ¢ na
minimizacdo dos gastos com matéria-prima, insumos, tempo de processo, dentro outros,
auxiliando na viabilidade do produto, focadas em posteriores aplicagdes que venham a ser

mercadologicas e de utilidade para os seres humanos.

2.4 METODOS DE AVALIACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT)

E possivel detectar compostos fenolicos por meio de espectrofotometria, aonde
varios grupos de compostos fendlicos podem ser quantificados de forma total. Por outro
lado, por meio de técnicas de cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alta eficiéncia
¢ possivel fazer a separagdo e quantificacdo individual, dos compostos fenolicos presentes
em uma amostra (KUBILIENE et al., 2015; NACZK ¢ SHAHIDI, 2004).

Os métodos espectrofotométricos de quantificacdo de CFT ja estdo bem
desenvolvidos e tem-se utilizado pela literatura, em avaliacdes de variados materiais
vegetais, por exemplo, os métodos de Folin-Denis e Folin-Ciocalteau (CASAGRANDE et
al.,2019; CASAGRANDE et al., 2018; VEIGA et al., 2017, MOKRANI e MADANI, 2016;
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SIMIRGIOTIS et al., 2016; RAMIREZ et al., 2015; NINA et al., 2015; FIGUEIREDO-
RINHEL et al., 2013; SARTOR et al., 2013; MELLO e HUBINGER, 2012; MARTINEZ-
CORREA et al., 2012; NACZK e SHAHIDI, 2004). O método de Folin-Ciocalteau ¢ o mais
utilizado dentre os autores anteriormente pesquisados. No entanto, ambos métodos possuem
interferentes (Folin-Denis e Folin-Ciocalteau), tais como proteinas extraiveis, Cobre (I) e
Vitamina C, por exemplo (HUANG et al., 2005; NACZK e SHAHIDI, 2004).

Para a quantificagdo de CFT, no presente estudo, utilizou-se a metodologia do Folin-
Ciocalteu, pois ela é reprodutivel, e de facil e rapida execugao, tornando-a possivel de utiliza-
la em comparagdes, via literatura, seguras, entre as pesquisas que utilizam este método.
Neste ensaio, espécies redutoras, como compostos fenolicos sdo desprotonados em meio
bésico, produzindo anion fenolato. Estes, por sua vez, reduzem os sais de tungstato de sddio
(Na2WO04.2H20) e molibdato de sddio (NaxMoO4.2H>0), contidos no reagente Folin-
Ciocalteu, que leva o nome do método, do estado de oxidacdo VI a V, formando os
complexos molibdénio-tungsténio (PMoW 11040)*, € estes sdo azuis (BOROSKI et al., 2015;
VADIVEL e BRINDHA, 2015; DICIAULA et al, 2014; HUANG et al., 2005;
SINGLETON, ORTHOFER e LAMUELA, 1999) (Figura 5).

COOH (ele]0) CcoOo’
Na,CO,3
S +2Mo® —» +2Mo* +2H"
HO OH HO OH (0] OH
OH OH (e}
COMPOSTO ANION
FENOLICO FENOLATO

Figura 5. Reagdo do acido galico com molibdénio VI, levando a formagdo de molibdénio V.
Fonte: Oliveira, (2011).

2.5 METODOS DE AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (DPPH, ABTS e
FRAP)

Devido a simplicidade e rapidez de execucao, sensibilidade e reprodutibilidade, os
métodos de andlise de atividade antioxidante DPPH, ABTS e FRAP, sdo amplamente
utilizados para detectar a capacidade antioxidante in vifro de extratos de plantas
(SALGUEIRO e CASTRO, 2016; PEREZ-JIMENEZ et al., 2008).

Ent3o, ndo existe método unico in vitro capaz de determinar toda a atividade
antioxidante em uma analise apenas, pois os antioxidantes tém diferentes mecanismos

caracteristicos de reacdo (SUN ef al., 2015). Desta forma, recomenda-se a utilizacdo de ao
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menos dois métodos complementares para avaliagio antioxidante (PEREZ-JIMENEZ et al.,
2008; MENG et al., 2012), sendo o mais frequentemente utilizado o da captura do radical
DPPH (MENG et al., 2012). Desta forma, os diferentes métodos de atividade antioxidante,
devido aos diferentes mecanismos das reacdes que desempenham, exprimem resultados
diferentes entre si, para a avaliacdo de uma mesma amostra (MELLO e HUBINGER, 2012).

A andlise de captura do radical DPPH ¢ baseada na capacidade do extrato que esta
sendo analisado capturd-lo (BITTENCOURT et al., 2015; ALVES et al.,, 2010). Mensor et
al. (2001) explicam que o DPPH ¢é um radical estavel em solucdo etanolica (DPPH"), e que
produz colorag@o violeta quando dissolvido em etanol. Aceita um elétron ou um radical
hidrogénio para se tornar uma molécula estavel, ou seja, ¢ reduzido na presenga de uma
molécula antioxidante. Quanto maior a reacdo de reducdo dos radicais DPPH, maior a
descoloragdo da cor purpura violeta da solu¢do de DPPH", tornando a solugdo amarelada,
devido ao recebimento do atomo de hidrogénio (H) oriundo da espécie antioxidante (AOH)

(BOROSKI et al., 2015; ALVES et al., 2010) (Figura 6).
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H
N—N NO, + AOH — N—N NO, + AO"
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Figura 6. Estrutura do DPPH’ e reac@o dele com uma molécula antioxidante.
Fonte: Boroski ef al., (2015); Oliveira, (2011); Rufino et al. (2007b).

O ensaio de ABTS, também conhecido internacionalmente como TEAC (Trolox
equivalente antioxidante capacity), reage da mesma forma que o ensaio da captura do radical
DPPH, através da captura do radical livre, pelas moléculas antioxidantes (AOH) (GULLON
et al., 2017; SINGH et al., 2016; HUANG et al., 2005). No entanto, diferentemente do
radical DPPH, o radical cation ABTS precisa ser formado antes da analise e esta formagdo
da-se através da reagdo com persulfato de potassio (K2SOs), aonde o mesmo oxida o ABTS,
para formar ABTS™, ¢ este por sua vez é reduzido pelas moléculas antioxidantes quando em
analise, formando o ABTS™. O ensaio de ABTS também se diferencia do de DPPH por ter o
tempo de reacdo mais rapido, de aproximadamente 6 minutos (SINGH ez al., 2016; RUFINO
et al., 2007a). A reagdo de reducdo, do ABTS™ para o ABTS", pode ser visualizada pela
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mudanca de coloragio do meio reacional do verde ao incolor, respectivamente (GULLON

etal.,2017; HUANG et al., 2005; RE et al. 1999) (Figura 7).
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Figura 7. Formagio do ABTS™ pelo persulfato de potassio, e reagdo dele com uma molécula antioxidante,
produzindo ABTS".
Fonte: Oliveira, (2011).

O teste do FRAP mede a capacidade da amostra antioxidante reduzir o Fe** a Fe?*
(GULLON et al., 2017; MENESES e al., 2013). Quando em meio acido (pH 3,6) e em
presenga de uma substincia antioxidante redutora, o complexo TPTZ [Fe**(TPTZ):]**
{aonde TPTZ individualmente é o composto [2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina]}, recebe um
elétron, e é reduzido a forma [Fe*'(TPTZ):]**, ele apresentar-se-4 com colora¢do intensa

azul (BOROSKI et al., 2015) (Figura 8).
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Figura 8. Redugdo do complexo TPTZ com Fe3*,
Fonte: Rufino ef al., (2006).

A capacidade de uma molécula antioxidante capturar radicais livres frente ao estresse
oxidativo ¢ um fator importante biologicamente (MELLO e HUBINGER, 2012). Desta
forma, embora as amostras testadas pela captura do radical DPPH, por exemplo, possam nao
reproduzir biologicamente a atividade detectada in vitro, tal teste pode ser utilizado como

selecionador de amostras, para testes bioldgicos subsequentes.

2.6 PRODUCAO DE FILMES ATIVOS

Os polimeros sdo substancias de alto peso molecular, compostas de mondmeros
(subunidades que se repetem), unidos através de reacao de polimerizagdo, e que podem
possuir comprimento de cadeias e ramifica¢des diferentes. Podem ser sintéticos (naylon,
polietileno, baquelite) ou naturais (amido, celulose, seda). Data de 1839, o registro mais
antigo de manipulacdo de substancias com intuito de formar um polimero, quando Charles
Goodyear transformou a borracha natural em uma substancia elastica. De maneira geral, a
classificacao dos polimeros pode-se dar de variadas formas, dependendo do tipo de reagdo
de obtengao, da estrutura, e de acordo com as propriedades fisicas que apresentam (CAREY,
2011; SOLOMONS e FRYHLE, 2011).

A produgdo de plasticos a nivel mundial vem apresentando crescimento constante.
Estimativas afirmam que no ano de 2015 foram produzidos, no mundo, e na Europa, 322 ¢
58 milhdes de toneladas de plasticos, respectivamente. Em 2016 esses valores subiram para
335 e 60 milhoes de toneladas, respectivamente. O setor de embalagens foi responsavel por
39,9% da demanda de plasticos na Europa em 2016 (PLASTICS EUROPE, 2017). Tais

informacgdes incentivam a pesquisa de formulagdes poliméricas a partir de fontes naturais e
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biodegradaveis, contribuindo para a producao de polimeros que se degradem com maior
rapidez, se comparados aos formulados apenas de fontes petroquimicas nao biodegradaveis.

O amido ¢ um material de baixo custo, totalmente biodegraddvel e amplamente
disponivel, no entanto, apresenta alguns inconvenientes para sua aplicagdo pura, pois €
hidrofilico e ndo possui boas propriedades mecénicas, limitando sua utilizagdo de forma
individual, sendo necessario mistura-lo a outros polimeros para melhorar suas caracteristicas
poliméricas (TANG e ALAVI, 2011; VROMAN e TIGHZERT, 2009). O poli(vinil alcool)
— PVA, ¢é produzido através da hidrélise do poli(vinil acetato) — PVAT com hidroxido de
sodio (NaOH), em meio metanolico, apresentando alta resisténcia mecanica associada a uma
boa formagdo de filmes, e com aprovacdo pelo FDA (Food and Drug Administration) para
uso em embalagens que entram em contato com alimentos (SEKISUI, 2019). Desta forma,
o PVA apresenta potencialidades de utilizacdo agregado ao amido para a producdo de
materiais devido ao fato de ambos apresentarem boa compatibilidade, conforme observado
por Zanela et al. (2015) e Mao et al. (2002).

O glicerol € uma molécula muito utilizada em formula¢des de filmes biodegradaveis
com func¢do na matriz polimérica de plastificante (ZHANG et al., 2018; ASSIS et al., 2017;
ARAUJO et al., 2015; CHANG-BRAVO et al., 2014). Um plastificante pode ser definido
como uma substincia, ou material que ¢ incorporado a um polimero, com a fungdo de
aumentar a sua flexibilidade e manuseabilidade, reduzindo sua rigidez (Modulo de Young)
e tensdo na ruptura (DANIELS, 2009). Em nivel molecular, os plastificantes, que sdo
moléculas de baixas massas moleculares, posicionam-se entre as grandes cadeias
poliméricas, e assim, aumentam a distancia entre essas cadeias, proporcionando redugdo das
forgas intermoleculares atrativas das cadeias, o que resulta em uma maior mobilidade
intermolecular (CALLISTER e RETHWISCH, 2015).

Ha fomento atualmente, para se produzir embalagens conservadoras de alimentos,
focadas em ativos naturais, em substitui¢do aos sintéticos, possuindo atividade antioxidante
¢ antimicrobiana oriundas de materiais naturais, sendo assim, combinar em formulagdes de
embalagens, para alimentos, antioxidantes naturais e os materiais das embalagens, pode
auxiliar nas limitacdes dos processos oxidativos dos alimentos que as contiver, contribuindo
para o aumento do tempo de estocagem destes alimentos (RIBEIRO-SANTOS et al.,2017b;
TALON et al., 2017). Frente a isto, ¢ um desafio produzir embalagens por novas técnicas, e
as principais inovagdes neste campo sdo as produgdes de embalagens ativas, embalagens
inteligentes e embalagens bioativas, havendo a interagdo intencional com o contetido delas,

influenciando na saude do consumior (MAJID et al., 2018).
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Extratos ricos em compostos fendlicos, compondo um polimero, podem prover
propriedades funcionais a ele, como antioxidantes e antimicrobianas, tornando entdo este
polimero uma embalagem ou um filme ativo, pelo mecanismo de acdo que podem exercer
os compostos ativos adicionados (KAM et al., 2018; CHANG-BRAVO et al., 2014). Desta
forma, hd também o fomento pela producdo de filmes ativos que visam criar produtos de
subsisténcia aos seres humanos, testando suas propriedades e determinando suas possiveis
aplicacdes em fun¢do delas. Aratjo et al. (2015), por exemplo, produziram filmes ativos
biodegradaveis incorporados de extrato etandlico de propolis verde, obtendo migracdo de
moléculas antioxidantes com ag@o antimicrobiana, do filme, sendo esses filmes, passiveis de
incorporagdo, apds mais estudos, em processamentos de produtos de ordem alimenticia e/ou
farmacéutica.

Nao foram encontrados na literatura consultada filmes ativos a base de Bd, amido de
mandioca e PVA. Segundo as propriedades biologicas da Bd ja expostas por este trabalho, a
produgdo de um filme incorporado de Bd poderia ser um carreador das atividades biologicas
ja comprovadas da planta. Desta forma, desenvolver filmes adicionados de antioxidantes de
origem natural, poderia substituir a utilizagdo de antioxidantes sintéticos, em aplicagdes para
embalagens de ordem alimentar (ASSIS er al., 2017). Além disso, conforme as
caracteristicas finais e atividades, do polimero produzido, tornar-se objeto de estudo e

aplicacdo também pela industria farmacéutica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar o efeito do tempo e da temperatura de extragdo, dos diferentes preparos de
amostra, concentragdes, misturas e saturacdo de solventes, para determinar a melhor
condicdo de extracdo de compostos bioativos de partes aéreas da planta Baccharis
dracunculifolia, em funcao das respostas de atividade antioxidante e compostos fendlicos,
buscando-se padronizar a melhor condi¢do para a produgdo de um produto liofilizado com

propriedades bioativas passiveis de incorporagdo em processo produtivo industrial.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

—>Determinar as melhores condigdes de extragdo de compostos bioativos da planta
Baccharis dracunculifolia, que resultem no maior rendimento das variaveis respostas,
variando-se o tempo, temperatura, tipo e concentracdo de solventes;

- Determinar qual (ais) variavel (eis) independente (s) tem maior influéncia no processo de
extracdo em funcdo de cada variavel dependente, em cada um dos planejamentos fatoriais
de extracao;

- Verificar a influéncia de diferentes formas de preparo de amostra de Baccharis
dracunculifolia (in-natura, seca em estufa e liofilizada), em fun¢do do rendimento das
variaveis respostas;

—> Verificar se ha correlagdo entre a capacidade antioxidante dos extratos produzidos e os
compostos fenoélicos, avaliados;

—> Avaliar a influéncia das proporgdes entre os solventes agua, etanol e acetona, utilizados
como extratores de compostos bioativos da planta Baccharis dracunculifolia, sobre o
rendimento de compostos fenolicos e de atividade antioxidante através do planejamento de
misturas;

- Avaliar se os extratos selecionados como melhores pontos de extracdo, dentre as
combinagdes avaliadas, sdo eficientes contra as bactérias patogénicas: Staphylococcus
aureus, Baccilus cereus, Escherichia coli, Salmonella enterica serovar Enteritidis e
Pseudomonas aeruginosa,

—> Separar e quantificar compostos fenolicos, por CLAE-UV, dos extratos produzidos, com

os maiores rendimentos das variaveis respostas;
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- Utilizar o processo de extragdo com a maior capacidade de extracdo de compostos
bioativos e maior espectro de efeito antimicrobiano, para desenvolver um produto
liofilizado, por este protocolo, com intuito de facilitar futuros estudos de aplicacdo dos
principios ativos extraidos da planta Baccharis dracunculifolia focando em suas acdes
comprovadas;

—~>Formular um filme ativo com a incorporacdo do produto liofilizado de Baccharis

dracunculifolia como um principio ativo.
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4 METODOLOGIA

4.1 COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras utilizadas neste estudo foram oriundas da planta Baccharis
dracunculifolia (Bd), coletadas no municipio de Dois Vizinhos — PR. A coleta foi realizada
em 14 de dezembro de 2016, no periodo da manha, segundo as coordenadas geograficas,
latitude: 25°40°35""Sul, longitude: 53°6°33""Oeste. Foram colhidos aproximadamente 5 Kg
de folhas (em base timida). Desses 5 Kg de folhas (separadas de seus pedunculos), apos
secagem em temperatura ambiente e ao abrigo da luz durante 2 dias (BESTEN et al., 2013),

houve um rendimento de aproximadamente 3 Kg de folhas secas (Figura 9).

Figura 9. Amostra apds secagem em temperatura ambiente durante 2 dias.
Fonte: Da Autora, (2016).

Da quantidade total coletada da planta, foi retirado um ramo, sendo este depositado
no herbario da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR), Cdmpus Dois
Vizinhos — PR, como exsicata, no qual recebeu o numero de registro DVPR5301.

Procedeu-se a separagdo da amostra (Figura 9) em 3 por¢des. Uma proveniente
apenas da primeira secagem a temperatura ambiente durante 2 dias, amostra 1 (Al). A
segunda porcao foi submetida ao congelamento, posteriormente a liofilizagdo (Liofilizador
marca JJ cientifica, modelo LJ02) durante 24 horas (h), sendo nomeada amostra 2 (A2). E a

terceira por¢ao separada foi seca a 37 + 3 °C por um periodo aproximado de 24 h, em estufa
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de secagem (Estufa marca eletrolab, modelo 402/3), e foi nomeada amostra 3 (A3). Apds o
processamento, as amostras foram moidas em moinho de facas tipo Willey (TE-648, Tecnal,
Brazil), e passadas por peneira de 20 mesh, de granulometria de 0,84 milimetros (Figura 10).
As trés amostras foram transferidas para sacos plasticos vedados, envoltos em papel
aluminio, acondicionadas em potes plasticos ambar, que foram armazenados a temperatura

de -18 °C (graus Celsius) até o inicio dos procedimentos analiticos.

AMOSTRA 1

COLETA AMOSTRA 2
——

AMOSTRA3

Amostra ap6s secagem em
temperatura ambiente
durante 2 dias

Figura 10. Obtencao das amostras da planta Baccharis dracunculifolia (Bd) por diferentes procedimentos de
preparo.
Fonte: Da Autora, (2019).

42 PREPARO DOS EXTRATOS DOS PLANEJAMENTOS FATORIAIS DE
EXTRACAO (PFC’s)

Os extratos foram produzidos pesando-se 1 grama de cada amostra, em tubo de
ensaio com tampa, adicionados de 25 mL de cada solvente (obedecendo as matrizes dos
planejamentos fatoriais de extragdo — Tabelas 2 a 5), medidos em baldo volumétrico,
submetidos aos tempos de extracdo, temperaturas de extracdo, tipos e concentragdes de
solventes (conforme as matrizes dos planejamentos fatoriais — Tabelas 2 a 5), filtrados,
avolumados novamente para 25 mL e armazenados a 4 °C (Figura 11). A massa pesada de

Bd sempre foi corrigida para base seca (b.s), segundo a determinagdo da umidade das
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amostras (Tabela 1), conforme metodologia descrita no item 4.5.1, realizadas na semana da

producdo dos extratos (CASAGRANDE, 2014).

- 1 gramade
amostra

- Armazenado
vedado,ao
abrigo da luz, a
4°C.

= 25mlL de
solvente
conforme as
matrizes dos
planejamentos

—Resfriado;
=Filtrado;
= Avolumado

para25mL.

|

}

—Submetidos a banho-maria
termostatizado;
= Agitacio manual de 10 em
10 minutos;
—Obedecendo o tempo,
temperatura e solvente,
para cada diferente

extracio, conforme as
matrizes dos
planejamentos.

Figura 11. Fluxograma genérico de producdo dos extratos de Baccharis dracunculifolia (Bd) através dos
planejamentos fatoriais de extragdo completos 22 e 2°.
Fonte: Da Autora, (2018).

Tabela 1. Teor de umidade dos diferentes preparos de amostras (Al, A2 e A3).

Amostra Processamento *Umidade (%)
Al Secagem natural (48 horas) 24,69+0,46
A2 Liofilizagdo (24 horas) 4,62+0,15
A3 Estufa (24 horas) 11,46+0,48

*média + desvio padrdo (n = 3).

As combinagdes das variaveis independentes tempo, temperatura, solvente e
concentracdo de solventes, para o preparo de cada extrato, seguiram as matrizes dos
planejamentos fatoriais, conforme Tabelas 2, 3, 4 e 5. Para os procedimentos de extragéo,
utilizando-se solvente agua adotou-se um planejamento fatorial completo (PFC) 2% com 3
pontos centrais, e duplicatas genuinas dos pontos 1 a 7. Na Tabela 2 podem ser observados
os niveis decodificados do PFC 22, e na Tabela 3 as matrizes do planejamento. Este
planejamento totalizou 7 extracdes diferentes, 14 extratos devido a duplicata genuina ¢ 14
ensaios para cada variavel dependente. O experimento foi repetido para cada amostra (Al,

A2 e A3). Para as 3 amostras totalizou 42 extratos produzidos.
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Tabela 2. Niveis decodificados do planejamento fatorial (22) para a extragdo de compostos bioativos dos
preparos de amostras Al, A2 e A3, em solvente 4gua.
Niveis decodificados

Niveis Codificados Tempo de extracido em banho- Temperatura de extragdo (°C)
maria (minutos)
-1 30 40
0 60 60
+1 90 80

Tabela 3. Matriz do planejamento fatorial (2%) para a extragdo de compostos bioativos dos preparos de amostras
Al, A2 e A3, em solvente agua.

Niveis codificados

Ensaios Tempo de e.xtrac.ﬁo em banho-  Temperatura de extracio (°C)
maria (minutos)
1 (30) -1 (40) -1
2 (30) -1 (90) +1
3 (90) +1 (40) -1
4 (90) +1 (90) +1
5 (60) 0 (60) 0
6 (60) 0 (60) 0
7 (60) 0 (60) 0

Para os processos de extragdo com os solventes etanol e acetona, separadamente, foi
utilizado um PFC 23, com 3 pontos centrais, e duplicatas genuinas dos pontos 1 a 11. Na
Tabela 4 podem ser observados os niveis decodificados do planejamento fatorial de extracao
com o solvente etanol, e na Tabela 5 a matriz do planejamento. Este planejamento totalizou
11 extragdes diferentes, 22 extratos devido a replicata genuina, ¢ 22 ensaios para cada
variavel dependente. O experimento foi repetido para cada amostra (A1, A2 e A3). Para as

3 amostras totalizou 66 extratos produzidos.

Tabela 4. Niveis decodificados do planejamento fatorial (2°) para a extragdo de compostos bioativos dos
preparos de amostra Al, A2 e A3, em solvente etanol.
Niveis decodificados

Niveis Codificados Tempo de extracio em Temperatura de Concentraciao da
banho-maria extracio (°C) solucédo de Etanol (%)
(minutos)
-1 30 40 40
0 60 60 60

+1 90 80 80
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Tabela 5. Matriz do planejamento fatorial (2*) para a extragdo de compostos bioativos dos preparos de amostras
Al, A2 e A3, em solvente etanol.

Niveis codificados

Tempo de extracio em Temperatura de Concentracio da
Ensaios banho-maria extracio (°C) solu¢io de Etanol (%)
(minutos)
1 (30) -1 (40) -1 (40) -1
2 (30) -1 (40) -1 (80) +1
3 (30) -1 (80) +1 (40) -1
4 (30) -1 (80) +1 (80) +1
5 (90) +1 (40) -1 (40) -1
6 (90) +1 (40) -1 (80) +1
7 (90) +1 (80) +1 (40) -1
8 (90) +1 (80) +1 (80) +1
9 (60) 0 (60) 0 (60) 0
10 (60) 0 (60) 0 (60) 0
11 (60) 0 (60) 0 (60) 0

Para as extracdes com solvente acetona, as combinacOes foram as mesmas das
Tabelas 4 e 5, nas quais geraram o mesmo numero de extratos e ensaios. Para interpretar as
Tabelas, substituir apenas a palavra etanol pela palavra acetona.

Os CFT (Y1), atividade antioxidante sobre o DPPH (Y»), atividade antioxidante sobre
o ABTS (Y3), e atividade antioxidante sobre 0 FRAP (Y4), foram as variaveis dependentes
analisadas para todos os PFC’s. Os coeficientes do modelo matematico linear (Equagéo 1)
das respostas (Y = Y1, Y2, Y3 ou Y4) das varidveis independentes tempo (x1; 30, 60 ou 90
minutos), temperatura (x2; 40, 60 ou 80 °C) e concentragdo do solvente (x3; 40, 60 ou 80%)
foram:

Equacio 1
Y =Bo + Bixy + Boxp + Baxs + Praxixy + Praxixs + PasXoxs

Aonde Bo ¢ o coeficiente médio, B1 (tempo), B2 (temperatura) e B3 (concentragdo do
solvente); os coeficientes P12 (tempo x temperatura), B13 (tempo x concentragdo do solvente),
e P23 (temperatura x concentracao do solvente), sdo os coeficientes lineares de interagao.

Os dados dos planejamentos fatoriais de extragdo foram apresentados como média +
desvio padrio. As variaveis dependentes foram analisadas utilizando o software Action Stat
3.4. As diferencas significativas foram avaliadas ao nivel de 95% de intervalo de confianca

(»<0,05), examinados por ANOVA.
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PREPARO DOS EXTRATOS DOS PLANEJAMENTOS DE MISTURA DE

SOLVENTES SIMPLEX-LATTICE (PSL)

Os extratos foram produzidos pesando-se 2,5 gramas de cada amostra, para tubo de

ensaio com tampa rosqueavel, adicionados de 25 mL das diferentes combinacdes dos

solventes agua, etanol e acetona, obedecendo-se a matriz do PSL (Tabela 6), com proporgdes

representadas graficamente (Figura 12), medidos em baldo volumétrico, submetidos ao

tempo de extracdo e temperatura, de 180 minutos e 80 °C, respectivamente, conforme

condigdes Otimas definidas pelas conclusdes descritas nos itens 5.3 € 5.4.

Tabela 6. Matriz do planejamento de mistura de solventes Simplex-Lattice (PSL) de grau trés.

Composicio do solvente extrator*

Ensaios Agua destilada Etanol Acetona
1 0 0 1
2 0 1 0
3 1 0 0
4 0 2/3 1/3
5 2/3 0 173
6 2/3 1/3 0
7 0 1/3 2/3
8 1/3 0 2/3
9 1/3 2/3 0

10 1/3 1/3 1/3
11 1/6 1/6 2/3
12 1/6 2/3 1/6
13 2/3 1/6 1/6

*Equivalente a propor¢ao (%) com somatorio final entre os diferentes solventes igual a 1.

2/3;0;1/3

2/3;1/8;1/6

1/6; 1/6; 213
L]

113, 1‘3'.1!3

106 2/3; 1/6
L]

0;2/3; 173

2/3;1/3;0 113; 2/3: 0

Figura 12. Pontos de mistura de um planejamento de mistura Simplex-Lattice (PSL).

Fonte: Baj et al. (2018).
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Apbs a conclusdo do preparo, os extratos foram filtrados, avolumados novamente
para 25 mL, e armazenados a 4 °C (Figura 13). A massa pesada de Bd foi corrigida para
(b.s), com base na determinagdo da umidade das amostras (Tabela 1), conforme metodologia
descrita no item 4.5.1, realizadas na semana da producdo dos extratos (CASAGRANDE,
2014).

o o

\-

|
= 25mL de

solvente

- 2,5 gramas
de amostra — conforme a
matriz do
planejamento
de mistura de Combinacio

solventes de Solventes } Amostra

S
N
(i —Submetidos a banho-maria
- Armazenado = —Resfriado; termostatizado a 80 °C;
vedado, ao . ‘ —Filtrado; — = Agitacio manual de 10 em
e abrigo da luz, a W = Avolumado 10 minutos;
4°C. para25mL. - Durante 180 minutos.

Figura 13. Fluxograma genérico de produgao dos extratos de Baccharis dracunculifolia (Bd) pelas diferentes
proporgdes entre os solventes agua, etanol e acetona, para extracdo de compostos bioativos, através do
planejamento de mistura Simplex-Lattice (PSL).

Fonte: Da Autora, (2018).

O PSL de trés componentes (dgua, etanol e acetona), consistiu da producdo de 13
extratos diferentes, aonde um deles era o ponto central. Totalizando 26 extragdes devido a
replicata genuina, ¢ 26 ensaios para cada variavel dependente avaliada. A amostra utilizada
foi a A2 (Liofilizada), conforme resultados de estudo descrito no item 5.1. Os CFT (Y1),
atividade antioxidante sobre DPPH (Y32), atividade antioxidante sobre ABTS (Y3), e
atividade antioxidante relativo ao FRAP (Y4), foram as varidveis dependentes avaliadas pelo
PSL. Os coeficientes do modelo matematico quadratico (Equacgao 2) para as respostas (Y =
Y1, Y2, Y3 ou Y4), das variaveis independentes agua destilada (x1), etanol (x2), e acetona
(x3), foram expressos conforme o modelo abaixo:

Equacéo 2

Y = B1X1 + B2Xz + B3X3 + Bz X1X2 + B13X1X3 + B23X2X3
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Aonde B ¢ o coeficiente (agua destilada), B2 (etanol) e B3 (acetona) e os coeficientes
B12 (dgua destilada x etanol), P13 (Agua destilada x acetona) e P23 (etanol x acetona), sdo os
coeficientes de interagao.

Os dados do PSL foram apresentados como média + desvio padrio. As variaveis
dependentes foram analisadas utilizando o software Statistica 8.0. As diferengas
significativas foram avaliadas ao nivel de 95% de intervalo de confianga (p<0,05),
examinados por ANOVA. Também foram tracados perfil de desejabilidade do PSL, sendo

esta otimizacao realizada de forma simultanea sobre as variaveis respostas.

44  METODOLOGIA DE PRODUCAO DE UM PRODUTO LIOFILIZADO A
PARTIR DAS OTIMIZACOES DE EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DE
Baccharis dracunculifolia (Bd)

Para a produgdo do produto liofilizado de Bd (PL-Bd), apds estudos prévios
realizados, realizaram-se pequenos estudos adicionais, com um relativo a avaliagdo de
diferenciados tempos de extragdo e outro relativo a saturagdo de 25 mL de volume final do

solvente utilizado.

4.4.1 Diferentes tempos de extracdo de compostos bioativos a partir de Baccharis

dracunculifolia (Bd)

Fixaram-se as condicdes, definidas pelo PFC 23, que utilizou solvente etanol como
extrator de compostos bioativos de Bd (conforme conclusdes do item 5.3): temperatura 80
°C, 1 grama de Bd, amostra A2 (liofilizada), e 25 mL do solvente etanol 40%. Variando-se
os tempos de extracdo em banho-maria termostatizado de: 1, 3, 6, 9 e 12 h. As varidveis
respostas avaliadas foram: atividade antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP) e CFT. Geraram-
se ao todo 10 extratos em fungdo da replicata genuina, e 10 ensaios para cada variavel

resposta.

4.4.2 Saturacdo do solvente extrator de compostos bioativos a partir de Baccharis

dracunculifolia (Bd)

Fixaram-se as condi¢des definidas pela avaliacdo dos dados obtidos em 5.3, e pelas

conclusdes obtidas pelas analises dos dados do item anterior a este (4.4.1): temperatura 80
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°C, por 180 minutos de tempo de extragdo, e 25 mL de solvente etanol 40%. Variando-se as
massas medidas de Bd, conforme as concentragdes: 40, 60, 80, 100 ¢ 120 mg mL"'. Assim
como nas extragdes anteriores, esta também foi realizada em banho-maria termostatizado.
As variaveis respostas avaliadas foram: atividade antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP) e
CFT. Geraram-se ao todo 10 extratos em fun¢do da replicata genuina de extracdo, e 10

ensaios para cada variavel resposta.

4.4.3 Metodologia de produgdo do produto liofilizado a partir de Baccharis dracunculifolia
(Bd) (PL-Bd)

Apbs os estudos de otimizagcdo da extracdo de compostos bioativos de Bd, foram
definidas as condi¢des para gerar o PL-Bd: tempo de extracdo, temperatura de extracao,
preparo de amostra, solvente para extracdo, concentracdo do solvente de extragdo, e

saturacdo do solvente utilizado (Figura 14).

} —>Submetidos a

>25mL banho-maria
= 2,5 gramas de termostatizado;
de amosira — solvente — —_— > Agitagio manual
(A2) etamol de 1.0 e[m 10
minutos;
o {[amosta || 5 purante 180

minutos.

l

= g
—> Submetido k
aoevaporador | <+
rotativo

= Congelamento;
- Liofilizac#o.

—Resfriado;
—Filtrado;

Figura 14. Metodologia de produgéo do produto liofilizado de Baccharis dracunculifolia (Bd) (PL-Bd) a
partir de experimentos de otimizagdo de extragdo de compostos bioativos da planta.
Fonte: Da Autora, (2018).

Tais condi¢des foram definidas com objetivo de continuar avaliando o PL-Bd, o qual
pode servir de material constituinte para uma formulacdo: alimenticia, farmacéutica e/ou
cosmética. Do PL-Bd foram avaliados: atividade antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP), CFT,
CEso, atividade antimicrobiana (CIM e CBM) e a identificagdo e quantificacdo de alguns

compostos fenolicos por CLAE-UV.
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4.5 METODOLOGIAS DE ANALISE
4.5.1 Metodologia de analise de teor de umidade

As andlises de umidade (perda por dessecagao) das amostras (Bd in natura, Al, A2,
A3, PL-Bd e filmes ativos — PL-Bd 0%, PL-Bd 1,0% e PL-Bd 1,5%), foram realizadas
conforme o método ntimero 012/IV, descrito nos métodos fisico-quimicos para analise de
alimentos. Aproximadamente 2,0 g (Pa — Peso da amostra) de amostra foram pesadas em
cadinhos previamente secos em estufa, resfriados e medida a sua massa (Pc — Peso do
cadinho seco sem amostra), sendo submetidos novamente a estufa a 105 °C até peso
constante (Pd — Peso do cadinho apos secagem em estufa com a amostra). O percentual de
umidade (%U) foi obtido pela equacdo 3 (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).
Equacio 3

(Pc + Pa) — Pd
%U = {————.100
Pa

4.5.2 Metodologias de analises de atividades antioxidantes (DPPH, ABTS e FRAP) e

compostos fenoélicos totais (CFT)

Seguem abaixo as descricdes das metodologias utilizadas para a realizagdo das
analises das 4 variaveis dependentes (DPPH, ABTS, FRAP e CFT) avaliadas, dos extratos
produzidos a partir de Al, A2 e A3, oriundos dos PFC’s (2% e 2%), e dos extratos do PSL
produzidos a partir de A2. Para analise de otimizag@o dos extratos para producdo do PL-Bd,

bem como, do PL-Bd, utilizaram-se as metodologias de DPPH, ABTS, FRAP ¢ CFT.

4.5.2.1 Determinag@o de compostos fendlicos totais (CFT) in vitro

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, descrito por Singleton; Orthofer e Lamuela (1999),
utilizando-se acido galico como padrao de referéncia. Para a realizagdo da analise foi
transferida uma aliquota de 500 pL (microlitros) de cada amostra avaliada, nas dilui¢des
cabiveis, 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau diluido em agua destilada 1:10 (v/v) para
um tubo de ensaio. Apds 5 minutos foram adicionados 2 mL de carbonato de sddio (Na,CO3)
4% (m/v), seguido por homogeneizagdo dos tubos de ensaio contendo as amostras. As

solucdes foram encubadas ao abrigo da luz a temperatura ambiente. Realizaram-se as leituras
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das absorbancias apds 2 h de reacdo, em espectrofotometro a 740 nandmetros (nm)
(Espectrofotometro marca Spectrum, modelo SP 2000 UV). Foram conduzidas amostras em
branco nas mesmas condi¢des de andlise, contendo agua destilada ao invés de amostra. A
curva analitica foi construida no intervalo das concentra¢des de 0,24 a 6,3 ug mL™! de 4cido
galico, com os resultados expressos em miligramas de EAG (equivalente ao acido galico)
por grama de amostra (mg EAG g™) (b.s). Os resultados foram expressos através da equagio
da reta da curva analitica de 4cido galico (y = 0,024x-0,002/R? = 99,99%). Uma amostra em

branco foi utilizada para zerar o espectrofotometro.

4.5.2.2 Anélise da atividade antioxidante in vitro pelo método da captura do radical DPPH

A atividade antioxidante sobre o radical DPPH foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), com modificagdes por
Mensor et al. (2001). A solugdo de DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl) foi preparada a
0,6 mM (milimolar) em solvente etanol. Para a realiza¢do da analise foram transferidas
aliquotas de 500 pL de cada amostra avaliada, nas dilui¢des cabiveis, seguido da adicao de
3 mL de etanol P.A., e 300 uL da solucdo do radical DPPH. Uma amostra controle também
foi conduzida, sendo composta por 300 pL da solucdo de radical DPPH, adicionados de 3,5
mL de etanol P.A. As leituras das absorbancias foram realizadas ap6s 30 minutos de reacdo,
em espectrofotometro a 517 nm. O espectrofotometro foi zerado com etanol P.A. Foram
realizadas analises de DPPH expressas em micro mol de trolox por grama de amostra (uMol
Trolox g') (b.s), através da construgdo da curva de trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico), no intervalo das concentragdes de 10 a 100 pM de trolox

(y = -6,184x+0,535/R2 = 99,99%),

4.5.2.3 Analise de atividade antioxidante total in vitro pelo método de reducdo do ferro

(FRAP)

Para a determinacdo da atividade antioxidante, por meio da reducdo do ferro (FRAP
— Ferric Reducing Antioxidant Power), foram utilizadas as metodologias descritas por
Rufino et al. (2006) e Kukic et al. (2008). O reagente FRAP foi preparado no momento da
analise, através da mistura de 25 mL de tampdo acetato (300 mM, pH 3,6), 2,5mL de solugdo
TPTZ (10 mM TPTZ em 40 mM HCI) e 2,5 mL de FeCls (Cloreto férrico, 20 mM) em
solugdo aquosa. Para a realizacdo da analise, uma aliquota de 90 uL. de cada amostra

avaliada, nas dilui¢des cabiveis, foi adicionada a tubos de ensaio. Em seguida acrescentaram-
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se 270 pL de 4gua destilada e 3 mL do reagente FRAP. Os tubos de ensaio foram incubados
a 37 °C em banho-maria por 30 minutos. O espectrofotdmetro foi zerado com a solucdo
FRAP. As leituras foram realizadas em absorbancia a 593 nm de comprimento de onda. A
curva de calibracdo foi construida através da utilizagdo da solugdo de sulfato ferroso
(FeSOs4), no intervalo das concentragdes de 100 a 2000 pM. Os resultados foram expressos
em micro mols de ferro (II) por grama de amostra (uMol Fe?* g'!) (b.s), através da equagdo

de reta da curva padrdo (y = 7,220x-0,002/R? = 99,99%).

4.5.2.4 Analise de atividade antioxidante in vitro pelo método da captura do radical ABTS

A atividade antioxidante pelo método da captura do ABTS"" foi realizada conforme
metodologias descritas por Re et al. (1999) e Rufino et al. (2007a). O cation radical ABTS
foi formado pela reagdo da solugdo ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido
sulfonico)) a 7 mM, com persulfato de potassio (K2SO4) 140 mM, incubados a temperatura
de 25 °C ao abrigo da luz, durante 16 h. Posteriormente, fez-se a dilui¢do em etanol absoluto
até obtencdo do valor de absorbancia de 0,700 a 734 nm. Para a realizag¢do da analise, uma
aliquota de 30 uL de cada amostra avaliada, nas dilui¢des cabiveis, foi transferida para tubos
de ensaios. Em todos os tubos foram adicionados 3 mL de solugdo de ABTS™". As leituras
das absorbancias foram realizadas ap6s 6 minutos de rea¢do em espectrofotdometro a 734 nm.
O espectrofotometro foi zerado com etanol P.A. A curva analitica foi construida no intervalo
das concentragdes de 50 a 1500 uM de trolox, com resultados expressos em uM de trolox
por grama de amostra (uMol TEAC g) (b.s), calculados a partir da equagdo da reta da curva
analitica de trolox (y = -9,940+0,679/R? = 99,99%)).

46  METODOS ANALITICOS UTILIZADOS NAS AVALIACOES DOS EXTRATOS
DE Baccharis dracunculifolia (Bd) EM SEUS PONTOS OTIMOS DE EXTRACAO (PFC’s
E PSL) E PARA O PRODUTO LIOFILIZADO DE Bd (PL-Bd)

Seguem as descri¢des das metodologias utilizadas para as avaliagdes dos extratos nos
pontos otimos de extragdo, definidas pelos planejamentos: fatoriais completos (2% € 23), e de
misturas (PSL). As mesmas metodologias também foram utilizadas para a avaliagdo do PL-

Bd.
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4.6.1 Analise da atividade antioxidante in vitro expressa em CEsg

A andlise foi conduzida confome metodologia do item 4.5.2.2, mas com expressao
dos dados em CEso. Diferentes concentragdes de uma mesma amostra, em dilui¢des cabiveis
para andlise, foram avaliadas quanto a atividade antioxidante relativa ao DPPH. O percentual
de atividade antioxidante (%AA) foi expresso conforme a equacao 4. Para a obtengdo dos
valores de CEsp utilizou-se de calculo de regressdo linear, com o eixo das abscissas (x)
representando as diferentes concentragdes em pg mL™! de cada amostra avaliada, € o eixo
das ordenadas (y), o valor do percentual de atividade antioxidante médio das triplicatas, de
cada concentragdo avaliada (no instante da estabilizacdo da reacdo). Através da equacao da
reta linearizada foram obtidos os valores de CEso em pg mL™! (b.s), fazendo-se a substitui¢do
de (y) por 50.

Equacio 4

[(Abs amostra — Abs branco). 100]
%AA =
Abs amostra controle
Em que: Abs amostra (absorbancia da amostra), Abs branco (absorbancia da amostra
em branco) e Abs controle (absorbancia da amostra controle, com utiliza¢do de etanol como

aliquota da amostra).
4.6.2 Teste de atividade antimicrobiana

Foram utilizadas cinco bactérias nos bioensaios, sendo duas espécies Gram-positivas,
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) (ATCC, do inglés: American type culture collection)
e Baccilus cereus (ATCC 14579), e trés Gram-negativas, Escherichia coli (ATCC 25922),
Salmonella enterica serovar Enteritidis (ATCC 13076) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC
15442). As bactérias foram mantidas em agar Mueller Hinton, estocadas a 4 °C e repicadas

a cada 2 semanas.

4.6.2.1 Método da microdiluigdo em caldo: concentracdo inibitéria minima (CIM) e

concentracao bactericida minima (CBM)

As analises de atividade antimicrobiana dos extratos de Bd, obtidas nas condi¢des
6timas de extracdo de Bd (PFC’s e PSL) e do PL-Bd, foram determinadas conforme Clinical
and Laboratory Standards Institute Guidelines, descritas pelo documento CLSI (M07-A10)
(CLSI, do inglés: Clinical and Laboratory Standards Institute guidelines) (CLSI, 2015), com
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algumas modificagdes. Os solventes extratores foram evaporados utilizando-se evaporador
rotativo, visando eliminar possivel influéncia do solvente nos resultados de CIM e CBM, e
novamente avolumados para 25 mL com agua destilada. Microplacas de 96 pogos, dispostos
em 12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H) foram utilizadas. Foram adicionados ao primeiro
poc¢o de cada linha 200 puL de cada amostra, na concentragdo inical de 102,00 mg mL! e
95,35 mg mL"!, para as condi¢des Otimas de extra¢do de Bd (PFC’s e PSL) ¢ do PL-Bd,
respectivamente. Todos os pocos receberam 100 puL do caldo Mueller Hinton, exceto o
primeiro. A partir do segundo poco realizou-se a diluigdo seriada de 1:1, progressivamente,
das amostras, até a coluna 12 para cada amostra testada. Adicionaram-se 5 plL de cada
suspensdo bacteriana, a cada poco de diferente diluicdo de cada amostra. As suspensodes
bacterianas foram corrigidas para o valor de 0,08 a 0,10 de absorbancia a 625 nm [Escala
McFarland, equivalente a 10® unidades formadoras de colonias (UFC) mL-']. Os antibi6ticos
ampicilina e gentamicina foram utilizados como controle positivo nas concentragdes entre
50,00 € 0,05 pg mL!. As microplacas foram incubadas por 24 h a 35 + 2 °C, e posteriormente
20 pL do reagente cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio, a 0,5% em agua (m/v), foi adicionado
a cada poco. Incubaram-se novamente durante 1 h as placas a 35 + 2 °C. A CIM foi
determinada fazendo-se a leitura da concentragdo menor existente dentre as testadas em que
havia auséncia de formac¢do de um ponto vermelho no fundo da microplaca. De cada poco
determinado em CIM, 10 pL do liquido contido neste pogo, foram inoculados em placa de
petri contendo agar Mueller Hinton, incubados a 35 + 2 °C, durante 24 h, fazendo-se a
contagem do numero de coldnias presentes na placa do micro-organismo testado (CBM)

(KARAMAN, 2003). Todas as andlises foram realizadas em duplicata.

4.6.3 Analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do UV (CLAE-UV)

Os perfis cromatograficos dos pontos 6timos de extragdo de Bd (PFC’s e PSL) e do
PL-Bd foram analisados por CLAE-UV e realizadas em equipamento (HP — 1100), em
coluna Lichrospher RP18 (5 um) (250 mm X 4 mm), equipado com detector UV (210 nm)
e sistema quaternario de bombas (HP — 1100 Series). A analise em fase reversa foi
constituida de: solvente A (dgua Milli-Q com 1% de acido fosforico) e solvente B
(Acetonitrila). O sistema de bombeamento de amostra foi gradiente: 90% (A) de 0 a 5
minutos, 60% (A) de 5 a 40 minutos, 90% (A) até 42 minutos. O fluxo padrao foi mantido a
0,5 mL minutos™. As amostras foram filtradas em membranas de Nylon (0,45 pm). Os

compostos foram identificados conforme a sua ordem de eluigdo e por comparagdo de seu
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tempo de retencao com aqueles de seus padrdes puros. A quantificacdo foi realizada pelo
método de padronizagdo externa, através da correlagdo da area (mAU*S) do pico do
composto com a area da curva padrdo realizada em cada padrdo avaliado. Os padrdes
avaliados foram: acido fertlico, catequina, epicatequina, epigalocatequina, epigalocatequina
galato, hesperidina, miricetina, quercetina, rutina e vitexina. Para o PL-Bd, além dos padrdes
anteriores, foram avaliados também: apigenina e canferol. Todas as andlises foram realizadas
em triplicata. Os resultados foram expressos em mg g! de amostra avaliada, todos expressos

em (b.s).

47 METODOLOGIA DE PRODUCAO DE UM FILME ATIVO CONTENDO
PRODUTO LIOFILIZADO DE Baccharis dracunculifolia (Bd) (PL-Bd)

Com intuito de testar previamente uma possivel aplicagdo para o PL-Bd, obtido a
partir dos estudos de otimizagdo de extragdo de compostos bioativos de Bd, foi desenvolvido
um filme, produzido pela metodologia de casting, adicionado de PL-Bd, como meio de
estudo da migracdo dos compostos contidos no PL-Bd para diferentes simulantes de bases
alimentares. Foram desenvolvidas trés formulagdes, uma contendo concentragdo de 1,0% de
produto liofilizado de Bd (PL-Bd 1,0%), uma segunda contendo 1,5% de produto liofilizado
de Bd (PL-Bd 1,5%), e uma terceira formulagdo controle, com 0% de produto liofilizado de
Bd (PL-Bd 0%).

As formulagdes consistiram na utilizagdo de dois polimeros biodegradaveis:
poli(vinil 4lcool) (PVA) (Selvol 325, grau de hidrolise de 98,42% - Sekisui, Japdo) e o amido
de mandioca (Yoki, Brasil). O glicerol (Dinamica, Brasil) foi utilizado como plastificante.
Os filmes foram preparados conforme Araujo et al. (2015), com modificagdes. O PVA e o
amido de mandioca foram solubilizados em agua (4%) (m/v), sob agitacdo constante em
agitador magnético (QUIMIS, 6261-22), adotando-se aquecimento gradativo até atingir as
temperaturas de 95 £ 5 °C e 85 = 5 °C, respectivamente. Estes permaneceram nestas
temperaturas e em agitacdo constante por 30 minutos. O glicerol foi adicionado na proporcao
de 20 g por 100 g de polimeros. Ap6s o completo resfriamento das solugdes filmogénicas,
as mesmas foram combinadas em proporgdes adequadas, fazendo-se a adicdo do PL-Bd,
conforme consta na Tabela 7. O percentual de Bd adicionado foi subtraido
proporcionalmente do total dos outros componentes presentes na blenda, de forma a obter

uma concentragao final de 4% de polimeros. Por fim, as trés formula¢des foram dispostas
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em placas de acrilico retangulares (10 x 20 cm = 200 cm?), contendo aproximadamente 80

mL de solucdo filmogénica, e submetidas a estufa de secagem a 45 °C, durante 24 h.

Tabela 7. Formulagdo dos filmes ativos de Baccharis dracunculifolia (Bd) contendo produto liofilizado de Bd
(PL-Bd) em diferentes proporgdes (m/v).

Componentes PL-Bd 0% PL-Bd 1,0% PL-Bd 1,5%
PVA 2 1,5 1,25
Amido de Mandioca 2 1,5 1,25
Glicerol 0,8 0,6 0,5
PL-Bd 0 1 1,5

PVA: poli(vinil alcool); PL-Bd 0%: formulag@o controle; PL-Bd 1,0%: formulagdo contendo 1,0% de PL-Bd;
PL-Bd 1,5%: formulagdo contendo 1,5% de PL-Bd.

Apo6s o preparo dos filmes, os mesmos foram avaliados quanto a: migragdo de
compostos com atividade antioxidante para diferentes simulantes de bases alimentares
(%AA), em tempos variaveis, atividade antioxidante (DPPH), CFT, atividade
antimicrobiana (método do disco difusdo — Kirby Bauer), espessura, tensdo na ruptura (TR),
elongacao na ruptura (E), modulo de Young (MY), opacidade aparente (Op), diferenca de

cor (AE*) e microscopia eletronica de varredura (MEV).

4.8 METODOS ANALITICOS UTILIZADOS PARA CARACTERIZACAO DOS
FILMES ATIVOS

4.8.1 Umidade dos filmes ativos

No dia da realizagdo da analise de migragdo de compostos bioativos, dos filmes
ativos (PL-Bd 0%, PL-Bd 1,0% e PL-Bd 1,5%), foram realizadas analises de umidade,
conforme o item 4.5.1 deste documento. Esta avaliacdo foi utilizada para expressar os dados
em (b.s).

4.8.2 Espessura dos filmes ativos
As espessuras dos filmes (PL-Bd 0%, PL-Bd 1,0% e PL-Bd 1,5%), foram obtidas por

um micrdmetro digital (resolugdo 0,001 mm, Zaas Precision), realizadas pela média de dez

medicoes aleatorias nos filmes.
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4.8.3 Propriedades mecanicas dos filmes ativos

As propriedades mecanicas dos filmes (PL-Bd 0%, PL-Bd 1,0% e PL-Bd 1,5%),
foram realizadas em aparelho texturometro (Stable micro systems, modelo TAXT plus,
Inglaterra), conforme ASTM (ASTM, do inglés: American society for testing and material)
(ASTM D882-02, 2002), com adaptagoes. Todas as medidas foram realizadas em dez
replicatas. Inicialmente os filmes, de dimensdes 10 x 60 mm, foram condicionados sob 53%
de umidade relativa durante 48 h, a 25 °C. As amostras foram posicionadas entre as duas
garras do equipamento, com distancia de 30 mm, e procedido o tracionamento com
velocidade de 0,8 m s™!.

O mddulo de Young (MY) foi determinado a partir da regido linear da curva de tragdo

versus deformagao, e expresso conforme equagao 5:

v= ((:xL)) ' (%)

Na qual: MY (Mddulo de Young — mega Pascal — MPa), Fx (Forga registrada no

Equacao 5

ponto x, na regido linear — Newton), e (Espessura média do filme — metro), L (Largura inicial
do filme — metro), DG (Distancia inicial entre as garras — metro), e Ax: (Alongamento no
ponto x — metros).

A tensdo na ruptura (TR) € a razdo entre a forca necessaria para romper o filme, e a
area transversal inicial da amostra, sendo expressa conforme a equagdo 6:
Equacao 6

TR = Fméax
T A

Na qual: TR (Tensdo na ruptura — MPa), Fmax (For¢a maxima — Newton), ¢ A (Area
transversal do filme — metro quadrado).

A elongagdo na ruptura (E) ¢ a razdo entre os comprimentos finais e iniciais dos
filmes, sendo expressa e percentual, conforme a equagio 7:
Equacao 7

E—(At) 100
“\DG/°

Na qual: At (Alongamento total do filme — metro), e DG (Disténcia inicial entre as

garras — metro).
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4.8.4 Opacidade aparente (Op) e diferenca de cor (AE*) dos filmes ativos

As propriedades opticas dos filmes (PL-Bd 0%, PL-Bd 1,0% e PL-Bd 1,5%), foram
avaliadas utilizando-se o equipamento colorimetro (Byk Gardner, Alemanha), conforme
Maria ef al. (2008). As operagdes foram realizadas com iluminante D65, e angulo visual de
10°. Foram realizadas 5 replicatas de cada amostra.

A opacidade aparente (Op) ¢ a razdo entre a opacidade dos filmes sobre padrao preto
(L*p) e a opacidade dos filmes sobre o padrao branco (L*b), sendo expressa em percentual,
conforme a equacgao 8:

Equacio 8

0 —(L*p) 100
P=\+p)

Para a anélise de diferenca de cor (AE*), utilizou-se o padrdo branco como referéncia
(L*: 94,31, a*: -1,52, b*: -0,63). Determinaram-se os parametros AL* (Luminosidade:
diferenca de cor entre o padrio puro e a leitura da amostra sobre o padrao puro, da cor branca
— variando de zero, preto puro, a 100, branco puro), Aa* (Componente vermelho-
positivo/verde-negativo: diferenca de cor entre o padrao puro e a leitura da amostra sobre o
padrao puro, da cor branca), e Ab* (Componente amarelo-positivo/azul-negativo: diferenca
de cor entre o padrdo puro e a leitura da amostra sobre o padrdo puro, da cor branca). A
diferenca de cor foi calculada entdo conforme equagao 9:

Equacio 9
AE *= [(AL *)* + (Aa %)* + (Ab %)?]%%

4.8.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV) dos filmes ativos

As analises de microscopia eletronica de varredura (MEV), dos filmes ativos (PL-Bd
0%, PL-Bd 1,0% e PL-Bd 1,5%), foram realizadas em equipamento microscopio eletronico
de varredura (Philips, modelo FEI Quanta 200, EUA). Inicialmente os filmes permaneceram
durante 7 dias em dessecador com cloreto de calcio (CaCly), para a remog¢do de umidade.
Posteriormente, fraturaram-se em nitrogénio liquido os filmes e foram fixados em suportes
de aluminio, resvestindo-os em pelicula de ouro (Sputter Coater Balzers SCD-050, Baltec,
Austria) (40-50 micrémetros), a 25 °C, em 2.105 Torricelli, durante 180 segundos. A

magnitude da observacdo da fratura foi definida em 1600 vezes de ampliagéo.
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4.8.6 Migracao de componentes bioativos dos filmes ativos para diferentes simulantes de

bases alimenticias

Com objetivo de verificar a existéncia, a quantidade total e a migracdo, dos
compostos bioativos, dos filmes ativos (PL-Bd 0%, PL-Bd 1,0% e PL-Bd 1,5%) foram
realizadas andlises de atividade antioxidante pelo método do DPPH, conforme item 4.5.2.2
deste documento, a partir dos filmes ativos em contato com diferentes solventes.
Inicialmente os filmes foram cortados em formatos aproximados de 0,5 x 0,5 cm. Pesaram-
se aproximadamente 0,7 gramas de cada filme em erlenmeyer de 125 mL e esta massa foi
corrigida para b.s. A migracdo dos compostos presentes no PL-Bd, inicialmente extraidos da
planta Bd por meio de metodologia previamente padronizada por este estudo, e adicionados
aos filmes, foi avaliada durante os tempos: 90, 180, 360, 540 ¢ 1500 minutos. Nestes
instantes, retirava-se uma aliquota de 10 pL de cada amostra, realizando-se diluicdo cabivel.
As analises de migra¢do dos componentes bioativos foram realizadas em duplicata de cada
formulac@o de filme ativo, para cada solvente, no volume final de 25 mL dos solventes: agua
destilada, acido acético 3% (v/v), etanol 10% (v/v), e etanol 50% (v/v). Os solventes foram
escolhidos, com adaptagdes da norma, em consulta ao regulamento da Unido Europeia (EU
10/2011), o qual orienta a utilizagdo de solventes de diferentes caracteristicas como
simulantes para migracdo de componentes através de embalagens alimentares para diferentes
bases alimentares. Os testes foram realizados em temperatura ambiente (aproximadamente
25 °C). Os dados foram expressos em percentual de atividade antioxidante (%AA), conforme

equacdo 4 e foram plotados em um grafico de dispersdo (x,y — tempo, %AA).

4.8.7 Analise da atividade antioxidante in vitro pelo método do radical DPPH e analise de

compostos fenolicos totais in vitro dos filmes ativos

Ao final de 1500 minutos (aproximadamente 25 h de contato entre os filmes ativos e
os solventes de teste), foram realizadas das solugdes [agua destilada, acido acético 3% (v/v),
etanol 10% (v/v), e etanol 50% (v/v)] contendo os filmes ativos (PL-Bd 0%, PL-Bd 1,0% e
PL-Bd 1,5%), analises de atividade antioxidante pelo método da captura do radical DPPH e
CFT, conforme metodologias constantes nos itens 4.5.2.2 e 4.5.2.1, respectivamente. Os
resultados de DPPH e de CFT foram expressos em pmol Trolox e mg EAG, por grama de

filme (b.s), respectivamente.
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4.8.8 Analise de atividade antimicrobiana pelo método do disco de difusao dos filmes ativos

As andlises de atividade antimicrobiana, pelo método de disco de difusdao (Kirby
Bauer), foram realizadas conforme Kun e Marossy (2013) e Araujo et al. (2015), com
algumas modifica¢des, contra o micro-organismo gram-positivo Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), e gram-negativos, Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella enterica
serovar Enteritidis (ATCC 13076) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442). As bactérias
foram mantidas em agar Muller Hinton, estocadas a 4 °C e repicadas a cada 2 semanas. Os
micro-organismos foram mantidos em caldo Muller Hinton, na temperatura de 35 + 2 °C,
durante 24 h. Posteriormente, a concentra¢do de cada um deles foi ajustada para conter 103
UFC mL"!, equivalente ao valor de 0,08 a 0,10 de absorbancia a 625 nm (Escala McFarland).
Foram preparadas placas petri com agar Muller Hinton. Adicionaram-se 100 pL da
suspensdo de cada micro-organismo a 10 mL de agar soft (0,8% de dgar Mueller Hinton),
sendo a adigdo realizada na temperatura de 39 °C. Esta mistura foi transferida para as placas
de petri contendo agar Mueller Hinton previamente preparadas (ESWARANANDAM et al.,
2004). Posteriormente, discos de 6 mm das amostras dos filmes ativos (PL-Bd 0%, PL-Bd
1,0% e PL-Bd 1,5%), em triplicata para cada micro-organismo, foram adicionados as placas.
Foram inoculados micro-organismos nas mesmas condi¢des de analises em placas contendo
discos do antibiotico gentamicina. As placas foram incubadas em estufa bacteriologica, na
temperatura de 35 + 2 °C, durante 24 h. Posteriormente, com auxilio de um paquimetro
digital (resolucdo 0,01 mm, Zaas Precision), foram realizadas medidas do halo de inibi¢do

microbiana formado pelos filmes ativos.

49  ANALISES ESTATISTICAS

As diferengas significativas foram avaliadas ao nivel de 95% de intervalo de
confianga (p<0,05), examinadas por ANOVA e teste de Tukey como teste de separacao de
médias, através do software Action Stat 3.4. A analise de correlacdo de Pearson foi realizada

utilizando o software Genes (p<0,05) (CRUZ, 2013).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PLANEJAMENTOS FATORIAIS DE EXTRACAO COMPLETOS (PFC’s) (22 e 23)

5.1.1 Efeito dos parametros de extragdo sobre as respostas de compostos fenolicos totais (CFT)

Os resultados de CFT, nos diferentes extratos preparados, variaram de 19,81 até 29,90,
de 21,20 até 35,08 e de 22,09 até 37,22, mg EAG g (b.s), nos solventes 4gua, etanol e acetona,
respectivamente (Tabela 8).

Analisando todos os PFC’s, a quantificacdo de CFT foi dependente do solvente
utilizado, conforme a relacdo: acetona > etanol > agua, corroborando com Martinez-Correa et
al. (2012) que obtiveram quantificagdes de CFT em Bd, de 132 ¢ 142 mg g~! em solvente 4gua
e, de 176 € 197 mg g~! em solvente etanol, em mistura de folhas jovens e adultas € em apenas
folhas jovens, respectivamente, sendo maior quando se utilizava etanol como solvente,
comparado ao uso de dgua, e semelhantes a Mokrani e Madani (2016) aonde estabeleceu-se a
relagdo acetona > metanol > etanol = agua (60% - solvente/agua), em quantificagdes de CFT
de péssego. Mello e Hubinger (2012) analisaram amostras de prépolis verde brasileira em
diferentes pH’s, obtendo-se variagdes de 35,48 a 45,41 mg EAG g € 49,80 a 100,59 mg EAG
g, em solvente aquoso e etanolico (80%), respectivamente. A maior extragdo de CFT também
pode estar ligada a natureza e grau de polaridade dos solventes extratores envolvidos, sendo
que para Garmus et al. (2015), o solvente etanol, em comparagdo a adgua concentrou mais
compostos fenolicos, em amostras de alecrim-pimenta, demonstrando que este solvente teve
maior afinidade para as substincias de interesse para a amostra analisada, assim como no

presente estudo.
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As significancias das varidveis independentes sobre os dados de CFT podem ser
visualizados na Figura 15 pela representacdo do grafico de Pareto (p<0,05), e Tabela 9 pela
exposicao dos coeficientes de regressao lineares de cada modelo matematico obtido (p<0,05).
O CFT foi significativamente (p<0,05) afetado pela temperatura de extracdo para os trés
solventes utilizados (agua, etanol e acetona), correspondendo ao nivel positivo (+1) (80 °C), o
que demonstrou que ao variar a temperatura de 40 para 80 °C a extra¢ao de CFT aumentou em
até 50%, apresentando-se de forma geral, como a variavel mais influente, dentre as avaliadas,
no rendimento de CFT para Bd. A concentragdo de compostos fendlicos de acai (Euterpe
oleracea) também aumentou em até 1,3 vezes com o aumento da temperatura de extracdo de
45 para 60,5 °C (POMPEU et al., 2009), corroborando com este estudo. Rajha et al. (2014)
utilizaram planejamento fatorial para determinar pardmetros de extragdo de amostras de uvas,
obtendo com 94 °C a maior quantificacdo de CFT, sendo esta temperatura préxima a avaliada
por este estudo. A concentracdo de etanol afetou significativamente a extracdo de CFT para A2,
e a concentragdo de acetona afetou os trés diferentes preparos de amostras, ambas no nivel
negativo (-1) (40%). Foi detectado efeito negativo de interagdo significativo (p<0,05)
(temperatura x concentracdo do solvente), apenas para A3 em solvente etanol, para CFT. Os
coeficientes de regressao lineares dos modelos obtidos, variaram de 60 a 88%, dentre os PFC’s
analisados, demonstrando boa confiabilidade do modelo experimental para a variavel CFT

(Tabela 9).
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Os dados relativos as médias das determinagdes de CFT, para cada solvente de extracao,
foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05) e ndo apresentaram diferenca significativa entre

os trés preparos de amostra avaliados (A1, A2 e A3) (Tabela 10).

Tabela 10. Influéncia dos diferentes preparos de amostras (A1, A2 e A3) de Baccharis dracunculifolia (Bd) sobre
as variaveis dependentes CFT, DPPH, FRAP e ABTS.

CFT DPPH FRAP ABTS
Agua Etanol Acetona Agua Etanol Acetona Agua Etanol Acetona Agua Etanol Acetona
Al | 22972 27480 31,842 | 101,96% 12571 189,187 | 385,75 477,55 586,112 | 103,15° 239,14 330,882

A2 | 24237 20317 3096% | 120227 14495% 18320% | 387,19 497,06 57937% | 218087 281217 34732
A3 | 24012 28780 29227 | 108,837 13320° 16588 | 458,00 580,887 606,26° | 169,88° 213,16 265,12]
Letras iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente ao teste de Tukey (p<0,05). CFT: Compostos fenoélicos totais;

DPPH, FRAP ¢ ABTS: Atividades antioxidantes; Al (amostra seca a temperatura ambiente por 2 dias), A2 (amostra liofilizada
durante 24 horas); A3 (amostra seca em estufa 37 = 3 °C durante 24 horas).

Simirgiotis et al. (2016) obtiveram 63,95 mg EAG g (b.s), em Baccharis tola. Sartor
et al. (2013) obtiveram o intervalo de 36,44 a 45,83 mg EAG g (b.s), em Baccharis dentata.
Veiga et al. (2017) aproximadamente 1,00 mg EAG g!' em extrato etandlico, € 0,05 mg EAG
¢! em extrato metanolico, (b.s), em Bd. Figueiredo-Rinhel ef al. (2013) de 100 a 170 mg EAG
g’!, para Bd. Estes dados estdo proximos aos encontrados por este estudo, € evidenciam que as
quantificacdes de CFT podem variar conforme os protocolos de extragdes e as espécies
avaliadas, embora pertengam ao mesmo género. O ideal é escolher o protocolo mais adequado
de acordo com a finalidade de aplicagdo dos principios ativos. Embuscado (2015) também
evidenciou que o uso de solventes extratores diferentes, pode ocasionar em variadas respostas
de CFT, nas quais sofrem variagdes conforme o genotipo da planta, localizacdo geografica de
plantio, tipo de cultivo, e clima. Ramirez et al. (2015) obtiveram intervalo de 9,24 a 65,53 mg
EAG g em pequenas frutas do Chile, demonstrando quantidades proximas a da planta Bd,
visto que estas frutas sdo consideradas fonte de compostos fenolicos, demonstrando ser de bom

rendimento a quantidade de CFT extraida a partir de Bd, pelo presente estudo.

5.1.2 Efeito dos parametros de extragdo sobre as respostas de atividades antioxidantes (DPPH,

ABTS e FRAP)

As analises de atividade antioxidante utilizadas para estudar a influéncia da
concentracdo do solvente utilizado, do tempo e da temperatura de extracdo em diferentes
preparos de amostras de Bd foram: DPPH, ABTS e FRAP. As determinacgdes de atividade
antioxidante sobre o DPPH variaram de 64,68 a 151,44, de 76,05 a 185,23 e de 131,58 a222,07,
umol Trolox g!. As atividades antioxidantes sobre 0 ABTS variaram de 140,26 a 267,70, de
167,03 a 320,00 e de 202,21 a 399,67, umol TEAC g'. E, as atividades antioxidante relativas
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ao FRAP variaram de 308,62 a 516,96, de 340,55 a 704,56 ¢ de 451,62 a 697,24, umol de Fe**
g’!. Todas calculadas em (b.s), nos solventes 4gua, etanol ¢ acetona, respectivamente (Tabela
8). Da mesma forma que em CFT, ocorreu para as determinagdes de atividade antioxidante, a
mesma relagdo de solvente mais eficiente em extragdo de compostos bioativos: acetona > etanol
> agua.

Amostras de propolis, de varias cidades bolivianas, em extrato metanolico, variaram de
225,43 a 2666,56 pmol TEAC g! (NINA et al., 2015). Rodrigues et al. (2015) avaliaram 8
tipos diferentes de chas comerciais, dentre eles, a carqueja (Baccharis ginistelloides), em
extragdo a quente e a frio, obtendo 3255,54 ¢ 1110,34 umol TEAC L' (equivalente a 3,25 €
1,11 pmol TEAC g™), respectivamente, demonstrando que para esta determinagdo, e para este
género, temperaturas maiores podem favorecer a extragdo de compostos antioxidantes. Estes
dados demonstram que a atividade antioxidante de Bd relativa ao ABTS pode ser considerada
relevante.

Mokrani e Madani (2016) obtiveram a relacdo de eficiéncia de extragdo, relativos aos
diferentes solventes utilizados por eles, para atividade antioxidante sobre o radical DPPH,
conforme segue: acetona > metanol > etanol > 4agua (60% - solvente:agua), e para a
determinacdo de FRAP acetona > etanol = metanol > dgua, em amostras de péssego. Tais dados
corroboram com os resultados obtidos pelo presente estudo. Mello e Hubinger (2012)
analisaram amostras de propolis verde brasileira em diferentes pH’s, obtendo variacdo de 25 a
45% e de 50 a 90%, de atividade antioxidante frente ao radical DPPH. Para FRAP os mesmos
autores obtiveram valores de 180,95 a 1038,09 umol Fe** g!' € 219,04 a 2078,57 umol Fe?* g
!, em solvente aquoso e etanolico (80% - solvente:agua), respectivamente. Sendo que seus
maiores rendimentos obtidos foram em extratos etanolicos. Martinez-Correa et al. (2012)
demonstraram ser o etanol mais efetivo que a agua para extrair compostos com atividade
antioxidante de extratos da planta Bd, tal qual o presente estudo, o que também ocorreu para
Garmus et al. (2015), em amostras de alecrim-pimenta.

Conforme Koleva et al. (2000) a quantidade e a posi¢ao de grupamentos OH (hidroxila)
estdo ligados a atividade antioxidante de um composto, sendo que, quanto maior a
disponibilidade e a quantidade deles, maior a atividade antioxidante sobre o radical DPPH. O
valor da atividade antioxidante pela captura do radical DPPH em uma mesma amostra também
pode variar com a utilizacdo de diferentes solventes extratores (EMBUSCADO, 2015). Tais
comparagdes supracitadas demonstram a necessidade de investigacdo do solvente e
concentracdo mais eficientes, para extracdo daquilo que se deseja, justificando a investigacdo

do presente trabalho.
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Para DPPH, os preparos de amostra (Al, A2 e A3) ndo apresentaram diferengas
significativas (p>0,05), em solvente aquoso e etandlico. Em acetona, Al e A2 nao diferiram
seus resultados entre si, apresentando as maiores médias em relagdo a A3. Em ABTS houve
diferencas significativas (p<0,05) entre os preparos de amostra, em todos os solventes
analisados, em que A2 obteve maiores valores de atividade antioxidante para todos os solventes.
Em FRAP nao houve diferencgas significativas (p>0,05) entre os preparos de amostra para o
solvente acetona. Para os solventes etanol e dgua, Al e A3 ndo diferiram entre si, mas foram
superiores ao A2 (Tabela 10).

Quanto a significancia dos fatores, na maior parte dos casos, para DPPH, FRAP e ABTS,
a temperatura foi a variavel mais influente (p<0,05), para todas as amostras e solventes
analisados, correspondendo ao nivel positivo (+1) (80 °C) (Tabela 9) (Figuras 16, 17 ¢ 18). O
incremento de 40 °C, quando a temperatura de extracdo passou de 40 °C para 80 °C, pode
aumentar progressivamente, em até 100%, 33% e 87%, a extragdo de compostos bioativos com
atividade antioxidante determinados pelos ensaios de DPPH, ABTS e FRAP, respectivamente.
O aumento da temperatura de extragdo pode aumentar as taxas de difus@o, a solubilidade dos
analitos, a transferéncia de massa e reduzir a viscosidade e tensdo superficial dos solventes,
possibilitando o desenvolvimento de um protocolo de extra¢do mais rapido e com menor
consumo de solventes (RAMOS et al., 2002).

Karacabey e Mazza (2010) encontraram o ponto 6timo de extracdo de compostos com
maiores rendimentos em atividades antioxidantes, em amostras de bagagos de hastes de uvas,
em 80 °C com utilizagdo de etanol a 40,4%. Gullon et al. (2017) determinaram como ponto
otimo de extracdo de amostras de Fucalyptus globulus a temperatura de extracdo no maior nivel
estudado (50 °C) e a concentragdo de etanol (56%), em fun¢do de respostas de determinagdes
de atividade antioxidante. Estes autores ainda testaram a influéncia de temperaturas mais
elevadas (60 e 70 °C), no entanto, obtiveram valores de atividade antioxidante reduzidos. Desta
forma, o aumento de temperatura pode ser positivo para o rendimento do analito desejado, no
entanto, depende da caracteristica da amostra que sofrera a extracdo, por isso ¢ importante
estudar variaveis de extragdo como temperatura e tempo de forma combinada, ja que a
adequacdo delas pode interferir diretamente na economia e eficiéncia do processo de extracdo

em escala industrial.



69

[oABLIBA © 91qOS (OPEZI[IIN SJUIA[OS OP 0BIenuaou0)) 9 einjerodwo], ‘odwo ) sojudspuadopur SIOABLIBA SEP SEIOUBOIUSIS S OPUBISUOWP 0JaIed 9P SOJIJRID) *9] eInSiy

‘au0399Y (£v) Hddd

(exg)
(ex1)
(zx1)
awny(y)
uonenuaduol(g)

ainjesadws] (z)

(ex1)

(2x1)
‘uonenuasuo)(g)

awiL(y)

(exz)

-aumjesadwa) ()

loueyi3 (¢v) HddQ

191 (€V) Hdda

(zx1)

fawnp(y)

ainjesedwsa ()

"(50°0>d) Hddd @uspuadop

(ex1)

(exz)

(zx1)
uonenuasuon(g)
awii(y)

ainjesadwsa (z)

auo}aay (zv) Hdda

(zx1)

(ex1)

awny(1)
uoneuaduo)(g)
(exz)

ainjesadwa] (z)

Jjouey}3 (2v) Hdda
(zx1)

aw(L)

aumesadwsa ) (z)

131 (ZV) Hdda

[———— S —

au0ja9y (1v) Hdda

‘Jouey3 (L) Hdda

191eM (LV) Hddd

(ex1)
uonesjuasuog(g)
(zx1)

(exz)

awii(i)

aunjesadwa] (z)

(2x1)
uonesueauo(g)
(ex1)

awiL(})

(exz)
aunjesadwa] (z)

aanjesadwa ()

(zx1)

awny())



0L

[QABLIBA © 2IGOS (OpPeZI[NN JJUIAJOS OP 0BIenUdU0)) o ernjerddwo] ‘odwa] ) sAuapuadopur SISABIIBA SEP SBIOUBIIJTUSIS S8 OPUBISUOWAP 03Ied P SOOIJRID) *L] BIn3Iq

(ex1)

F(zx1)

| (€x2)

| awnL(y)
‘aumesedwa] (z)

{uonenuasuo(g)

au0)aoy (£V) dvd4

joueyi3 (gv) dvad

| (2x1)
|uopesnuaduo(g)
| (ex1)

|awig(})

| (ex2)

ainjesedwa] (Z)

Jejem (€V) dviid

awy(L)

(zx1)

-aunjesadwaj (z)

(50°0>d) dvdd dwuopuadap

(gx1)

(exz)

(zxy)

awnl(y)
‘uonesuaduo)(g)

i aimesadwa ()

au0}e9y (Zv) dvid

(ex1)

(2x1)
uoneuasuo)(g)
awiy(})

(exz)

ainjesadwa(z)

Joueyi3 (zv) dvad

(zx1)

awiy(y)

aimesadwa ) (z)

J91epM (ZV) dvd

|
|
|
|
|
+
|
|
|
|
|
|

{

(ex1)

H(2x1)

| (ex2)

{owiL())
uonenuaauon(g)

w&:u_m._onEo._,_N__

‘2u0320Y (V) dvud

loueyi3 (1v) dvad

(2x1)
uonenuaauo)(g)

(ex1)

awiy()

(exz)
esinjesedwa] (Z)

(zx1)

awiy(})

ainjesadway(z)

1a3eM (LY) dvyd



VL

[9ABLIRA B 91qOS (OPRZI[IIN 9JUIA[OS OP 0Bdenuddu0)) 9 ermerddwo] ‘odwa]) soyuapuadopul SIOABLIEA SEP SBIOUBIIJIUSIS SE OPUBISUOWIP 0JaIed Op SOOIJeID) *§] vIn3L

(%)

(ext)

(zx1)
uoneuasuo(g)
|aanjesadwe ) (z)

TEE:

au0}ady (gv) S1av

(zx1)

(exz)
uonesnuasuo)(g)
awii(y)

(ex1)
aimesadwa] (z)

joueyy3 (ev) s1av

awii(k)
(1)

m aumesadwa] (Z)

la)ep (V) S1av

(50°0>d) SLAV duapuadop

(ex2)

(ex1)

| (zx1)
mm..:umhon_:.o 1(2)
jouwni(1)

| uonesyuaL0)(g)

auojady (zv) s1av

(ex1)

(zx1)

(exz)
uopjesjuasuo)(g)
awiy(})
ainmesadwa(z)

loueyi3 (zv) sLav

Max:
)

‘ainjesadwiaj(z)

18jep (zZv) s1av

au0jady (Lv) s1av

jouey3 (Lv) s1Lav

J91ep (1Y) s1av

(ex1)

(exz)
uonenuasuo)(g)
awi(1)

(2x1)

ainjesadwa (7)

(ex1)

(zx1)
uonenuadsuod(g)
auwni(})

(exz)
ainesadwa] (Z)

(zx1)

awiy(y)

ainjesadwa ] (z)



72

Quando houve efeito significativo de tempo de extragdo e concentracdo de solvente, em
DPPH, ABTS e FRAP, os fatores foram relativos ao nivel positivo para tempo (+1) (90
minutos), e ao nivel negativo (-1) para concentracdo do solvente utilizado (40%). Efeitos de
interacdo negativos entre as varidveis independentes temperatura e concentracdo do solvente
foram observados para o solvente extrator etanol, em DPPH e FRAP, demonstrando
antagonismo entre essas variaveis, de forma que conforme a temperatura aumentava e a
concentracdo do solvente etanol diminuia, as respostas de atividade antioxidante aumentavam
(Tabela 9) (Figuras 16, 17 e 18). Tal fato refere-se a relagdo adequada entre a temperatura de
80 °C e a concentracao de 40% do solvente etanol, para as extracdes com maiores rendimentos
em compostos fendlicos com atividade antioxidante, em funcao das caracteristicas das amostras
de Bd. Para DPPH, ABTS e FRAP, os coeficientes lineares de regressdo variaram de 47 a 84%,
39 a 85% e de 60 a 92%, respectivamente. Os coeficientes que conferiram maior confiabilidade
ao modelo matematico linear foram os obtidos com a utilizac¢ao de solvente agua e etanol, sendo
que a utilizacdo de acetona como solvente resultou em coeficientes menores e, portanto, com
reduzida confiabilidade (Tabela 9).

A Bd ¢ a maior fonte botanica da propolis verde no Brasil, e os dados de Mello e
Hubinger (2012) demonstram semelhancas com este estudo, bem como explicita o etanol como
melhor solvente extrator de compostos bioativos (relativos as atividades antioxidantes
determinadas e ao CFT), se comparado ao solvente agua. E importante salientar que “The
European Food Safety Authority” (EFSA) classifica o etanol como um solvente extrator seguro
(EFSA, 2011). Além disso, ele possui propriedades antissépticas, reduzindo a contaminacao
microbiologica dos extratos (CVETANOVIC et al., 2015), permitindo e encorajando sua
utilizacdo em etapas de processos industriais alimenticios, cosméticos e farmacéuticos. E
conforme Alberti et al. (2014), se o intuito ¢ a utilizag@o do produto da extragdo em alimentos

ou drogas, a acetona e o metanol devido as suas toxidades ndo sdo recomendados.

5.1.3 Correlagdo de Pearson

A correlacdo de Pearson é uma medida de covariancia linear, entre duas variaveis,
dividida pelo produto de seus desvios padrdes, podendo ser positiva, negativa ou nula. Quando

[

a correlacdo € positiva, se tomadas duas variaveis (x e y), se “x”” aumenta de valor, “y” também
aumenta, e vice-versa, quando for negativa a correlagdo, se “x” diminuisse de valor, “y”
aumentaria (PRION e HAERLING, 2014). Se a correlagdo for nula (valor zero), quer dizer que

ndo existe nenhuma relagdo entre as variaveis (TAYLOR, 1990). Para interpretacdo da
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intensidade de uma correlacdo de Pearson ha uma regra, conforme Taylor (1990), se o valor da
correlagdo for de < 0,35 (fraca correlagao), de 0,36 a 0,67 (correlagdo moderada), de 0,68 a 1,00
(correlagao forte).

Em fungdo disso, ¢ possivel inferir que, de forma geral, houve uma forte correlagao
significativa (p<0,05) positiva, entre CFT e atividade antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP),
demonstrando que o aumento da quantificacdo de CFT, influenciou no aumento da atividade
antioxidante expressa pelos extratos, sugerindo que os compostos fenolicos extraidos da planta
podem ser responsaveis pela atividade antioxidante que ela exerce. FRAP e ABTS

demonstraram moderada correlagdo positiva (Tabela 11).

Tabela 11. Coeficientes de correlagdo de Pearson de CFT, DPPH, ABTS e FRAP de extratos aquosos, etandlicos
e acetonicos de Baccharis dracunculifolia (Bd).
Agua PFC 22 Etanol PFC 23 Acetona PFC 23
DPPH FRAP ABTS DPPH FRAP ABTS DPPH FRAP ABTS
CFT 0,7959* 0,9178* 0,7623* | 0,9154* 0,8742* 0,8004* | 0,7795* 0,8551* 0,6565*
DPPH 0,7729*  0,7709* 0,8929*  0,8369* 0,6847* 0,8864*
FRAP 0,6126* 0,6485* 0,4644*
CFT: Compostos fendlicos totais; DPPH, FRAP e ABTS: Atividades antioxidantes; PFC: Planejamento fatorial
completo; *significativo (p<0,05);

Variaveis

Sartor et al. (2013) encontraram forte correlagdo negativa (-0,90) entre a atividade
antioxidante (CEso) e CFT, em Baccharis dentata, sendo esta atrelada a expressao de atividade
antioxidante em valor de CEso, aonde quanto menor o valor, mais efetiva ela ¢. Fortes
correlagdes positivas, entre atividade antioxidante e CFT, também foram identificadas por
Bittencourt ef al. (2015), em amostras de propolis verde, por Garmus et al. (2015) em alecrim-
pimenta, Skotti ef a/. (2014) em plantas da regido da Grécia, por Boeing et al. (2014) para amora
negra (Morus nigra), amora (Rubus ulmifolius) e morango (Fragaria x ananassa), € por
Casagrande et al. (2019) em amostras de bagacos de uvas, corroborando com o presente estudo.
Isso evidencia que para determinadas plantas o rendimento de compostos fendlicos pode
influenciar no potencial antioxidante do extrato.

Os compostos fenolicos naturais podem exprimir atividade antioxidante (MONROQOY et
al., 2016; BITTENCOURT et al., 2015; KUMAZAWA et al., 2004), podendo haver uma
relagdo entre a atividade antioxidante e a presenca de acidos fenolicos nas preparacdes de
extratos de Bd (MARTINEZ-CORREA et al., 2012), tal qual o presente estudo. Conforme
Bittencourt ez al. (2015), os compostos fendlicos possuem facilidade em doar seus elétrons as
espécies reativas ao oxigénio (ERO). Entdo, a positiva e alta correlacdo entre os CFT e atividade

antioxidante de um extrato pode indicar a eficiéncia dos compostos fendlicos extraidos em
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neutralizar radicais livres, pois quanto maior essa correlagdo, maior a eficiéncia dessa

neutralizacdo. E tal mecanismo pode vir a favorecer a atividade bioldgica desses extratos.

52 PLANEJAMENTO DE MISTURA DE SOLVENTES SIMPLEX-LATTICE (PSL)

A extracdo de compostos bioativos a partir de amostra liofilizada de Bd (A2) através
das diversas proporcdes definidas pelo PSL entre os solventes agua, etanol e acetona, resultou
para CFT no intervalo de 5,48 a 31,62, mg EAG g, enquanto que as atividades antioxidantes
sobre 0 DPPH, variaram de 32,80 a 209,78, umol trolox g!, sobre 0 ABTS de 81,96 a 319,25,
umol TEAC g’!, e relativas a0 FRAP variaram de 80,19 a 629,32, umol de Fe?" g'!. Todas
calculadas em (b.s) (Tabela 12).
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Nos testes para solventes extratores puros (corridas 1, 2 e 3), o solvente agua destacou-
se dos demais na extracdo da maior quantidade de CFT, com as maiores atividades
antioxidantes exibidas, obtendo-se a mesma relacdo de eficiéncia para as quatro variaveis
dependentes avaliadas: dgua > etanol > acetona. As misturas bindrias, de diferentes proporcdes
entre etanol e acetona, resultaram em rendimentos inferiores de compostos bioativos de Bd
extraidos, se comparadas as misturas bindrias (agua e etanol), (agua e acetona) e/ou ternarias
(agua, etanol e acetona) (Figura 19). As misturas binarias entre etanol ou acetona a agua,
demonstraram um aumento aproximado do rendimento de até 91% de CFT, com 119%, 55% e
123% de incremento nas atividades antioxidantes sobre DPPH, ABTS e FRAP,
respectivamente, se comparadas as misturas binarias entre etanol e acetona, isso demonstrou
que para esta amostra (Bd), ¢ imprescindivel a mistura de agua a solventes orgénicos, para
maior rendimento de compostos fendlicos, assim como anteriormente apontado pelos PFC’s.
Possibilitando a redug@o do volume de solvente organico utilizado no processo, pela utilizacio
de grande proporcao de dgua para extragdo dos compostos de interesse, proporcionando a

escolha de um protocolo mais econdmico e sustentavel.
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Figura 19. Graficos de superficies de respostas do planejamento de mistura Simplex-Lattice (PSL) para a extragao
de compostos bioativos de Baccharis dracunculifolia (Bd) a partir da amostra de Bd liofilizada (A2),
demonstrando a influéncia das variaveis independentes (agua, etanol e acetona) sobre as dependentes (CFT, DPPH,
ABTS ¢ FRAP).
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De acordo com Singh ef al. (2016), a mistura de dgua a solventes organicos altera a
polaridade final do solvente extrator e também gera um meio de dissolucdo lipofilico e
hidrofilico simultaneo, permitindo rendimento maior de compostos antioxidantes extraidos,
conforme a caracteristica de cada molécula e a constituicdo da amostra, que passardo por
processo de extragdo. Pois, no processo de extracdo, a agua atua inchando o material vegetal,
enquanto que o solvente organico pode ser responsavel pelo rompimento das ligagoes entre a
matriz da planta e seus solutos, facilitando a transferéncia de massa para o solvente, mostrando
qual mistura entre agua e solvente organico possui efeito sinérgico para extrair compostos
fenolicos (CUJIC et al., 2016).

Felix et al. (2018) realizaram extragdo de compostos fendlicos em misturas de adgua,
etanol e acetona, com amostras de bagaco de caja, e quando utilizaram os solventes puros,
demonstraram que o solvente agua proporcionou maior rendimento de compostos fenolicos,
seguindo a mesma relacdo de eficiéncia do presente estudo (dgua > etanol > acetona). Os
mesmos autores também demonstraram menores rendimentos de CFT’s extraidos, resultante da
mistura entre etanol e acetona, utilizados como extratores, o que demonstrou que a afinidade
dos compostos fenolicos por solventes aquosos pode ter relagdo com o ntimero de fendis que a
agua pode dissolver, corroborando com o presente estudo para amostra de Bd.

Como ja ficou evidente nos testes anteriores deste trabalho e conforme Singh er al.
(2016), os dados de determinagdes de CFT, DPPH, ABTS e FRAP variam com a concentracao
e o tipo de solvente extrator, podendo interferir no rendimento dos compostos bioativos
extraidos, sendo que, adicional a este fato, o tipo de amostra e a propor¢do (m/v) entre a amostra
e o solvente, também sdo variaveis que interferem na extragdo de compostos bioativos.

Este experimento (PSL) visou encontrar a relagdo adequada entre os trés solventes
utilizados, em variadas proporc¢des de misturas entre eles. No entanto, conforme o experimento
anterior (resultados discutidos em 5.1 — PFC’s), foi possivel observar que as extracdes
executadas pelas combinacgdes das varidveis independentes dos PFC’s foram mais eficientes
que as extragdes realizadas pelas combinagdes das variaveis independentes do PSL. Ou seja,
enquanto que nos PFC’s (2% e 23), foi possivel extrair, no maximo, em CFT (29,90, 35,08 e
37,22), DPPH (151,44, 185,23 ¢ 222,07), ABTS (267,70, 320,00 ¢ 399,67) e FRAP (519,96,
704,56 e 697,24), para dgua, etanol (40%) e acetona (40%), respectivamente, os rendimentos
conquistados pelo PSL foram um pouco inferiores (Tabela 12).

De qualquer maneira, tais extragdes podem ser consideradas de bom rendimento em
compostos bioativos, relativo ao tipo de amostra utilizada. Por exemplo, para amostras de graos

utilizados na producdo de cerveja, em estudos de extragdes de compostos bioativos por
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diferentes solventes e concentragdes testados, os valores variaram de 0,24 a 4,15 mmol de Fe?*
g (aproximadamente 240 a 4150 umol de Fe?* g!) e 2,14 a 9,90 mg EAG g, nas
quantificacdes de FRAP e CFT, respectivamente (MENESES et al., 2013). Visto que, esta
quantidade extraida de compostos fendlicos com atividade antioxidante foi considerada
relevante pelos autores e estdo acerca do presente estudo, mesmo para os extratos produzidos
pelo PSL.

Através das analises estatisticas pdde-se observar que os dados obtidos
experimentalmente ajustaram-se ao modelo polinomial quadratico, com explica¢do no minimo
de 87% dos dados experimentais, baseados nos valores de R? obtidos a partir dos modelos
matematicos de cada variavel dependente avaliada (CFT, DPPH, ABTS e FRAP) (Tabela 13).
Para Baj et al. (2018), os quais utilizaram também um PSL para seu planejamento de misturas
de diferentes 6leos essenciais, visando incremento nas respostas de atividade antioxidante, o
modelo matematico linear também ndo foi adequado, j4 a modelagem quadratica foi a que mais

se adequou matematicamente ao seu experimento, corroborando com este estudo.

Tabela 13. Coeficientes de regressdo para CFT e atividades antioxidantes (DPPH, ABTS e FRAP) para as
diferentes propor¢des dos solventes extratores agua, etanol e acetona sobre a extragdo de compostos bioativos de
Baccharis dracunculifolia (Bd).

Coeficientes do Variaveis Dependentes
modelo quadratico CFT DPPH ABTS FRAP
B 23,70 135,62 165,44 432,28
B2 12,13 60,39 114,77 191,56
B3 6,04 44,44 95,11 108,48
P12 65,24 449,14 642,07 1357,07
P13 70,45 533,87 797,98 1613,92
B23 8,74 95,44 160,90 225,00
R? ajustado 0,9576 0,9130 0,8756 0,9305

Bi: agua; Bo. etanol; Bs. acetona; Pi2. interagdo agua:etanol; Pi3. interagdo agua:acetona; 3. interagdo etanol:acetona;
(p<0,05); CFT: Compostos fendlicos totais; DPPH, FRAP, ABTS: Atividades antioxidantes.

Pela Tabela 13 e Figura 20, pode-se observar claramente a influéncia majoritaria da
utilizacdo do solvente agua, puro, em comparacao da utilizacdo de acetona ou etanol, puros,
como discutido anteriormente. Ao observar os coeficientes de interag@o foi possivel confirmar,
pelo alto valor dos coeficientes, para as quatros varidveis dependentes (CFT, DPPH, ABTS e
FRAP), que as interagdes entre agua e acetona e agua e etanol extrairam a maior parte de
compostos fenolicos com atividade antioxidante, com apontamento para maior eficiéncia de

extracdo de compostos para a mistura entre agua e acetona.
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Figura 20. Graficos de Pareto do planejamento de mistura Simplex-Lattice (PLS) para diferentes proporgdes
entre os solventes dgua, etanol e acetona, em funcgao das respostas de compostos bioativos extraidos (CFT,
DPPH, FRAP e ABTYS) de Baccharis dracunculifolia (Bd) (p<0,05).

Os perfis de desejabilidade e os dados obtidos experimentalmente podem ser observados
na Tabela 14. Conforme o perfil calculado estatisticamente, a melhor mistura entre os solventes
dgua, etanol e acetona deveria possuir a propor¢do aproximada de 44:0:56 (v/v/v). Conforme
os dados, as condigdes experimentais exprimiram maiores valores quando comparadas as
condigoes de extracdo de desejabilidade. Sendo assim, esta condicdao pode ser apontada como
a mais vantajosa para extragdo dos compostos bioativos de Bd, sendo que, apds determinagdes
experimentais (CFT, DPPH, ABTS e FRAP) foi possivel atingir uma extragdo mais rentavel

desses pardmetros se comparado aos PFC’s.

Tabela 14. Perfis de desejabilidade para adequagdo da proporgdo entre a mistura dos solventes agua, etanol e
acetona para obtencdo da maior eficiéncia em fungido dos parametros de determinagdo de compostos bioativos a
partir de amostra liofilizada de Baccharis dracunculifolia (Bd).

Determinagio Valores preditivos Dados experimentais
CFT 32,47 44,17+0,95
DPPH 218,66 274,04+3,38
ABTS 375,92 450,88+10,82
FRAP 662,94 908,04+23,51

Os extratos foram obtidos em réplicas genuinas e os resultados expressos em média = desvio padrdo (n = 3); CFT:
mg EAG g'; DPPH: pmol Trolox g*'; ABTS: umol TEAC g''; FRAP: pmol Fe?* g'!; Amostra utilizada A2 (amostra
liofilizada durante 24 horas).



80

O perfil de desejabilidade auxilia apontando a relagdo teérica mais eficiente em fungao
das respostas estudadas experimentalmente, de qualquer maneira, por motivos de variagdes
experimentais na execugdo dos processos analiticos como os processos de extragdo e de analise,
¢ possivel que valores preditivos se distanciem dos valores experimentais obtidos. De qualquer
maneira, o perfil de desejabilidade pode atuar como um indicador de uma condicdo
experimental de melhor rendimento tedrico. Sendo que, para o presente estudo, cada condicao
experimental selecionada objetiva-se a testes subsequentes de funcionalidade e

desenvolvimento de um produto baseado nas funcionalidades encontradas.

53  CONDICOES OTIMAS DE EXTRACAO DOS PLANEJAMENTOS FATORIAIS
COMPLETOS (PFC’s) E PLANEJAMENTO DE MISTURA DE SOLVENTES SIMPLEX-
LATTICE (PSL)

Com relagdo aos experimentos realizados pelos PFC’s (2% e 2°), apo6s andlise de
comparacdo entre médias (p<0,05), entre os diferentes preparos das amostras analisados (Al,
A2 e A3), de forma geral, os resultados demonstraram que partes aéreas de Bd liofilizadas (A2)
apresentavam maiores rendimentos em CFT e atividade antioxidante (Tabelas 8 e 10). Para
cada solvente avaliado, as condi¢cdes mais eficientes de extracdo determinadas pelos PFC’s
foram: 90 minutos a 80 °C em agua (AGUA), 90 minutos a 80 °C em etanol 40% (ETANOL
40%), e 90 minutos a 80 °C em acetona 40% (ACETONA 40%), utilizando 1 g de A2 como
amostra em 25 mL dos solventes anteriormente descritos. Embora os coeficientes de regressao
dos modelos matematicos gerados tenham sido baixos para os extratos em solvente acetona,
este foi o que obteve os maiores rendimentos em CFT, DPPH, FRAP e ABTS em relagdo a
agua e ao etanol, conforme as variacoes de valores minimos € maximos.

Com relagd@o aos experimentos realizados pelo PSL, apds analise estatistica de perfil de
desejabilidade, houve um apontamento para o preparo do solvente de extragdo na relacdo
(56:0:44 / agua:etanol:acetona) (DESEJABILIDADE). Sendo assim, considerou-se utilizar esta
propor¢do e também a proporgdo relativa ao ponto central de extragdo do PSL (33:33:33 /
agua:etanol:acetona) (PONTO CENTRAL), com metodologia de extracdo determinada pela
Figura 13, como amostras selecionadas para dar prosseguimento a esta pesquisa. E importante
observar que a analise de desejabilidade evidenciou o que foi observado nos experimentos dos
PFC’s, em que os extratos em acetona resultavam em rendimentos maiores das variaveis

dependentes (CFT, DPPH, ABTS e FRAP).
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A utilizag¢do de misturas de dgua a solventes organicos melhora a extracao de polifenois,
pois, gera um meio moderadamente polar (MOKRANI e MADANI, 2016). A presenca de agua
em etanol também concentrou o conteudo de compostos fenolicos e aumentou a atividade
antioxidante em amostras de extrato de milho analisadas por Monroy ef al. (2016). A mistura
de agua e solventes organicos ¢ um fator que gera economia nos processos produtivos, e pode
aumentar a efici€ncia de extracdo das moléculas alvo, sendo positiva a possibilidade de utiliza-
los como co-solvente pelas industrias. Em vista destes fatos, para os testes de ECso, CIM, CBM
e identificacdo e quantificagdo de compostos fenolicos por CLAE-UV, utilizaram-se as
condigdes Otimas de extragdo determinadas pelos PFC’s (AGUA, ETANOL 40%, ACETONA
40%), e também as determinadas pelo PSL (DESEJABILIDADE, PONTO CENTRAL), como
forma de reduzir o nimero de amostras, e continuar avaliando a influéncia dos solventes sobre

essas determinagdes para Bd (A2).

5.3.1 Atividade antioxidante expressa em CEso das condigdes Otimas de extragdo dos
planejamentos fatoriais completos (PFC’s) e do planejamento de misturas Simplex-Lattice

(PSL)

Os valores de CEso determinam a concentragao do extrato responsavel pela reducdo de
50% da atividade inicial do radical DPPH, por isto, quanto menor o valor de CEso, maior a
atividade antioxidante do extrato (GARMUS et al., 2015; BITTENCOURT et al., 2015). Os
dados de atividade antioxidante expressos em CEso demonstraram diferencas significativas
entre os extratos nos solventes analisados, com ETANOL 40% demonstrando maior capacidade
em reduzir o DPPH em 50%, se comparado a AGUA, ACETONA 40%, DESEJABILIDADE
e PONTO CENTRAL (p<0,05) (Tabela 15).
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Tabela 15. Atividade antioxidante (CEso) dos pontos 6timos de extragdo de compostos bioativos de Baccharis
dracunculifolia (Bd).

DPPH! (atividade antioxidante) (n=3)

Extratos de A2 Equacao (R?») CEsp (ug mL-1)*
AGUA? y=0,1153x — 0,1372 0,9955 436,66+17,998
ETANOL 40%? y=0,1497x + 25,397 0,9475 164,413,074
ACETONA 40%* y=10,1028x + 6,6622 0,9839 423,91+30,038
PONTO CENTRALS? y =0,1247x — 3,5307 0,9970 430,04i14_24B
DESEJABILIDADES y=10,1188x +4,2952 0,9842 386,50+21.51B
Antioxidantes Padroes
“Acido Galico y = 8,5396x — 4,7407 0,9983 6,41£0,10
Acido Ascorbico y=2,7211x — 3,8604 0,9706 19,8440,84
Quercetina y=4,6333x — 0,0527 0,9960 10,57+0,45

*M¢édias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05). 1DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; Extratos PFC: 280 °C, 90 minutos, agua; 380 °C, 90 minutos,
etanol (40%); 430 °C, 90 minutos, acetona (40%); Extratos PSL: 530 °C, 180 min., (a4gua:etanol:acetona /

33:33:33); 630 °C, 180 minutos, (dgua:etanol:acetona / 56:0:44); A2: amostra liofilizada durante 24 horas, utilizada
par o preparo dos extratos.

Se os valores de CEso< 50 ug mL"! a amostra analisada é classificada como de alta
atividade antioxidante, se estiver entre 50 e 100 pg mL™! possui atividade antioxidante
moderada, se CEso > 200 pg mL"! ndo se considera relevante atividade antioxidante
(SIMIRGIOTIS et al, 2016) e se CEso estiver entre 100 a 200 ug mL™"! o extrato € considerado
ligeiramente ativo (REYNERTSON ef al., 2005). De acordo com tal parametro, o ETANOL
40% pode ser considerado um extrato com relevante atividade antioxidante e torna-se promissor
a apresentar atividade biologica.

Os valores de CEso encontrados por Martinez-Correa et al. (2012), em amostras da
planta Bd, em solvente aquoso foram de 158 e > 200 pg mL"!, e em etanol foram de 50 e 36 ug
mL-!, em mistura de folhas jovens e adultas e em apenas folhas jovens, respectivamente,
demonstrando valores mais relevantes quando o etanol foi utilizado como solvente. Veiga et al.
(2017) obtiveram CEso de 124,49 € 13,09 ug mL-! em extrato etandlico, e 141,45 € 95,86 pg
mL-!' em extrato de hexano, em Bd e propolis verde, respectivamente. Bittencourt et al. (2015)
analisaram amostras de propolis verde em fragdes de etanol, hexano e diclorometano, obtendo
intervalo de 21,50 a 78,77 ng mL! de CEso, sendo que a variagdo foi em fungdo do solvente
utilizado, na rela¢do: diclorometano > etanol > hexano. Desta forma, os dados obtidos pelos
autores acima corroboram com o presente estudo, demonstrando a dependéncia entre o valor de
CEso e o solvente de extragdo utilizado. Acredita-se que uma atividade antioxidante maior pode
ser obtida pelo uso do etanol como solvente, quando comparado a 4gua como solvente, mas
vale salientar, que a natureza da amostra também pode modificar esta condi¢do, de acordo com
a afinidade das moléculas extraidas pelo solvente utilizado e o potencial antioxidante dessas

moléculas extraidas.
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E importante notar, que a produgdo do extrato DESEJABILIDADE, tragado pelo perfil
estatistico de desejabilidade (oriundo do PSL), apesar de apresentar quantificacdes otimizadas
das variaveis dependentes analisadas (CFT, DPPH, ABTS e FRAP), ndo demonstrou maior
efetividade se comparado ao ETANOL 40% (ponto 6timo de extragao determinado pelo PFC
2%). E possivel afirmar que as moléculas extraidas de Bd pela extragio ETANOL 40% sdo mais

eficientes na inativagdo de radicais livres se comparado as demais extragdes realizadas.

5.3.2 Atividade antimicrobiana — concentrag¢do inibitéoria minima (CIM) e concentracdo
bactericida minima (CBM) das condi¢des otimas de extracdo dos planejamentos fatoriais

completos (PFC’s) e do planejamento de misturas Simplex-Lattice (PSL)

O extrato ETANOL 40% demonstrou efeito bactericida (51,00 mg mL") de no minimo
90% (CBM) contra Staphylococcus aureus (S. aureus), Bacillus cereus (B. cereus) e
Escherichia coli (E. coli), enquanto que os extratos ACETONA 40%, PONTO CENTRAL e
DESEJABILIDADE obtiveram este mesmo efeito apenas contra S. aureus.

Dentre os micro-organismos testados, o extrato AGUA foi capaz de inibir (CIM — 51,00
mg mL") apenas S. aureus. Os extratos ETANOL 40%, ACETONA 40%, PONTO CENTRAL
e DESEJABILIDADE, demonstraram inibi¢cdes semelhantes (CIM), havendo excecdo para
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), a qual foi inibida apenas por ETANOL 40%.

E possivel observar também potencial maior dos extratos testados em inibirem micro-
organismos de espécie gram-positiva, ja que os melhores efeitos bactericidas (CBM) foram
registrados contra eles, e que estes efeitos foram atingidos para os compostos presentes pela
extracdo ETANOL 40%, ACETONA 40%, PONTO CENTRAL e DESEJABILIDADE.

O método de extragdo ETANOL 40% apresenta um maior espectro antimicrobiano,
dentre os avaliados, isto pode ser notado principalmente pelo fato de P. aeruginosa ser
resistente ao antibidtico ampicilina, e ainda assim ser inibida (CIM — 51,00 mg mL") também

por este processo de extragdo (Tabela 16).
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Tabela 16. Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM) dos pontos 6timos
de extracdo de compostos bioativos de Baccharis dracunculifolia (Bd).

Bactérias (n=2)
Condicdes de Gram-positivas Gram-negativas
Extracio Staphylococcus ~ Bacillus | Escherichia  Pseudomonas  Salmonella enterica
aureus cereus coli aeruginosa serovar Enteritidis
CIM mg mL™! (n=2)
AGuAa® 51,00 - - - -
ETANOL 40%P 12,75 3,19 6,37 51,00 25,50
ACETONA 40%¢ 12,75 3,19 6,37 - 25,50
PONTO CENTRALY 12,75 3,19 6,37 - 51,00
DESEJABILIDADE® 12,75 1,59 12,75 - 51,00
Ampicilina 0,00019 Rf 0,00156 Rf 0,01250
Gentamicina 0,00039 0,00156 0,00019 0,00156 0,00312
CBM mg mL! (n=2)
AGUA? in in in in in
ETANOL 40%" 51,00 51,00 51,00 i.n in
ACETONA 40%¢ 51,00 in in in in
PONTO CENTRALY 51,00 in in in in
DESEJABILIDADE® 51,00 i.n i.n i.n in

Extratos PFC: 280 °C, 90 minutos, dgua; bgo °C, 90 minutos, etanol (40%); 80 °C, 90 minutos, acetona (40%);
Extratos PSL: 980 °C, 180 minutos, (4gua:etanol:acetona / 33:33:33); €80 °C, 180 minutos, (dgua:etanol:acetona /

56:0:44); Extratos preparados a partir de A2 (amostra liofilizada durante 24 horas); fResisténcia ao antibiético; -
Nao houve efeito nas concentragdes testadas; *Menor concentragao de extrato necessaria para eliminar no minimo
90% dos micro-organismos (CBM); i.n (ineficiente para CBM).

Veiga et al. (2017) obtiveram valores de CIM (ung mL-"), para diferentes cepas de S.
aureus, de 197 a 770 em amostras de Bd, e de 78,40 a 392,0 em amostras de propolis verde,
demonstrando propriedades bioldgicas semelhantes entre a propolis verde e Bd, como por
exemplo, efeito bactericida contra S. aureus, conforme o presente estudo (Tabela 16). Marcucci
et al. (2001) também demonstraram que a propolis verde teve efeito antimicrobiano contra as
bactérias E. coli, P. aeruginosa e S. aureus, sendo que a planta Bd foi provavelmente a fonte
da producdo desta propolis. Os mesmos autores, em comparagdes entre suas determinagdes,
demonstraram que frente ao micro-organismo P. aeruginosa, o extrato exprimiu menor
inibigdo, nas trés fracdes de extratos de propolis verde obtidas, sendo que o S. aureus foi o que
melhor foi inibido pelas fragdes analisadas, corroborando com este estudo.

Sartor et al. (2013) obtiveram CIM (mg mL™'") semelhantes ao deste estudo com
Baccharis dentata sobre S. aureus, sendo mais expressivo em amostra coletada no outono, em
fragdes de diclorometano (0,75). Os mesmos autores também demonstraram inibi¢cdo de P.
aeruginosa ¢ E. coli. Extratos etandlicos de co-produtos da industria de vinhos foram mais
eficazes contra micro-organismos patogénicos de ordem alimentar (S. aureus, P. aeruginosa,
E. coli, Salmonella enterica serovar Enteritidis — S. enferica), se comparados a extratos aquosos

(POVEDA et al., 2018), corroborando com o presente estudo.
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Salazar et al. (2018) estudaram recentemente a atividade antimicrobiana CIM (ug mL-
1 de 6leos essenciais da planta Bd, obtidos por hidrodestilagdo, contra os micro-organismos S.
aureus, E. coli e P. aeruginosa, cujos valores foram de 102, >1024 e >1024, respectivamente.
Estes dados demonstram que os compostos presentes no 6leo essencial de Bd também
expressam atividade antimicrobiana (CIM), bem como os compostos extraidos pelos protocolos
do presente estudo, principalmente naqueles obtidos pelo processo de extragdo ETANOL 40%.

Vale salientar, que a atividade antioxidante expressa em CEso para ETANOL 40% no
presente estudo, também obteve maior eficacia dentre as demais avaliadas. As preparagdes de
Bd em etanol podem vir a ser eficientes antibioticos contra as bactérias testadas, mas ainda
carecem de mais estudos sobre a aplicagdo, formulacdo e toxicidade, por exemplo. O fato das
bactérias gram-negativas possuirem uma camada externa a membrana celular de lipossacarideo,
as tornam mais protegidas (PAZ et al., 2015), se comparadas as bactérias gram-positivas,
devido a isto, ha maior facilidade de eliminar gram-positivas frente a maior facilidade de o
extrato interagir com a membrana celular, conforme ocorreu no presente estudo.

Assim como em CEsp, os extratos, em seus pontos 6timos, obtidos pelo PSL, nao
tiveram atividade global superior ao processo de extragdo ETANOL 40% (obtido pelo PFC 23).
Desta forma, é importante observar que neste caso, a utilizagdo do solvente etanol, como
extrator, foi determinante na eliminacdo de maior espectro de micro-organismos. Pois,
diferentes solventes extratores podem extrair diferentes variedades e quantidades de moléculas,
as quais, por mecanismos proprios de acdo, podem exibir maiores ou menores intensidades para
uma mesma atividade biologica (KUBILIENE et al., 2015).

Conforme Zielinski et al. (2014), atividades biologicas como propriedades
anticancerigenas, neuroprotetivas, hipoglic€micas, antimicrobianas e anti-inflamatorias, por
exemplo, podem estar vinculadas as atividades antioxidantes dos compostos quimicos, como
acidos fenolicos e flavonoides, presentes em chas. Sendo assim, as atividades antimicrobianas
apresentadas por este estudo podem estar ligadas a atividade antioxidante que possuem os
extratos preparados a partir de Bd, e estas, por sua vez, podem ser remetidas ao conteudo total
e variedade de compostos fendlicos presentes nestes extratos.

Conforme Chaves et al. (2018) a busca por novos compostos antimicrobianos que
possam ser transformados em medicamentos ¢ de interesse mundial, ja que ¢ fomentada pelo
surgimento de bactérias resistentes as varias drogas ja existentes. Vale salientar, como ja foi
demonstrado no presente estudo, de forma geral, que as correlagdes de Pearson, entre o CFT e

as atividades antioxidantes determinadas, foram maiores nos extratos etanolicos, e estes, por
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sua vez, apresentaram efeitos biologicos potencializados em relacdo aos demais extratos

avaliados.

5.3.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV) das condi¢des 6timas de extracao,
de compostos bioativos de Baccharis dracunculifolia (Bd), dos planejamentos fatoriais

completos (PFC’s) e do planejamento de misturas Simplex-Lattice (PSL)

Pertencem a classe dos compostos fendlicos os acidos fenolicos, subdivididos em acidos
hidroxibenzodicos e acidos hidroxicinamicos, polifendis e os flavonoides, podendo ser
encontrados em plantas, frutas e vegetais, com a funcao de protegé-los contra danos oxidativos,
e devido a isto, tem sido extraidos e utilizados pelos seres humanos como fonte de antioxidantes
de origem natural, e de descoberta de novas biomoléculas (DO et al., 2014), sendo a extracao
e identifica¢do, bem como estudos de atividades bioldgicas deles, de grande interesse industrial.

Dentre os dez compostos analisados via CLAE-UV, dos extratos produzidos a partir de
Bd, pelas condi¢des determinadas pelos pontos 6timos de extracdo (PFC’s e PSL), foram
identificadas e quantificadas seis substancias fenolicas nos cinco diferentes extratos produzidos
(AGUA, ETANOL 40%, ACETONA 40%, PONTO CENTRAL, DESEJABILIDADE),
estando presentes acidos fendlicos e flavonoides (Tabela 17). Foram identificados: acido
ferulico (AF), catequina (CAT), epigalocatequina (EPG), miricetina (MI), quercetina (QUE) e
rutina (RU) (Figura 21) (Tabela 17).
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O AF e a CAT foram os componentes majoritarios identificados entre os extratos
analisados. A metodologia de extracado ACETONA 40% foi a que mais concentrou AF, com
diferencas significativas (p<0,05) para os demais extratos avaliados, conforme a relagdo:
ACETONA 40% > ETANOL 40% > AGUA > PONTO CENTRAL = DESEJABILIDADE. O
composto CAT foi melhor extraido pelas metodologias PONTO CENTRAL e
DESEJABILIDADE, sendo iguais significativamente estas extracdes (p<0,05), e diferindo das
demais realizadas, conforme a relagio: PONTO CENTRAL = DESEJABILIDADE >
ACETONA 40% = ETANOL 40% = AGUA. Os compostos EPG ¢ QUE, tiveram diferengas
significativas de rendimento de extracdo nas cinco metodologias de extracdo avaliadas, sendo
que EPG teve maior concentracao pela metodologia DESEJABILIDADE, e QUE pela PONTO
CENTRAL, se comparado com as demais metodologias de extracdo avaliadas. O composto MI
foi extraido apenas pelas metodologias otimizadas do PSL, enquanto que o composto RU,
apenas pelas otimizadas dos PFC’s.

Vale salientar que os extratos otimizados pelas metodologias de extragdo dos PFC’s
permaneceram durante 90 minutos a 80 °C e os do PSL durante o dobro do tempo, na mesma
temperatura. Tais condi¢des podem ser responsaveis pelo decréscimo da quantidade de AF e
pela maior extracdo de CAT nos extratos do PSL. Assim como, pela presenca de RU nos
extratos dos PFC’s e auséncia nos do PSL, bem como, a auséncia de MI nos extratos dos PFC’s
e presenca nos dos PSL. Nos extratos do PSL pode ter havido degradagado parcial e total de AF
e RU, respectivamente. Tal fato talvez esteja relacionado a exposicao ao calor por maior tempo.
Por outro lado, o maior tempo de extracdo poderia ter atuado favoravelmente na extracio de
CAT, EPG e MI.

O perfil quimico avaliado pelo presente estudo demonstrou a presenca de varios
flavonoides e do acido fendlico AF, corroborando assim com Funari et al. (2007), que
explicitaram que o perfil cromatografico da propolis verde, demonstrou em sua maior parte
flavonoides e 4cidos aromaticos, sendo qualitativamente similar ao perfil de Bd. Visto que, para
a propolis, os principais compostos responsaveis pelas suas propriedades funcionais sdo os
fenodlicos e flavonoides (ANDRADE et al., 2017). O AF é um acido hidroxicinamico e pode
ser responsavel por efeitos antioxidantes, biologicos, fotoprotetores, e conservador de
alimentos, por exemplo (SOUZA et al., 2008; GRAF, 1992). A catequina é um composto
pertencente a classe dos flavonoides, comumente encontrado em chas, sendo potencialmente
benéfica a saide humana (PAULI et al, 2014; ARTS et al., 2000), ja que possui efeito
antioxidante (SKROZA et al, 2015). AF e CAT tem potencial para apresentar efeitos

bioldgicos a partir de seus mecanismos antioxidantes.
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Foram identificados 4cidos hidroxicindmicos (acido cafeico, acido p-cumarico, acido
cinamico, artepillin-C e &cido fertlico) em amostras de Bd (BACHIEGA et al., 2013;
GUIMARAES et al., 2012; SOUZA et al.,2008; FUNARI et al. 2007). Estes compostos podem
vir a remeter atividades biologicas (ZIELINSKI ef al., 2014), podendo servir para um preparo
farmaceéutico.

Foi identificado em propolis brasileira AF, no intervalo de 0,03 a 3,36 mg 100 mg™! de
extrato (SALGUEIRO e CASTRO, 2016), sendo esta concentracao, inferior a encontrada pelo
presente estudo. Park er al. (2004) identificaram e quantificaram AF, em propolis verde, em
broto da folha de Bd, em folha ndo expandida de Bd, e em folha expandida de Bd, obtendo os
valores respectivos de 2,4, 4,8, 3,82 ¢ 4,18 (mg g!, de amostra ou de planta seca), sendo estes
dados um pouco superiores aos encontrados pelo presente estudo. Sun et al. (2018) encontraram
em propolis chinesa, um intervalo de 0,22 a 0,94 (mg g!) de AF, sendo mais concentrado em
solvente etandlico, e também o composto QUE, o qual variou de 0,10 a 0,22 (mg g'), tais dados
estdo semelhantes ao presente estudo. Andrade et al. (2017) encontraram para propolis verde
concentragdes (mg g') de 0,45, 0,16, 0,01, respectivamente para QUE, RU, CA, corroborando
com o presente estudo.

Sendo assim, diferentes rendimentos podem ser encontrados, conforme as diferentes
preparagdes de extratos, a forma e a localizacdo geografica de cultivo, de uma mesma amostra,
encorajando as pesquisas de otimizagdo de extracdo de compostos, adequando-as a cada
variedade amostral e a realidade regional, em fun¢do da finalidade de utilizagdo dos compostos
extraidos. Pois, Sevgi ef al. (2015) estudaram as atividades antioxidantes de alguns acidos
fenolicos (acido cafeico, acido ferulico, acido galico, acido p-hidroxibenzoico, acido
protocatecuico e acido siringico), individualmente, demonstrando que conforme a concentragio
testada, pode-se obter alta atividade antioxidante, sendo comparaveis ao BHT e ao BHA
(antioxidantes sintéticos), podendo assim, tais compostos ser aproveitados para varias
tecnologias de subsisténcia aos seres humanos.

No presente estudo, os rendimentos dos compostos fenolicos identificados, baseados em
1 (um) grama de Bd (b.s), foram: 0,086% (AGUA), 0,175% (ETANOL 40%), 0,205%
(ACETONA 40%), 0,273% (PONTO CENTRAL) e 0,266% (DESEJABILIDADE) (Tabela
17). Paula et al. (2017), visavam extrair ¢ concentrar compostos de Bd, através de extragdo por
fluido supercritico. Estes autores obtiveram o rendimento de substancias fendlicas identificadas
de 0,39 a 0,54%, em dioxido de carbono, e aproximadamente 1,69%, em extra¢do sequencial,
em agua, etanol e dioxido de carbono, com base em um grama da planta Bd. Sendo assim, vale

ressaltar que os dados do presente estudo evidenciaram o potencial bacteriostatico e bactericida
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da planta Bd, mesmo em extratos ndo purificados e ndo concentrados. Tais etapas poderiam
refletir no aumento do potencial antimicrobiano, bem como na concentragdo de compostos e
atividades bioativas das preparagdes dos extratos em seus pontos otimos de extragio (AGUA,
ETANOL 40%, ACETONA 40%, PONTO CENTRAL e DESEJABILIDADE), determinados
pelo presente estudo.

A natureza quimica das substancias fenolicas e a presenca de outros derivados, como os
flavonoides, sdo fatores contribuintes para a atividade antioxidante total de extratos de plantas,
visto que, os acidos fenolicos, por exemplo, sdo fortes antioxidantes e agem inativando radicais
livres por meio de seus grupos hidroxila (SEVGI et al., 2015). Outro exemplo, na propolis,
compostos flavonoides e fenolicos diversos, podem ser os responsaveis pelas altas atividades
antioxidantes relatadas, sendo que a polaridade e caracteristica de cada solvente também podem
extrair diferentes quantidades e variedades desses compostos (ZABAIOU et al., 2017;
SALGUEIRO e CASTRO, 2016).

Sendo assim, os compostos contidos nos extratos dos pontos 6timos de extracdo (PFC’s
e PSL), podem ser responsaveis pelas atividades antimicrobianas (CIM e CBM), e antioxidantes
j& demonstradas por este estudo, e visto que a metodologia de extragdo ETANOL 40%
possibilitou um espectro maior quanto ao efeito bactericida, é possivel inferir entdo, que nao
apenas a concentragdo de compostos extraidos pode ser responsavel por uma atividade
bioldgica, mas a qualidade antioxidante do composto bioativo extraido. Para tal afirmagao,
pode-se tomar como exemplo o estudo de Sevgi ef al. (2015), os quais evidenciaram variaveis
atividades antioxidantes, para os acidos fenodlicos avaliados de forma individual (acido cafeico,
acido ferulico, acido galico, acido p-hidroxibenzodico, acido protocatecuico e acido siringico),
podendo esses compostos exibir diferentes intensidades de atividades biologicas, as quais

dependem de mecanismos de reagdes proprios.
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54 PRODUCAO DE UM PRODUTO LIOFILIZADO A PARTIR DE Baccharis
dracunculifolia (Bd)

Os compostos metabdlicos secundarios dos vegetais sdo dificeis de extragdo e
isolamento em grandes quantidades, podendo ser caros para aquisicdo em func¢ao da baixa
quantidade disponivel, o que os torna exaustivamente pesquisados pelos cientistas (GARCIA
et al., 2010). Unido a este fato e com objetivo de transformar a metodologia do preparo do
extrato de Bd, em seu ponto 6timo de extragdo, ja definido por este estudo, em um material com
validade estendida, mantendo e concentrando as suas propriedades e, preservando-as por maior
tempo, bem como propiciando sua utilizacdo para testes subsequentes, desenvolveu-se o
produto liofilizado a partir da planta Bd (PL-Bd), fixando-se as variaveis de preparo estudadas
ao longo desta pesquisa. Pois, conforme Teixeira et al. (2017), a estabilidade fisica e quimica
no estado solido e a facilidade de preparar comprimidos e capsulas a partir de extratos em po
secos, tornam essas preparagdes vantajosas na utilizagao dos principios ativos extraidos.

A partir do estudo dos PFC’s, bem como, nas avaliagdes subsequentes dos extratos em
suas melhores condicdes de extracdo, foi possivel fixar as variaveis de extracdo: tempo (90
minutos), temperatura (80 °C), solvente e concentragdo (etanol 40%), e preparo da amostra de
Bd (amostra A2, liofilizada durante 24 h), para compor a metodologia de producdo do PL-Bd.
A partir do PSL foi observado que a utilizacdo de acetona a 44% era a preparagdo mais eficaz
em rendimento de compostos bioativos. No entanto, em fungdo do espectro maior de efeito
antimicrobiano, optou-se ainda pela utilizagdo de etanol 40%, para compor a metodologia de
producdo do PL-Bd. Desta forma, realizou-se como estudo adicional, para obten¢ido de maiores
informacdes sobre estabilidade térmica, rendimento, e concentragdo, dos compostos extraidos,
testes de avaliagdo de maior tempo de extracdo (de 60 até 720 minutos), e de saturagdo do
solvente etanol 40% (de 40 até 120 mg mL™").

Para CFT, DPPH e FRAP ndo foram encontradas diferengas significativas (p<0,05)
entre os tempos de extragdo avaliados. Para ABTS, o tempo de extracdo de 720 minutos nao
diferiu de 360 minutos, mas diferiu dos demais tempos de extragdo (Tabela 18). Sendo assim,
apesar do aumento de tempo de extracdo ser considerado um alterador de economicidade em
um processo produtivo, optou-se por fixar um tempo de extracdo de 180 minutos, devido as
possiveis variagdes na qualidade de uma mesma amostra coletada, e pelos estudos prévios dos
PFC’s, aonde o tempo de 90 minutos teve apontamento como o tempo de extracdo que
ocasionava no maior rendimento de compostos bioativos de Bd, dentre os demais tempos

utilizados (30 e 60 minutos).
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Tabela 18. Rendimentos de compostos bioativos extraidos de Baccharis dracunculifolia (Bd) nos diferentes
tempos de extragdo.

Minutos CFT DPPH FRAP ABTS
60 33,29+0,27A 198,06+9,164 653,08+22,324 302,87+1,408
180 32,99+0,584 222,34+21,334 659,56+24,56" 296,17+8,84B
360 34,75+1,204 197,41+3,894 682,84+29,854 320,29+14,854B
540 34,48+0,294 222.48+12,224 656,02+41,254 306,93+4,48B
720 35,7042,184 202,73£15,844 703,90+40,504 340,40+20,714

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05); CFT: mg EAG g'; DPPH: pmol Trolox g!; ABTS: pmol TEAC g!; FRAP: umol Fe?* g'!;

Um problema recorrente nos processos de extracdo de compostos antioxidantes ¢ a
preservagao, pois sdo instaveis, e podem ser degradados com aumento da temperatura (FELIX
et al., 2018). A relagdo entre o tempo e a temperatura de extragdo ¢ muito importante no que
tange a extracdo de compostos bioativos, pois temperaturas muito altas e indefinidas ao tipo de
matriz, podem degradar compostos importantes e sensiveis como feno6licos e flavonoides, por
isto ¢ importante limita-los (POMPEU et al., 2009).

Desta forma, ¢ importante observar que o aumento do tempo de extragdo nao provocou
reducdo consideravel nos resultados de CFT, DPPH, FRAP e¢ ABTS (Tabela 18). Tal
informacao ¢ relevante, pois aumenta as possibilidades de inclusdo do produto liofilizado em
algum processo produtivo, devido a estabilidade consideravel ao calor de seus componentes
bioativos, tendo-se assim, a possibilidade de se trabalhar com temperaturas de processamento
relativamente altas, por um grande espaco de tempo, sem grandes prejuizos na inativagao dos
compostos bioativos presentes. De qualquer maneira, ¢ imprescindivel a realizagdo de testes a
este respeito das etapas do processamento, bem como do produto que se deseja produzir.

Entdo, para efeitos de seguranga da efetividade da extragdo, ja que embora trate-se de
uma mesma planta, algumas condigdes, segundo Embuscado ef al. (2015), podem fazer variar
o rendimento de compostos bioativos em uma planta, tais como: cultivo, clima e localizacdo
geografica do plantio. Sendo assim, optou-se por fixar 180 minutos de extracdo como parte da
metodologia de preparo do produto liofilizado pensando-se que, em uma extrapolagdo para
escala industrial, ndo haveria como controlar rigorosamente a composicdo quimica de
diferentes coletas de Bd (amostragem coletada). Gullon ef al. (2018) obtiveram o tempo de
extracdo de 180 minutos como mais efetivo (testaram de 30 a 300 minutos) para extrair
compostos fenolicos com atividade antioxidante, de amostras de residuos de erva mate, em
etanol 50%, e na concentragdo de 50 mg mL™!, estando proximas a este trabalho, nas condi¢des

adequadas por eles.



94

O tempo de extracao de 180 minutos pode ser considerado relativamente baixo, em vista
da variabilidade encontrada na literatura, adequados aos mais diferentes tipos de matrizes, com
objetivo de extrair compostos bioativos de materiais vegetais: extragdo em amostras do género
Baccharis durante 15 dias (BRIGHENTE et al., 2007), durante 3 h em amostra de Baccharis
trimera (BESTEN ef al., 2013) e em amostra de laranja (MASKOVIC et al., 2016), durante 7
dias em amostra de Baccharis dentata (SARTOR et al., 2013), durante 42 h em amostras de Bd
(MARTINEZ-CORREA et al., 2012), durante 7 dias em amostras de propolis verde (MELLO
e HUBINGER, 2012), durante 8 dias em amostras de propolis, alho e oregano (GUZMAN e
CRUZ, 2017), por exemplo. Os diferentes métodos de extracdo visam sempre algum propdsito
importante, como por exemplo, aumentar a extracdo de um componente de atividade biologica
com importancia em determinada area da ciéncia. Justificando sua importancia, justifica-se o
método de extracdo, pois para o produto final, a sua eficacia e importancia dela, sdo os objetivos
finais e determinaro o valor de mercado do entdo, produto.

Em producdo de extratos, a quantidade de compostos fendlicos com atividade
antioxidante extraidos, pode ser afetada pela relagdo entre a quantidade de massa da amostra
que sofrera extragdo, com aquela do solvente utilizado para a extragio (CASTRO-LOPEZ et
al., 2017). Sendo que, a relagdo amostra/solvente ¢ uma variavel importante do ponto de vista
industrial, pois através da melhor relagdo, focada no maior rendimento daquilo que se deseja, é
possivel economizar no consumo de solvente (SPIGNO e De FAVERI, 2009).

Sendo assim, a satura¢ao de 25 mL de solvente etanol 40%, sobre as variaveis respostas
CFT, DPPH, ABTS e FRAP, foi expressa por mililitros (mL) de extrato (Tabela 19), e por
grama de Bd (A2 — amostra liofilizada durante 24 h) (Tabela 20), ambos calculados em (b.s) de
Bd. O céalculo por mL de extrato foi realizado com objetivo de demonstrar a concentracdo dos
compostos a cada 1 mL de extrato, a fim de se conseguir maior rendimento de produto
liofilizado a cada 25 mL de extrato produzido, reduzindo-se a quantidade de solvente utilizada,
o volume de solvente a ser rota-evaporado, ¢ o volume final de material a ser liofilizado. Ja o
calculo por grama de Bd, objetivou-se apenas em mostrar os quantitativos das respostas em

fun¢do da quantidade de amostra utilizada.
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Tabela 19. Efeito da relagdo amostra Bd/solvente etanol (40%) no rendimento da extragdo de compostos bioativos
de Baccharis dracunculifolia (Bd) em um mililitro de solvente.

Relacio Bd/sglvente CFT DPPH FRAP ABTS
(mg mL"")
40 70,30+0,63€ 97,48+2,33€ 1381,35444,05€ 543,78+22,51€
60 86,34+1,578 115,85+4,598 1699,95+49 468 662,66+28,208
80 94,18+4,654 133,72+4 36" 1920,46+89,594 802,76+41,404
100 104,471,574 140,09+3,404 2040,88+53,004 821,07422,244
120 101,706,424 134,88+7,78” 2010,97+152,34A 803,92+71,774

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05); CFT: mg EAG mL"'; DPPH: umol Trolox mL"'; ABTS: umol TEAC mL-!; FRAP: umol Fe?* mL-!.

Tabela 20. Efeito da relagdo amostra Bd/solvente etanol (40%) no rendimento da extragdo de compostos bioativos
de Baccharis dracunculifolia (Bd) em um grama de Bd.

Relacio Bd/sglvente CFT DPPH FRAP ABTS
(mg mL™)
40 35,83+0,554 248,45+7214 782,35428,714 248,45+22 504
60 29,91+0,558 200,69-+8,59B 654,37+20,538 200,69+8,28B
80 25,26+1,15€ 172,07+5,34€ 549,15+24,96€ 172,07+13,71B
100 21,86+0,39P 146,564,050 474,46+13,56° 146,5616,55€
120 17,441,148 115,69+6,94EF 383,30+29,87F 115,69+15,18P

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05); CFT: mg EAG g'; DPPH: pmol Trolox g!; ABTS: pmol TEAC g!; FRAP: umol Fe?* g1,

A saturagdo de 25 mL de solvente extrator etanol (40%) ocorreu nas concentragdes de
80, 100 e 120 mg mL"!, as quais diferiram das concentragdes de 40 € 60 mg mL-'. Considerando-
se entdo, que a quantidade maxima de compostos bioativos extraidos por mL de solvente ¢é
atingida quando a relacdo massa de Bd/volume de etanol 40% esta entre 2 e 3 gramas, em 25
mL (Tabela 19).

Por outro lado, quando verificou-se o rendimento por quantidade de massa de Bd
utilizada, a concentragdo 40 mg mL!, de forma geral, diferiu das demais concentragdes
avaliadas para todas as variaveis respostas estudadas. Para economia de amostra de Bd
utilizada, a relacdo mais eficiente seria atingida quando a relagdo massa de Bd/volume de etanol
40%, fosse de 1 grama em 25 mL (Tabela 20), estando proximos estes dados aos encontrados
por Cujic et al. (2016) na extragao de compostos fendlicos de Aronia melanocarpa (chokeberry)
em extragdo etanolica (50%) por maceragdo e com a encontrada por Gullon et al. (2018), que
estabeleceram etanol 50% para amostras de residuos de erva mate tendo a concentracdo de
maior rendimento de extracdo de compostos fendlicos com atividade antioxidante de 50 mg
mL-!.

Considerou-se para efeitos de producdo do PL-Bd, o custo do processo de liofilizagéo,
optando-se entdo, por padronizar a metodologia de produ¢do em funcdo do maior quantitativo

de compostos bioativos presentes em 1 mL de etanol 40%. Em funcdo de varios estudos nas
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literaturas consultadas (NICOLAI et al., 2016; MENEZES et al., 2016; BESTEN et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2012; MENG ef al., 2012; DEVATEKAL et al., 2010; PARK et al., 2004),
os quais utilizam a relacdo 1:10 (massa/volume) na extragdo de compostos bioativos, fixou-se
a concentracdo intermediaria (100 mg mL™"), como parte da metodologia de producdo do PL-
Bd. Unido a justificativa utilizada para a fixa¢do do tempo de extragdo (EMBUSCADO et al.,
2015), na qual os compostos bioativos podem sofrer diferencas de rendimentos em fungdo do
cultivo, clima e localizagdo geografica de plantio. Pensando-se assim, na viabilidade industrial
de produgdo, aonde o processo produtivo precisa adequar-se as variancias que sofre sua matéria-
prima durante seu estadio de cultivo.

Apo6s todos os estudos demonstrados por este trabalho, o PL-Bd foi produzido conforme
metodologia descrita pela Figura 14, com a pesagem de 2,5 gramas de A2, adicionados de 25
mL de solvente etanol 40%, submetidos ao banho-maria termostatizado com agita¢ao periodica
de 10 em 10 minutos, durante 180 minutos. Sendo posteriormente resfriado, filtrado
qualitativamente, submetido a rota-evaporagdo, congelamento e liofilizagdo. O produto obtido
(PL-Bd) apresentou tom amarelado, constituido de pequenas e desuniformes particulas, e com

aroma semelhante ao da propolis verde (Figura 22).

Figura 22. Produto liofilizado produzido a partir de extracdo de compostos bioativos de Baccharis
dracunculifolia (Bd) (PL-Bd).
Fonte: Da Autora, (2018).

Para se produzir o produto liofilizado (PL-Bd), construiu-se a seguinte relagdo, desde a
coleta da planta Bd até a obten¢do do PL-Bd:
e Primeira secagem (Al — amostra seca em temperatura ambiente por aproximadamente

2 dias, ao abrigo da luz): houve o rendimento aproximado de 60%;
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e Rendimento de A2 (amostra liofilizada durante 24 h): aproximadamente 4,62%;

e Rendimento do PL-Bd a partir de A2: 15,30%;

e Rendimento considerando todas as etapas para se chegar ao PL-Bd final: a cada 1000
gramas de folhas coletadas, houve rendimento de 600 gramas de folhas secas (Al),
estas, por sua vez, possuiam 24,69% de umidade, que para chegar a A2 perderam ainda
20,07% de umidade, chegando a 4,62% de umidade. Entdo, de 600 gramas de Al foi
possivel se chegar a 479,58 gramas de A2. Foi considerado A2 em (b.s), entdo na
verdade tinha-se 457,18 gramas de amostra. Logo, 100 gramas de A2 geraram 15,30
gramas de PL-Bd, assim como 467,18 gramas geraram 71,48 gramas de PL-Bd.
Finalmente: 1000 gramas de amostras coletadas estavam para 100% de amostra, assim
como, 71,48 gramas de PL-Bd estariam para aproximadamente 7% de PL-Bd.

Desta maneira, foi possivel se conhecer o rendimento total do processo para se chegar
ao produto final. Foram necessarios 1 Kg de folhas da planta Baccharis dracunculifolia (in-
natura), para se produzir 70 gramas de PL-Bd pela metodologia estudada por este trabalho.

Um dos objetivos da producdo do PL-Bd foi, naturalmente, concentrar e conservar as
propriedades até entdo analisadas. Em comparagdo a corrida 7 do PFC, para o solvente
ETANOL 40% (Tabela 8), o PL-Bd foi capaz de concentrar compostos bioativos, conforme
evidenciam as determinagdes de CFT, DPPH, FRAP, ABTS e CEso, em aproximadamente 355,
389, 322, 533 e 34 (%), respectivamente (Tabela 21).

Tabela 21. Concentrag@o dos parametros bioativos CFT, DPPH, FRAP, ABTS e CEsy no produto liofilizado de
Baccharis dracunculifolia (Bd) (PL-Bd) em comparagdo ao extrato etandlico de Bd.

Parametro bioativo PL-Bd ETANOL 40% *Concentracio
CFT 122,29+2,51 35,08 349
DPPH 675,35+29,73 185,23 365
FRAP 2271,87+79,36 675,25 336
ABTS 1217,96+138,13 341,24 357
CEso 122,78+1,79 164,41 34

*Percentual de aumento; CFT: mg EAG g'; DPPH: umol Trolox g'; ABTS: pmol TEAC g!; FRAP: pmol Fe?*
g'!; CEso: pg mL! (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl).

A Tabela 22 foi construida com intuito de demonstrar os mais variados métodos de
extracdo de compostos bioativos de plantas do género Baccharis e de amostras de propolis com
seus respectivos rendimentos em compostos bioativos extraidos, bem como, as atividades ja

estudadas e comprovadas.
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Tabela 22. Variagdo de compostos bioativos conforme as diferentes extragdes realizadas em amostras de plantas
do género Baccharis e de propolis em diferentes pesquisas realizadas.

Autores | AMOSTTAC | () orvacdes extras CFT DPPH | FRAP ABTS CEs, Propriedade
extracio identificada
Presente . s e , ..
estudo (PL- Bd: etoanol Extre}to liofilizado. Soluvel 122.29 67535 2271.87 1217.96 12278 Ant‘10>'(1dan'te e
Bd) 40% em agua. Presente estudo. Antimicrobiana
Propolis
4554 - 2214 -
verde |Etanol 70%, 2 g em 15 mL, 90,55 554,35 96
Andrade et Propolis |35 °C, dgmnte ~60 minutos, 5574 4431,00 ) 1868.45 ) Antioxidante
al. (2017) marron centrifugagéo, nova
Propolis extragao. 91,32 4663,80 - 2913,55 -
vermelha
Extrato seco obtido pela Antioxidante e
Teixei técnica de secagem por estabilidade de
eixeira et . ~
Bd pulverizagdo por - - - - 250 extracdo de
al. (2017) -
congelamento atmosférico compostos
em leito fluidizado. bioativos
Bd: ethanol N 1,00 - - - 124,49
Prépolis Maceragdo por 2 semanas
P para etanol. Para hexano, 10,00 - - - 13,09
. verde: etanol| *. R -
Veiga et al. via Soxhlet, seguido de Antioxidante e
Bd: hexano < 0,05 - - - 141,45 . .
(2017) Lo rota-evaporagao e res- Antimicrobiana
Propolis suspensdo em etanol.
verde: <0,05 - - - 95,86
hexano
Propolis
verde: De 111,33 a De 97,74
. Para etanol (80%): 2g em . i ..
Machado et Fluld,q 15 mL, 70 °C, durante 15 137,52 a85,34 Apt19x1da_nte,
al. (2016) supercritico minutos, shaker, constante . . . Antlm.lcroblana ¢
’ agita ’?10 2 e;tra o De 160,98 a De 31,80 Antitumoral
Propolis gitagao, §40- 181,71 157,39
verde: etanol
Sobrinho et .. | Hidrodestilagdo durante 2 PV
al. 2016) B. trivenis horas. - - - - 49,00 Antifingica
Simirgiofis Extra¢ao em cloroformio
. o H _
etal. B tola: (25 °C) durante um minuto, | ¢5 o - 53,30 9,24 Antioxidante
cloroférmio extragdo por 3 vezes.
(2016) . .
Seguido de rota-evaporagdo.
Prépolis ~ .
Machado et verde: Extrag:z'l(? por fluido De 66,72 a De ..
. supercritico com co- - - - 14525 a Antioxidante
al. (2015) Fluido 80,30
e solvente etanol. 193,75
supercritico
Diversas Trés extragdes, em metanol De
Nina ef al. |amostras de coes, - ’ De 4,54 a Antioxidante e
(2015) propolis: rota-evaporagao, . . ) 225432 58,74 Antimicrobiana
’ liofilizag@o. 2666,56 ’
metanol
1 0,
Sartor et al. | B. dentata: E()Btrf ?i(;ril:;ele;f;lgsltfa(;ﬁ De 36,44 a ) ) ) De23a Antioxidante e
(2013) metanol 8 . ’ 45,83 1,31 Antimicrobiana
temperatura ambiente.
Fiouciredo- Amostragem: 5 g em 100 Antioxidante,
gueredo mL, em etanol (90%, 40 | De 100 a Inibigdo de
Rinhel et Bd: etanol |, . A - - - - .
C), durante 120 minutos, 2 170 neutréfilos que
al. (2013) ~ -
extragdo, rota-evaporagio. geram ERO
Martinez- Bd: 4gua | Extragdo etanol (60 °C) ou | 142,30 - - - 158,00
Bd: etanol |4gua (25°C):3 gem 10 mL| 197,00 - - - 50,00 -
Correa et . a Antioxidante
al 2012) Bd: Fluido durante 42 horas, 2 48.40 ) ) ) 200,00
) supercritico extragdo. ’ ’
Prépolis Em agua ou etanol (80%). | o 35482 De
. Relagdo 2:8 (m/m) - 180,95 a - -
Mello e verde: agua 45,41
. amostra/solvente, 1038,09 L
Hubinger bi Antioxidante
(2012) | Propolis | cmperaturaambiente ), 46 c0a De
d p tanol durante 7 dias, diferentes 100 ’ po - 219,04 a - -
verde: etano pH. B 2078.57

CFT: mg EAG g'; DPPH: umol Trolox g!'; ABTS: pmol TEAC g'; FRAP: umol Fe?* g!; CEso: pg mL-
picrylhydrazyl); B. Baccharis; PL-Bd: produto liofilizado de Baccharis dracunculifolia (Bd); ERO: espécies reativas de

oxigeénio.

(2,2-diphenyl-1-
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Em funcdo dos autores citados (Tabela 22), foi possivel observar que a elaboragdo do
PL-Bd, permitiu extrair compostos com atividades bioativas em niveis proximos aos mais
rentaveis que vem sendo relatados pela literatura, em amostras do mesmo género e nas de
propolis. Importante destacar, que o PL-Bd foi elaborado a partir de um solvente verde (etanol),
necessitando-se de baixa concentragdo (40%) para extrair compostos com atividade bioldgica
relevante, com tempo de extragao relativamente baixo (180 minutos), que passou por testes de
adequacdo de saturacao do solvente utilizado, visando reducao do volume do solvente utilizado,
e do volume de amostra a ser liofilizada, facilitando a rota-evaporagdo. Vale salientar que o PL-
Bd ¢ soluvel em agua, resiste por tempo consideravel a temperatura de 70 °C, a qual ¢
relativamente alta. Isso permite um maior nimero de possibilidades de inclusdo como
ingrediente ativo em algum produto final. Porém mais propriedades podem ser testadas in vitro
ou in vivo a partir do PL-Bd, ou a partir de produtos preparados contendo ele como ingrediente
ativo.

A Instru¢do Normativa 3, do Ministério da Agricultura, de 19 de janeiro de 2001, em
seu anexo VI, a qual regulamenta a identidade e qualidade da propolis no Brasil, destinada ao
comeércio nacional ou internacional, determina que o teor minimo de 5% (m/m) em compostos
fendlicos em amostra de propolis e de 0,5% (m/v) em extrato etanolico de propolis (BRASIL,
2001). Ao consultar a Tabela 21, ap6s conversdes das unidades, tanto para a amostra de PL-Bd
(12,20%), quanto para a amostra de Bd em extrato etanolico (3,7%), haveria o cumprimento da
legislacdo em termos de compostos fenolicos em um produto natural comparavel a propolis,
por exemplo.

E possivel encontrar no mercado produtos adicionados de propolis, de ordem médica
(xaropes), de ordem odontoldgica (cremes dentais, enxaguantes bucais), de ordem famacéutica
(produtos cosméticos e de higiene), e também de ordem alimenticia (como conservante
alimentar) (SILVA et al., 2016; LACERDA et al., 2011), ¢ sendo assim, o PL-Bd torna-se
promissor a compor produtos de ordens semelhantes aos preparados com adi¢do de propolis.

Com a elaboragdo do PL-Bd foi possivel também concentrar os constituintes com
propriedades antimicrobianas, ja que as concentragdes minimas necessarias para obtengao dos
efeitos bacteriostaticos (CIM) e bactericidas (CBM), foram menores (Tabela 23) que as
concentra¢des minimas necessarias para obtencdo dos mesmos efeitos nas demais preparacdes

de extratos em seus pontos 6timos de extracdo (Tabela 16).
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Tabela 23. Atividade antimicrobiana e efeito bactericida do produto liofilizado de Baccharis dracunculifolia (Bd)
(PL-Bd) e do extrato etandlico de Bd.

Bactérias (n=2)
Condicdes de Gram-positivas Gram-negativas
Extracio Staphylococcus ~ Bacillus | Escherichia  Pseudomonas  Salmonella enterica
aureus cereus coli aeruginosa serovar Enteritidis
CIM mg mL™! (n=2)

ETANOL 40%?2 12,75 3,19 6,37 51,00 25,50
PL-BdP 1,49 0,37 1,49 - 0,74
Ampicilina 0,00019 RC 0,00156 RS 0,01250
Gentamicina 0,00039 0,00156 0,00019 0,00156 0,00312

CBM mg mL! (n=2)*
ETANOL 40%? 51,00 51,00 51,00 in in
PL-BdP 5,96 0,74 5,96 in 1,49

Extrato PFC: 280 °C, 90 minutos, etanol (40%); bMetodologia de produgdo do PL-Bd (Figura 14); Extratos

preparados a partir de A2 (amostra liofilizada durante 24 horas); “Resisténcia ao antibiotico; CIM (Concentragdo
inibitéria minima); CBM (Concentragdo bactericida minima); - Nao houve efeito na concentracao testada (CIM);
*Menor concentragdo de extrato necessaria para eliminar no minimo 99% dos micro-organismos (CBM) para PL-
Bd, para ETANOL 40% (eliminagdo de 90% dos micro-organismos); i.n (ineficiente para CBM); PL-Bd: produto
liofilizado de Bd; Resultados expressos em (b.s).

O PL-Bd foi capaz de eliminar até¢ 99% dos micro-organismos S. aureus, B. cereus, E.
coli e S. enterica. Vale salientar, que as preparagdes de extratos em seus pontos otimos de
extracdo, especificamente a preparagdio ETANOL 40%, tiveram efeito bactericida, no entanto,
foram capazes de eliminar at¢é 90% dos micro-organismos S. aureus, B. cereus e E. coli,
enquanto que o PL-Bd foi mais letal, eliminando até¢ 99%, e eliminando também S. entérica
(Tabela 23). Tal fato deve-se a concentracdo e manutengdo de compostos com atividades
bioldgicas, desde o processo de otimizagado de extragdo de compostos bioativos de Bd até chegar
a elaboracdo do PL-Bd.

Machado et al. (2016) realizaram extragdes em amostras de propolis verde brasileira por
fluido supercritico (CO2) e pelo método convencional. A extragdo convencional consistiu de 2
g de amostra em 15 mL de etanol (80%), a 70 °C, durante 15 minutos em shaker, em constante
agitagdo, com nova extragdo do sobrenadante. Estes autores determinaram para S. aureus,
valores de CIM na faixa de 0,05 a 1,6 mg mL-' e de CBM de 0,80 a 1,6 mg mL"!. Para E. coli
CIM na faixa de 0,40 a 1,6 mg mL"!' e para CBM nio houve efeito nas concentragdes testadas,
para extragdo convencional. Ainda conforme Machado et al. (2016) as maiores concentragoes
dos extratos preparados, por fluido supercritico, foram necessarias para apresentar efeitos
bactericidas e bacteriostaticos contra S. aureus, sendo que contra E-coli ndo foi detectado efeito
bactericida.

Veiga et al. (2017) obtiveram valores de CIM (mg mL™"), para diferentes cepas de S.
aureus de 0,19 a 0,77 em amostras de Bd e 0,078 a 0,392 em amostras de propolis verde. Salazar

et al. (2018) obtiveram CIM (mg mL") para Oleos essenciais da planta Bd, obtidos por
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hidrodestilagdo, contra S. aureus, E. coli e P. aeruginosa, de 0,102, >1,024 e >1,024,
respectivamente.

Em funcdo dos autores supracitados, ¢ possivel afirmar que o PL-Bd apresenta
concentracdes baixas e eficazes contra os micro-organismos patogénicos testados, sendo que
elas também estdo proximas as concentragdes testadas pela literatura. O PL-Bd pode ser
inserido em formulagdes farmacéuticas de ordem antimicrobiana, de acordo com os estudos
realizados até agora. No entanto, carece de mais estudos sobre estabilidade de formula,
atividade enquanto produto final, toxicidade, por exemplo. Mas, o fato de ser um produto
liofilizado, com algumas propriedades ja estudadas, agrega a vantagem de ser um material de
metodologia de obten¢ao padronizada, facilitando os testes de aplicagdes subsequentes.

Dentre os doze (12) compostos avaliados via CLAE-UV foram identificadas e
quantificadas seis substancias fenolicas no PL-Bd, estando presentes acidos fenolicos e
flavonoides (Tabela 24). Foram identificados: acido ferulico (AF), apigenina (AP), catequina

(CAT), canferol (CAN), epigalocatequina (EPG) e miricetina (MI) (Tabela 24) (Figura 23).

Tabela 24. Compostos fenoélicos identificados no produto liofilizado de Baccharis dracunculifolia (Bd) (PL-Bd).

Compostos Fenolicos TR! Curva de calibragio? (R»* PL-Bd
Acido Feralico 21,60 y=113,6x — 12,98 0,9990 1,637+0,037
Apigenina 39,30 y=285,62x + 16,16 0,9999 0,502+0,009
Catequina 9,70 y=179,43x — 30,56 0,9982 6,618+0,064
Canferol 39,90 y =63,95x — 21,68 0,9998 0,734+0,012
Epicatequina 14,90 y=123,22x — 54,57 0,9995 nd
Epigalocatequina 7,50 y=210,26x + 6,31 0,9999 0,208+0,0006
Epigalocatequina galato 15,30 y=117,06x — 59,58 0,9955 nd
Hesperidina 26,70 vy =40,76x + 4,50 0,9993 nd
Miricetina 27,50 y=105,83x — 64,59 0,9972 0,335+0,005
Quercetina 33,60 y=064,11x — 0,68 0,9999 nd
Rutina 21,60 y=29,71x + 1,19 0,9996 nd
Vitexina 21,60 y =38,89x + 1,62 0,9972 nd
Rendimento em funcio de 1 g de Produto Liofilizado (b.s) (%) 1,003

Resultados expressos em mg g! de PL-Bd (b.s); 1Tempo de retencao; quuagﬁo de reta; Metodologia de producdo
do PL-Bd (Figura 14); Extratos preparados a partir de A2 (amostra liofilizada durante 24 horas); nd (ndo
detectado); *Linearidade.
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Figura 23. Perfil cromatografico do produto liofilizado de Baccharis dracunculifolia (Bd) (PL-Bd). Aonde: pico
1 (Epigalocatequina), 2 (Catequina), 3 (Acido feralico), 4 (Miricetina), 5 (Apigenina) e 6 (Canferol).

Em comparagdo a concentragao de compostos avaliados nos extratos otimizados (PFC’s
e PSL), de 0,086 a 0,266% (Tabela 17), foi possivel maior concentragdo dos compostos
identificados e quantificados (1,003%) no PL-Bd (Tabela 24).

Andrade et al. (2017) identificaram e quantificaram 26 dos 28 compostos analisados,
em propolis verde, chegando ao rendimento em compostos fenolicos identificados, baseados
em 1 (um) grama de propolis verde, de 2,47%. Comparado aos compostos pelo presente estudo,
identificados e quantificados, Andrade et al. (2017) quantificaram (mg g') AP (0,01), CAT
(0,01), CAN (1,48), epicatequina EPC (0,01) e RU (0,45), totalizando 0,196%, visto que EPC
foi quantificado por estes autores, mas ndo encontrado no produto liofilizado pelo presente
estudo, bem como AF, EPG e MI, que foram identificados e quantificados pelo presente estudo,
e ndo por Andrade et al. (2017).

Com base nessas informagoes, sugere-se que conseguimos atingir uma concentragao
maior global e relevante dos compostos avaliados pelo presente estudo através do preparo do
PL-Bd. E possivel que o aumento da concentragio de compostos fendlicos extraidos, presentes
no PL-Bd, proporcionaram melhor resultado de CEso (Tabela 21), sendo que o valor de 122,78
ug mL! encontrado para PL-Bd pode ser considerado relevante (REYNERTSON et al., 2005),
o qual pode estar atrelado a uma menor concentragdo necessaria de extrato para obter efeitos
bactericidas e bacteriostaticos contra os micro-organismos patogénicos S. aureus, B. cereus, E.
coli e S. enterica (Tabela 23), tal qual ocorreu neste estudo.

Com o aumento do tempo de extracdo de 90 minutos (PFC’s) para 180 minutos (PSL),
ja era possivel notar, de forma geral, um aumento na concentracdo de flavonoides, bem como
uma redugdo na concentragcdo de AF. Para o PL-Bd, o composto CAT foi majoritario dentre os

quantificados, seguido por AF, CAN, AP, MI e EPG. Conforme Pauli et al. (2014) o processo
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de extragdo mais utilizado para extrair CAT ¢ agua fervente. O PL-Bd foi produzido
inicialmente por aquecimento a 90 °C, durante 180 minutos, com grande propor¢ao de dgua
(60%) em relagdo ao solvente organico empregado, e redissolvido em solvente aquoso para
analise cromatografica, sendo a afinidade da CAT pela condigdo de extragdo empregada para
producdo do PL-Bd justificativa para o aumento da concentragao dela no PL-Bd, se comparado
aos demais processos de extra¢dao anteriormente mencionados por este estudo.

Vale salientar que, no PL-Bd podem haver mais compostos bioativos, os quais ndo
foram identificados e quantificados em fun¢do de ndo haver padrdes para o estudo e que esta
seria uma tarefa importante a se seguir em trabalhos futuros, para a identificacdo de maior
espectro de compostos responsaveis pelas atividades testadas. Por fim, a CAT poderia ser um
marcador de qualidade de produgdo, para controle de qualidade dos demais principios ativos
responsaveis pela acdo deste produto, interferindo diretamente na qualidade do produto final,
permitindo um controle mais efetivo de cada lote de producao. Pois, a CAT ja ¢ utilizada como

substancia de referéncia na avaliacdo da qualidade de chés (PAULI et al., 2014), por exemplo.

5.5 PRODUCAO DE FILME ATIVO CONTENDO PRODUTO LIOFILIZADO DE
Baccharis dracunculifolia (Bd) (PL-Bd)

5.5.1 Opacidade aparente (Op) e diferencga de cor (AE*) dos filmes ativos

As formulagdes testadas permitiram a producdo de filmes continuos e coesos,
apresentando ainda boa resisténcia durante seu manuseio. As amostras de filmes ativos
sofreram alteragdes de opacidade, progressivas, tornando o filme mais opaco, conforme a
adi¢do de PL-Bd, havendo diferenca significativa (p<0,05), entre as trés formulagdes (PL-Bd
0%, PL-Bd 1,0% e PL-Bd 1,5%). Para a diferenca de cor contra o padrdo branco (AE*), a adigdo
de PL-Bd de 1 e 1,5%, aos filmes, diferiram (p<0,05) da amostra controle (PL-Bd 0%),
demonstrando que as amostras de filmes contendo PL-Bd sdo mais escuras que a amostra

controle (LP-Bd 0%) (Figura 24) (Tabela 25).
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Figura 24. Filmes ativos contendo diferentes proporgdes de produto liofilizado de Baccharis dracunculifolia
(Bd) (PL-Bd). Aonde A: Controle, contendo 0% de PL-Bd (PL-Bd 0%); B: contendo 1,0% de PL-Bd (PL-Bd
1,5%); C: contendo 1,5% de PL-Bd (PL-Bd 1,5%).

Fonte: Da Autora, (2018).

Tabela 25. Opacidade aparente e diferenca de cor dos filmes ativos incorporados de produto liofilizado de
Baccharis dracunculifolia (Bd) (PL-Bd).

Formulacgéo Opacidade Aparente (Op) (%) Diferenca de Cor (AE*)
PL-Bd 0% 3,81+0,37€ 6,72+2,788

PL-Bd 1,0% 20,74+1,238 77,22+3,304

PL-Bd 1,5% 26,09+2,024 79,73+1,564

Médias seguidas de letras maiusculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey (p<0,05); PL-Bd 0%: contendo 0% de PL-Bd; PL-Bd 1%: contendo 1% de PL-Bd; PL-Bd 1,5%: contendo
1,5% de PL-Bd.

A formulagdo controle do filme (PL-Bd 0%) apresentou-se transparente, mas a
dispersdao do PL-Bd pelo filme néo se caracterizou como homogénea, ja que é possivel observar
pequenas aglomeragdes de PL-Bd pela matriz (PL-Bd 1,0% ¢ 1,5%) (Figura 24). Isto pode ser
devido a solubilidade ndo completa do PL-Bd nos materiais que compde o filme, devido a
presenga de pigmentos naturais contidos na planta de Bd, e/ou até mesmo devido a aglomeragao
de parte do PL-Bd, resultante da perda de umidade do filme apds a secagem, visto que quando
adicionado, em temperatura de aproximadamente 30 °C e em solucdo, era possivel observar-se
uma solu¢do homogénea marron escura.

Aratjo et al. (2015) também evidenciaram modificagdes na coloragdo de filmes com

adicdo de propolis verde produzidos por casting, sendo semelhante a este estudo. Riaz et al.
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(2018) também observaram diferencas significativas (p<0,05), entre a amostra controle e
demais amostras de filmes adicionados de extrato de cascas de macgas liofilizadas, produzidos
por casting, para os parametros de Op e AE*, sendo que estes parametros aumentaram conforme
a concentragdo do extrato liofilizado de maca aumentava, também corroborando com este
estudo.

E natural que os extratos de plantas adicionados a polimeros modifiquem a cor original
deles (MIR et al., 2018). Mas, a cor e a opacidade de um filme sdo pardmetros que podem afetar
o grau de aceitagdo do consumidor (RIAZ et al., 2018; ZHANG et al., 2018). Baixos valores
de opacidade indicam uma alta transparéncia, que ¢ interessante quando se deseja apresentar o
produto dentro da embalagem ao consumidor, ja para produtos que podem ser degradados pela
presenca de luz, uma alta opacidade pode ser interessante para a protecdo do produto
(PELISSARI et al., 2012). Portanto, se o filme desenvolvido, adicionado de PL-Bd, fosse
projetado para a producdo de embalagens, poderia ser op¢ao de aplicacdo a embalagens de

produtos que necessitassem de fotoprotecao, por exemplo.

5.5.2 Propriedades mecanicas e espessura dos filmes ativos

Os dados de tensdo na ruptura (TS), moédulo de Young (MY) e elongag@o na ruptura
(E), dos filmes ativos contendo PL-Bd, apresentaram diferencas significativas (p<0,05), se
comparados a amostra controle (PL-Bd 0%), porém nao se observaram diferengas significativas
entre as formulacdes contendo PL-Bd. A espessura também sofreu variagdo com a adigdo de
PL-Bd na matriz polimérica (Tabela 26). Como da formulagdo dos filmes ativos foram
subtraidas quantidades de polimero para incorporagdo de PL-Bd, para se manter a concentracdo
de solidos na solugdo filmogénica em 4% (m/v), uma redugdo das propriedades mecanicas era

esperada.

Tabela 26. Caracteristicas mecanicas dos filmes ativos incorporados de produto liofilizado de Baccharis
dracunculifolia (Bd) (PL-Bd).

Formulagdio Espessural Tensio na liuptura Moédulo de young Elongacio m;
(TR) MY) Ruptura (E)

PL-Bd 0% 0,11+0,02 6,21+1,854 15,63+4,124 353,41+48,994

PL-Bd 1,0% 0,16+0,04 3,03+1,978 11,61+3,448 223,25+86,468

PL-Bd 1,5% 0,16+0,02 1,45+0,528 9,55+3,01B 143,35+22,918

Meédias seguidas de letras maitsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey (p<0,05); PL-Bd 0%: contendo 0% de PL-Bd; PL-Bd 1%: contendo 1% de PL-Bd; PL-Bd 1,5%: contendo
1,5% de PL-Bd; 'milimetros; 2MPa (mega Pascal); 3Percentual.
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Filmes ativos biodegradaveis (quitosana-glicerol-6leo essencial de Perilla frutescens L.
Britt.), produzidos por casting, apresentaram comportamento semelhante ao presente estudo,
demonstrando maior TR e E, pela amostra controle, se comparado aquelas de filme contendo
6leo essencial, corroborando com este estudo (ZHANG et al.,, 2018). Filmes ativos
biodegradaveis (amido-carragena-glicerol-extrato etanolico de propolis vermelha), produzidos
por casting, também apresentaram comportamento semelhante ao presente estudo,
demonstrando maior TR e MY, pela amostra controle, se comparada a amostra de filme
contendo propolis vermelha, mas diferiu do presente estudo quanto ao comportamento da
elongacdo, que foi acentuada (5,6 vezes) pela adicdo da propolis (CHANG-BRAVO et al.,
2014).

Aratjo et al. (2015) obtiveram valores, para filmes adicionados de extrato etanolico de
propolis, obtidos por casting (amido-glicerol-extrato etandlico de propolis), comparados a este
estudo, proximos (de 5,5 a 6,7 MPa), maiores (de 145 a 265 MPa) e menores (de 12,6 a 27,4%),
para TR, MY e E, respectivamente. Sendo que, para MY e TR, houve comportamento
semelhante, com amostra controle apresentando maiores valores se comparado as adicionadas
de produto natural, demonstrando que a adigdo de propolis assim como de PL-Bd, podem
reduzir a rigidez (MY) de um material. Ocorre que para Aratjo et al. (2015) e Chang-Bravo et
al. (2014) houve um comportamento diferente quanto a elongagao, devido ao fato de a propolis
adicionada possuir propriedades plastificantes, o que ndo ocorreu pela adicao de PL-Bd.

De qualquer modo, os filmes ativos adicionados de PL-Bd demonstraram elasticidade
relativamente boa, que pode ser observado pelo consideravel valor de E (2,23 e 1,43 vezes de
aumento em relacdo ao tamanho original, para PL-Bd 1,0% e PL-Bd 1,5%, respectivamente).
Quando ha adi¢@o de algum composto a um polimero, por exemplo, um composto antioxidante,
fatores como natureza do produto adicionado ao polimero, natureza do polimero, tipo e
concentracdo do aditivo adicionado, podem modificar as propriedades mecanicas do polimero
gerado (ASSIS ef al., 2017; GANIARI et al., 2017; ARAUJO et al., 2015).

Segundo Pelissari et al. (2012), as embalagens precisam ser produzidas focadas no
objetivo principal que ¢ a protegdo, resistindo a quebra e a abrasdo, apresentando-se também
flexiveis para adaptar-se a possiveis deformacdes da embalagem durante o manuseio do
produto. Ocorre que, mesmo que o filme produzido por este estudo ndo desempenhe este papel
fielmente, havendo outras caracteristicas importantes, tais como funcionalidade na liberacao de
moléculas antioxidantes com atividade antimicrobiana, por exemplo, ha de se estudar
aplicacdes especificas nas quais a caracteristica funcional do filme seja mais importante que a

resisténcia mecanica do mesmo. Podendo inclusive, ser direcionado para as industrias
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alimenticia e/ou farmacé€utica, conforme a funcionalidade e viabilidade economica de producdo

do filme.

5.5.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV) dos filmes ativos

As microestruturas dos filmes ativos ndo sofreram modifica¢des perceptiveis devido a
incorporacdo do PL-Bd. Todas as formulagdes apresentaram as areas de fratura similares, sem
a presenga de dominios, poros ou rachaduras, sugerindo que a formacao natural do polimero na

composi¢do estudada ndo foi interferida pela adigdo de PL-Bd (Figura 25).

Figura 5. Mrograﬁas das secgoes transverais das superficies de fratura das diferentes formulagdes dos filmes
ativos contendo produto liofilizado de Baccharis dracunculifolia (Bd) (PL-Bd). Aonde PL-Bd 0%: contendo 0%
de PL-Bd; PL-Bd 1,0%: contendo 1,0% de PL-Bd; PL-Bd 1,5%: contendo 1,5% de PL-Bd.

Corroborando com este estudo, a adi¢ao de propolis verde em diferentes proporcdes aos
filmes ativos biodegradaveis (amido-glicerol-extrato etandlico de propolis), produzidos por
casting, ndo modificou a estrutura dos filmes produzidos (ARAUJO ef al., 2015). Ja a adi¢do
de extratos de propolis vermelha a filmes ativos biodegradaveis (amido-carragena-glicerol-
extrato etanolico de propolis vermelha), produzidos por casting, causaram modificacdes nas
microestruturas das amostras contendo os extratos naturais, promovendo irregularidades
estruturais, se comparadas a amostra controle (CHANG-BRAVO et al., 2014). A adigdo de 6leo
essencial de Perilla frutescens L. Britt., ao filme biodegradavel de quitosana e glicerol,
produzidos por casting, também causou modificagdo na estrutura do polimero se comparado a
amostra controle (ZHANG et al., 2018). Em vista disso, foi possivel inferir que a adigdo de PL-
Bd néo influencia na estrutura do polimero nas concentra¢des formuladas, mas que adigdo de
materiais a formula podem vir a causar modifica¢des naturalmente, conforme sua caracteristica

¢ interacdo com a matriz polimérica.
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4.9.1 Migracao do PL-Bd para diferentes simulantes de bases alimenticias, atividade

antioxidante, e atividade antimicrobiana, dos filmes ativos

Com as formulacdes dos filmes contendo substancias bioativas do PL-Bd, foi possivel
notar que houve a incorporagdo ¢ manutencdo de um percentual alto dessas substancias, ja que
liberaram praticamente a totalidade dos compostos incorporados nas matrizes dos filmes (T5),
exceto para o teste de migracdo em solvente acido acético, caracterizando as formulagdes dos
filmes PL-Bd 1,0% e PL-Bd 1,5%, como filmes ativos (Tabela 27) (Figura 26). Tal fato sugere
que as aglomeragdes de PL-Bd pelo polimero (Figura 24) ndo foram prejudiciais a migragéo
das substancias bioativas, j& que migraram da matriz polimérica para os solventes de teste nos

quais estavam em contato.
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Com excecdo do solvente &cido acético, também ¢ importante notar que em 90 minutos
de contato com os solventes (T1), mais de 50% dos compostos bioativos adicionados,
encontravam-se solubilizados nos solventes avaliados, e em 25 h (T5) quase 100% dos
compostos fenolicos adicionados em forma de PL-Bd estavam em solugdo (Tabela 27),
semelhante ao que ocorreu nos estudos de Chang-Bravo et al. (2014), que tiveram
aproximadamente 52% dos compostos polifendlicos liberados em meia hora, com a migragao
de até 85% deles apds 6 h de contato.

Caso avaliarmos pontualmente TS5, numericamente, ocorre a seguinte relacdo de
migracao de moléculas bioativas em func¢do do solvente avaliado: Etanol (50%) PL-Bd 1,5% >
Etanol (10%) PL-Bd 1,5% > Agua PL-Bd 1,5% > Etanol (50%) PL-Bd 1,0% > Etanol (10%)
PL-Bd 1,0% > Agua PL-Bd 1,0% > Acido acético PL-Bd 1,5% > Acido acético PL-Bd 1,0%.
Sendo assim, podemos notar que, mesmo contendo 1,5% de PL-Bd, o solvente acido acético
ndo apresenta, relativamente, uma alta solubilizagdo de moléculas bioativas, pois esta
solubilizacdo ¢ inferior as demais testadas, e praticamente iguala-se a solubilizagdo das
moléculas do PL-Bd 1,0% no mesmo solvente de teste.

O regulamento da Unido Europeia (EU 10/2011), o qual dispde sobre assuntos que
envolvem o contato de alimentos com materiais plasticos, prevé a simulagdo de migracdo de
componentes dos plasticos para matrizes alimentares de diferentes caracteristicas quimicas,
aonde solventes sdo utilizados como simulantes alimentares. De acordo com esta norma, o acido
acético a (3%) (m/v), é um simulante de migracdo de substancias com carater hidrofilico para
o alimento, que engloba matrizes alimenticias com pH inferior a 4,5, simulando alimentos
acidos. O etanol (10%), simula migracdo de substancias de carater hidrofilico com pequeno
carater alcodlico. O etanol (50%), ¢ um simulante para matrizes lipofilicas e para matrizes com
teor alcoolico superior a 20%, os quais sdo capazes de extrair matrizes lipofilicas. E a dgua ¢
um simulante de migracao de substancias com carater hidrofilico.

Tais informagdes expde a afinidade das moléculas presentes no PL-Bd, e entdo
incorporadas aos filmes ativos, por matrizes de carater lipofilico. Desta forma, o PL-Bd, pode
vir a ser candidato a ingrediente de formulacdo de produtos gordurosos, como cremes e
pomadas, por exemplo, pois se solubilizaria melhor nesta matriz. Ou, de embalagens com
migracdo intencional dos compostos para produtos carneos ou oleosos, podendo ser um
candidato a preservacdo da rancidez oxidativa desses produtos, mas ndo sendo indicado a
aplicagcdo em produtos para migragao intencional para meios ou produtos acidos, como iogurtes,

por exemplo.
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Do ponto de vista farmacolégico, conforme Lopes ef al. (2005), o sucesso da liberacao
de farmacos (moléculas) por uma matriz polimérica ¢ dependente da tecnologia de fabricacao
e das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas do polimero formado. No caso dos polimeros que
compde 0s materiais produzidos pelo presente estudo, em fun¢do de que, tanto o amido quanto
o PVA sdo polimeros de carater hidrofilico, a liberagao rapida das moléculas imobilizadas no
polimero ocorre devido a afinidade da matriz polimérica por solventes aquosos, sendo assim, a
agua das solucdes também atua entumescendo o polimero, e propiciando a migracdo das
moléculas antioxidantes do PL-Bd inicialmente imobilizadas, para os diferentes solventes que
foram postas em contato. Sendo que, o PL-Bd migra proporcionalmente a sua afinidade pelos
solventes em contato, € no caso a maior migracdo ocorreu em solvente etandlico 50%, sendo
esta condicdo muito proxima ao protocolo de extracdo inicial de extracdo de compostos
bioativos da Bd para producao do PL-Bd.

Assim como para a industria farmacéutica (LOPES et al., 2005), estudos de migragdo
de compostos imobilizados intencionalmente, em matrizes poliméricas, também sao
importantes para a industria alimenticia (GANIARI et al., 2017; RIBEIRO-SANTOS et al.,
2017a), pois em ambas areas, a migragdo de moléculas ativas pelos polimeros (liberagido
controlada de medicamentos, efeito antioxidante de embalagens, por exemplo) possuem grande
importancia funcional para o objetivo de acdo do produto final (efeito do medicamento,
embalagem ativa, por exemplo).

A atividade antioxidante (DPPH) e os CFT, variaram de 71,64 a 215,06 pmol Trolox e
de 14,57 a 40,95 mg GAE, ambos expressos por g de filme, entre os solventes e os filmes ativos
adicionados de PL-Bd avaliados em T5, respectivamente (Tabela 27). Conforme os resultados
de migracdo de compostos bioativos nos solventes avaliados, a atividade antioxidante e CFT,
foram maiores em etanol (50%) contendo 1,5% de PL-Bd, demonstrando que ha
proporcionalidade entre os dados obtidos ao longo deste estudo de aplicagdo. Os testes contendo
formulagdes de filme controle (PL-Bd 0%) nao exibiram atividade antioxidante (DPPH) e CFT,
nos solventes avaliados. Como ja mencionado, exceto para o estudo de migracdo das moléculas
bioativas no solvente acido acético, a recuperacdo destas moléculas foi alta.

Aratjo et al. (2015) produziram filmes ativos biodegradaveis, por casting, contendo
propolis verde nas concentragdes de 0,5, 0,75 ¢ 1,0%, e obtiveram valores aproximados de CFT
de 3 a 7 mg GAE e de atividade antioxidante (DPPH) de 10 a 13 pumol Trolox, ambos expressos
por g de filme. Os autores prepararam os filmes ativos com adi¢do de extratos de propolis. O
fato do presente estudo incorporar a matriz polimérica um produto de extracdo padronizada

(PL-Bd), com maior purificagdo e concentracdo dos compostos bioativos extraidos, pode ter
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permitido resultados um pouco mais rentaveis de CFT e atividade antioxidante identificadas
nos filmes produzidos, em comparagdo aos de Aratjo ef al. (2015).

A atividade dos filmes ativos (PL-Bd 0%, PL-Bd 1,0% e PL-Bd 1,5%), contra os micro-
organismos patogénicos S. aureus, E. coli, S. enterica ¢ P. aeruginosa foi determinada e
expressa em zona de inibigdo (mm — milimetros). As amostras controle (PL-Bd 0%) ndo
demonstraram inibi¢do contra os micro-organismos testados. Houve zonas de inibi¢do pelos
filmes ativos contra os micro-organismos E. coli e S. Entérica, havendo intensificacdo da
atividade quando a concentracdo de PL-Bd passava de 1% para 1,5% na matriz polimérica. O
micro-organismo S. enterica foi melhor inibido (18,88 e 19,87, mm) que o E. coli (16,25 ¢
17,23, mm), para as duas concentragdes de PL-Bd adicionadas aos filmes ativos (PL-Bd 1,0%

e PL-Bd 1,5%), respectivamente (Tabela 28) (Figura 27).

Tabela 28. Zonas de inibicdo de micro-organismos pelos filmes ativos incorporados de produto liofilizado de
Baccharis dracunculifolia (Bd) (PL-Bd).

Bactérias (n=3)
Formulagdes Gram-positiva (mm) _ Gram-negativas (mm) '
Escherichia  Pseudomonas  Salmonella enterica
Staphylococcus aureus . . s
coli aeruginosa serovar Enteritidis
PL-Bd 0% 0 0 0 0
PL-Bd 1,0% 0 16,25 0 18,88
PL-Bd 1,5% 0 17,23 0 19,87
Gentamicina* 24,01 23,40 18,76 nd

PL-Bd 0%: contendo 0% de PL-Bd; PL-Bd 1%: contendo 1% de PL-Bd; PL-Bd 1,5%: contendo 1,5% de PL-Bd;
*Controles positivos (10 pg de antibidtico por disco); Expressdo dos resultados: (mm - milimetros); nd: ndo
realizado.

PL-Bd 1.0%

PL-Bd 1.5%

Figura 27. Zonas de inibi¢ao de micro-organismos pelos filmes ativios contendo produto liofilizado de
Baccharis dracunculifolia (Bd) PL-Bd. Aonde: GEN (Gentamicina — 10 pg de antibidtico por disco); PL-Bd
1.0% (contendo 1% de PL-Bd); PL-Bd 1.5% (contendo 1,5% de PL-Bd); A (S. aureus); B (E. coli); C (P.
aeruginosa); D (S. enterica).

Fonte: Da Autora, (2019).
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Zonas de inibigdes de 0,1 a 6,0 mm foram exibidas por filmes biodegradaveis contendo
proteina de soja e acidos organicos, produzidos casting, conforme a ordem decrescente de maior
zona de inibicdo, contra os micro-organismos: Listeria monocytogenes > E. coli O157:H7 >
Salmonella gaminara (ESWARANANDAM et al., 2004). Filmes biodegradaveis contendo
extrato etandlico de propolis verde expressaram atividade antimicrobiana contra E. coli e S.
aureus, variando de 18,85 a 78,54 mm?, havendo maiores efeitos contra E. coli (ARAUJO et
al., 2015). Filmes biodegradaveis contendo 6leo essencial de Perilla frutescens L. Britt,
exibiram atividade antimicrobiana, em ordem decrescente de maior zona de inibi¢do, contra
Bacillus subtilis > E. coli > S. aureus (6,351, 6,324 e 6,127, mm de inibicdo, respectivamente)
(ZHANG et al., 2018). As zonas de inibi¢des citadas foram proximas as obtidas pelos filmes
ativos de Bd, e demonstraram a possibilidade de producdo desses materiais como carreadores
de propriedades antimicrobianas, podendo chegar em aplicagdes industriais de ordem
farmacéutica e/ou alimenticia.

E de conhecimento tradicional, que extratos, raizes, e hastes de plantas, por exemplo,
possuem efeitos contra micro-organismos patogé€nicos, e tais efeitos devem-se as substancias
encontradas nestes materiais vegetais, com novas substincias podendo auxiliar na eliminagao
de micro-organismos resistentes as drogas existentes atualmente (GUZMAN e CRUZ, 2017).
Entdo, é possivel que efeitos antimicrobianos de produtos naturais estejam ligados a presenca
de compostos fenolicos, pois essas moléculas podem alterar membranas celulares de bactérias,
inibindo assim a multiplicacdo desses micro-organismos (CASAGRANDE et al., 2018;
CALDERON-OLIVER et al., 2016).

Conforme Sung et al. (2013) ¢ uma inovacdo produzir embalagens que incorporem
agentes antimicrobianos para inibir micro-organismos alvo, ndo havendo muitos produtos
comercializados no mercado. Visto que, € previsto crescimento continuo para o mercado
produtor de polimeros ativos, com fun¢do antimicrobiana, por exemplo (REALINI e
MARCOS, 2014). Sendo assim, ¢ importante salientar que efeitos antimicrobianos e
antioxidantes de um polimero estdo ligados a composicao do extrato vegetal adicionado a ele e
da interacdo dele com a matriz polimérica, e que propriedades mecanicas e visuais precisam ser
melhor estudadas para que sejam aprimoradas, focadas na viabilidade de aplicagdo (MIR et al.,
2018).

Com isso, pode-se afirmar que o polimero produzido por este estudo seja chamado de
“ativo”, pois devido a incorporagdo do PL-Bd exibiu caracteristicas antioxidantes e

antimicrobinas (MEXIS ¢ KONTOMINAS, 2014).
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6 CONCLUSAO

Com a utilizacdo dos PFC’s, foi possivel determinar os pontos 6timos de extracao dos
compostos bioativos da planta Bd para os solventes dgua, etanol e acetona. Essas condigdes
apresentaram capacidade de extrair at¢é 50% a mais CFT, com incremento de at¢ 100% na
atividade antioxidante, dentre as condi¢cdes experimentais testadas.

A temperatura de extragdo (80 °C) foi a varidvel independente que mais influenciou na
extragao dos compostos bioativos naturais da planta Bd, demonstrando que para esta amostra
(Bd), temperaturas maiores (até 80 °C) foram mais eficientes na extracdo de compostos
bioativos.

A mistura de pequeno percentual de solvente organico (40%) a agua, o pequeno tempo
necessario para extracdo (90 minutos) e a baixa variagdo entre os dados dos preparos das
amostras (Al, A2 e A3), permitem a escolha de um protocolo de extragdo mais econdmico,
dentre os protocolos testados, com menores etapas de processamento, com efeitos otimizados,
e com maior aproveitamento dos compostos de interesse.

O solvente etanol provou ser o solvente mais eficiente para a extragdo de compostos
fenolicos oriundos da Bd com atividade biologica, dentre os testados. A baixa toxicidade do
etanol o torna um solvente promissor para a extracdo de compostos de Bd, que poderiam ser
incluidos na composi¢do de formulas alimentares, farmacéuticas e/ou cosméticas.

Os compostos extraidos pelo PSL e PFC’s demonstraram-se efetivos contra os micro-
organismos patogénicos testados, mas a prepara¢do em etanol 40%, ponto 6timo identificado
pelo PFC (2?%), teve espectro maior de acdo antimicrobiana, com efeito bactericida.

Com as avali¢des de CFT e atividades antioxidantes de Bd, foi possivel notar que estes
métodos podem ser bons selecionadores de extratos com atividade bioldgica em fungdo das
atividades antioxidantes exibidas, porém ¢é muito importante evidenciar, que nem sempre a
extracdo de maior rendimento propicia a atividade biologica mais efetiva, e isto ¢ devido a
qualidade e quantidade antioxidante das moléculas extraidas pelo protocolo de extracdo
utilizado.

A partir da condi¢@o 6tima de extrag@o obtida com base nas analises de dados dos PFC’s
e PSL, bem como, pelos efeitos bacteriostaticos e bactericidas, pela cinética de captura do
radical DPPH (CEso), pelos estudos de maiores tempos de extragdo de componentes bioativos,
e de saturacdo do solvente etanol 40%, produziu-se o PL-Bd, com o objetivo de avaliar sua
aplicacdo como possivel matéria-prima, fonte de atividade bioldgica. O PL-Bd apresentou tom

amarelado, constituido de pequenas e desuniformes particulas, tendo aroma semelhante ao da
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propolis verde, tornando-o promissor para compor formulas alimenticias, cosméticas e/ou
farmacéuticas.

A partir da producdo do PL-Bd foi possivel com menores concentragdes de extrato,
eliminar com maior eficiéncia (99%) alguns micro-organismos patogénicos, bem como
concentrar maior percentual de componentes fenolicos, quantificados por CLAE-UV, se
comparado a extratos etanolicos de Bd.

As caracteristicas antioxidantes do PL-Bd, o tornam promissor candidato a ser testado
pela industria alimenticia como antioxidante de origem natural, para inclusdo em produtos
gordurosos alimenticios, por exemplo, prevenindo o rango oxidativo, e aumentando a vida de
prateleira destes.

A imobilizagdo do PL-Bd em matriz polimérica, permitiu a migra¢ao dos compostos do
PL-Bd para solventes de diferentes caracteristicas quimicas, demonstrando maior afinidade
dessas moléculas em se solubilizarem em meios mais lipofilicos.

O fato de as moléculas antioxidantes, presentes no PL-Bd, previamente imobilizadas
aos filmes, possuirem percentual alto de migracdo do filme para os solventes testados e
apresentarem atividades antimicrobianas, torna esses filmes interessantes para a partir de mais
estudos, ser inclusos em algum produto de interesse farmacéutico.

Dessa forma, foi possivel demonstrar que a Baccharis dracunculifolia (Bd) apresentou
potencialidades como planta fonte de compostos biologicos de interesse, carecendo de maiores
estudos, mas demonstrando potencialidade como substituta alternativa da propolis verde, que é
derivada da Bd, permitindo a produg¢ao de principios ativos com atividades biologicas similares,
mas com menor valor, e maior padronizagdo dos compostos de interesse, quando comparados

a propolis verde, através da extracdo diretamente da biomassa de Bd.
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ABSTRACT

Kpresrde

¥oll facoral design
Aniamicrokial siiviey
Eximaction proces

rhersbe mmeourds
Arozidmt acthrity

The suitabilicy of & g d fuf the o i poinds from plist biomas bs of extseme
impartanes for the seandizatie of aof enmpounds of industeal | The abjecive of this work
wias b stody the best comdizions for B exsaerion of phosal poiinds will: anrsaidant aeivity (AN} af the
Boccharis drocuesdifolis D [Bd) plant using reep sarfase methodology (EEML A fall focoorial design (FFD)
2% was conducted b analyos e offel s of e, lemperatuee, and sedvem fio ethased dnd
solvents and &s FFD 2 for time snd pemperanane, asieg water o a sofvenl. The ol phenolic cospounds [TPC)
& antioaidant eapaity (DFPH, AETS, and FRAF) were the depend ' dymead Toeall FFD. There wis
& variation for TRC from 19.81 1o 3722 sy (GAE) g 7" (Gallic acid equivalent), for DFFH feam S4.68 w 222.07
fsmtad Trolom g~ "), for ABTS fram 340,26 ro 399067 (pmol TEAC "L and for FRAP from 30052 to 704.56
[meeol Fe™ g~" )L The oprimal extreion cosditions desermined by FFD were S0 min at 80°C i water, #0min
&1 HO'C Is 409 echased, dnd 30esin e B0 o 405 sceoone, The eoracts with o greswer quantity of TRC
presensed higher AN, and thene wis & Sy sl pasitive eoerelation berwesn TPC a0 the AA wsays (DPPH,
ABTS, asad FRAF). The ECy, value, mini it {MIC), minimum bactericidal eon-
centestion (MBCY, and High-Performasee Liquid n:hmuumgupn; THFLC]) of the extraes &1 their apsimal paints
were determingd The compounds extracvad wich 40% ethanol d higher [sddbioey aeivicy againsr
mmmmmxmmwmwumummmmuummmmmwm
aziids idesaified and quantified, ferudic peid was the sajoe eom T

122 Bl plasa, theough the op ion podnts o I -wmmprﬁmpuamﬂm.rMusmu
spglizaion.

1. Introduction

The genus Bacchanis is composed of more than 500 species, the
oocarrence of 120-0f them sre observed in Braes (Vecd et al.,

green propolis {Sfarcin and Bankova, 200 1; Fark e al., 2004) In Braei,
this plant is the main botanical sperce for the production of green
propalis, enabling the realization of many biokogical studies (Gumaraes
200%) 1o et al., I Sfoccin nnd Bankaova, 200 1; Silva Pigho et al, 20089; Fenan
af al., HOOFL

Brazil, Baccrark doamculifolia DC (Bd) is popularly called “vassoura®
ar “Alerimsdo-campn®, being characterized ax a shrub, perermial and
wandy, with an average height of 2=2m, of seminiferous propagatian,
with a wery branched stem and densely covered by trichomes {Sanios
et al, 20120 Apis mellifera, a species of Alficanized bee, ussally collects
rexins fraom shooes or beaves of the Bd plant, using the resin ta produce

The licerature confimms the impartance of Bocchorss specee for
pharmacentical and food indusities, since chey presens activities such
as anti-muagenic (Hessnde e al, 2007), antinfammatory (Livers
e ak, 2006; Bachiega et al, 201% Santos et ab, 2010}, antimicrobdal
(Salacar et al, 2078; Yeiga e al, 2017), antifangad (Scbricho =1 al,
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