b
=
N\ =
INSTITUTO POLITECNICO Escola Superior
DE BRAGANCA de Tecnologia e Gestao

Extracdo de compostos bioativos de fontes vegetais utilizando
solventes eutécticos

Fatima Daniela Ferreira Almeida

Dissertacdo apresentada a
Escola Superior de Tecnologia e de Gestdo
Instituto Politécnico de Braganca
para obtencdo do Grau de Mestre em

Tecnologia Biomédica

Supervisores:
Olga Ferreira
Isabel C.F.R. Ferreira

Lillian Barros

Outubro de 2016






G
2ipb
—
\ =
INSTITUTO POLITECNICO Escola Superior
DE BRAGANCA de Tecnologia e Gestao

Extracdo de compostos bioativos de fontes vegetais utilizando
solventes eutécticos

Fatima Daniela Ferreira Almeida

Dissertacdo apresentada a
Escola Superior de Tecnologia e de Gestdo
Instituto Politécnico de Braganca
para obtencdo do Grau de Mestre em

Tecnologia Biomédica

Supervisores:
Olga Ferreira
Isabel C.F.R. Ferreira

Lillian Barros

Outubro de 2016






“A sabedoria dos homens é proporcional ndo a sua experiéncia

Mas a sua capacidade de adquirir experiéncia. ”

George Bernard Sha
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Resumo

Na Ultima década, tem-se intensificado o estudo da utilizacdo de liquidos idnicos e solventes
eutécticos em diversos processos de separacdo e reacdo, podendo constituir em muitas

aplicacdes, uma alternativa mais favoravel aos solventes organicos volateis.

Neste trabalho, pretende-se estudar a aplicagdo de alguns destes solventes na extracdo de
compostos fendlicos existentes em verduras. Como planta modelo, escolheu-se a espécie
Asparagus acutifolius L., uma planta comestivel, fonte de compostos bioativos
nomeadamente 3-O-rutindsido de quercetina (rutina). Com base na revisdo bibliografica,
foram selecionados solventes eutécticos compostos por cloreto de colina (CC) e um lcool
(glicerol, etilenoglicol ou 1,2-propanodiol) ou um aglcar (glucose ou sacarose), com 0

objetivo de obter maiores rendimentos de extracdo de compostos fendlicos.

Assim, numa primeira fase, foram testadas diversas combinagfes de solventes, fixando as
restantes variaveis (razdo solido-liquido de 30 g/L, tempo de extracdo de 1 h e temperatura de
30 °C), obtendo-se 0 melhor rendimento de extragdo de rutina (4,84 mg/g) com o DES 1,2-
propanodiol:CC, contendo 20 % de agua, um valor superior ao rendimento obtido com um

solvente convencional (metanol:agua, 80:20, v/v).

Testou-se ainda a utilizagdo dos &lcoois como solventes puros ou com 20 % de &gua,
verificando-se que, nestas condi¢des, a capacidade de extracdo de alguns alcoois (etileno
glicol puro, 1,2-propanodiol + 20 % de agua e etileno glicol + 20 % agua) foi superior a
qualquer um dos DES estudados. O alcool 1,2-propanodiol apresentou os melhores resultados
(3,28 mg/g).

Assim, posteriormente, efetuou-se a otimizacdo do processo de extragdo com 1,2-propanodiol
utilizando como variaveis independentes a temperatura, o tempo de extracéo, a fracdo méssica
de agua e a razdo soélido-liquido. O rendimento 6timo (5,54 mg rutina/g planta) foi obtido
efetuando a extracdo com 1,2-propanodiol, sem adicdo de agua, a temperatura de 75 °C
durante 85 minutos e razdo sélido-liquido de 15 g/L. Por fim, o extrato foi caracterizado em
termos de perfil fendlico, atividade antioxidante e confirmagdo de auséncia de toxicidade.




Desta forma, concluiu-se que o extrato obtido com o solvente 1,2-propanodiol apresentou

menor atividade antioxidante, comparativamente com o solvente metanol:agua (80:20, v/v).

Por fim, os resultados da citotoxicidade em células normais revelam que o solvente 1,2-
propanodiol (100 %) apresenta toxicidade, pelo que o extrato (dissolvido no solvente)
também apresenta. No entanto, se utilizarmos o solvente numa concentragéo abaixo de 25 % a

percentagem de inibig&o é inferior a 50 %, ou seja, a sua toxicidade é muito inferior.

Palavras-Chave: Solventes eutécticos, extracao, compostos bioativos.
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Abstract

In the last decade, the study of the use of ionic liquids and deep eutectic solvents in various
separation and reaction processes has been intensified, and in many applications, they may

constitute a safer alternative to volatile organic solvents.

The main aim of this work is to study the application of some of these solvents in the
extraction of phenolic compounds from vegetables. As a model plant, the Asparagus
acutifolius L. species, an edible plant, was chosen as source of bioactive compounds, especial
the phenolic compound quercetin 3-O-rutinoside (rutin). Based on the literature review, deep
eutectic solvents composed of choline chloride (CC) and an alcohol (glycerol, ethylene glycol
or 1,2-propanediol) or a sugar (glucose or sucrose) were selected in order to extract higher

extraction yields of phenolic compounds.

In a first stage, various combinations of solvents were screened by setting the remaining
variables (solid-liquid ratio of 30 g/L extraction time of 1 h, temperature of 30 °C), and the
best extraction yield of rutin (4.84 mg/g) was obtained using 1,2-propanediol:CC with 20 %
of water, a value higher than the yield obtained with a conventional solvent (methanol:water,
80:20, v/v).

Furthermore, the use of alcohols as pure solvents or with 20 % of water was also tested, and,
under these conditions, the extraction ability of certain alcohols (pure ethylene glycol, 1,2-
propanediol + 20 % of water and ethylene glycol + 20 % of water) was superior to any of the
DES studied. Moreover, 1,2-propanediol was the alcohol that presented the most promising

results (3.84 mg/g).

Thus, thereafter, the optimization of the extraction process was carried out with 1,2-
propanediol as solvent using as independent variables the temperature, the extraction time, the
water content and the solid-liquid ratio. The optimum yield (5.54 mg rutin/g plant) was
obtained by performing the extraction with 1,2-propanediol, without adding water at a
temperature of 75 °C for 85 minutes and solid-liquid ratio of 15 g/L. Lastly, the extract was

xii



characterized in terms of phenolic profile, antioxidant activity and confirmation of the
absence of toxicity. Hence, it was concluded that the extract obtained with 1,2-propanediol

had less antioxidant activity compared with the solvent methanol:water (80:20, v/v).

Finally, the cytotoxicity results in normal cells show that 1,2-propanediol (100 %) presents
toxicity, and so does the extract (dissolved in the solvent). However, if we use the solvent in a
concentration below 25 %, the percentage of inhibition is less than 50 %, that is, it presented

much lower toxicity.

Keywords: eutectic solvents, extraction, bioactive compounds.
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Capitulo 1. Introduc¢ao

1.1. Enquadramento e objetivos deste trabalho

Em algumas areas tradicionais do Mediterraneo, as verduras silvestres sdo responsaveis por
uma percentagem significativa da ingestdo total de antioxidantes na dieta (Barros et al. 2011).
As plantas comestiveis, nomeadamente as verduras, sdo também uma fonte de polifendis
bioativos. A espécie Asparagus acutifolius L., vulgarmente conhecido como corruda-menor,
espargo-bravo-menor ou espargo-silvestre-menor, é um exemplo importante dessas verduras

silvestres comestiveis, amplamente consumidas.

Neste ultimo trabalho (Barros et al. 2011), efetuou-se uma extra¢do convencional a 30 °C
com metanol:agua (80:20 %, v/v), obtendo-se um perfil fendlico simples com trés compostos,
representados na Figura 1.1: 3-O-rutin6sido de canferol, 3-O-rutindsido de isoramnetina e 3-

O-rutinésido de quercetina (rutina), sendo este ultimo o mais abundante.

Tradicionalmente, a extracdo de compostos fenolicos é realizada usando solventes organicos
volateis tais como metanol, etanol, acetona, acetato de etilo e suas combinacGes, podendo
incluir diferentes propor¢des de dgua (Dai & Mumper 2010). Estes solventes convencionais
apresentam diversas desvantagens entre as quais toxicidade, inflamabilidade e volatilidade.
Como solventes alternativos para a extracdo de compostos fendlicos, foram propostos na

literatura liquidos i6nicos e, mais recentemente, solventes eutécticos (Cui et al. 2015).
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3-O-rutinodsido de quercetina 3-O-rutinosido de canferol 3-O-rutindsido de isoramnetina

Figura 1.1 Estruturas quimicas dos trés compostos fendlicos identificados em A. acutifolius.




Assim, este trabalho tem como principal objetivo estudar a possibilidade de usar solventes
eutécticos de origem natural para extrair compostos fendlicos de uma verdura selecionada

como matriz modelo, A. acutifolius.
1.2. Estrutura da dissertacdo

Este trabalho encontra-se organizado em quatro capitulos. Este capitulo introdutério inclui
uma revisao da literatura sobre a aplicacdo de solventes eutécticos como solventes de extracao
de compostos bioativos de plantas bem como uma pequena introducdo teorica relativa aos
principais métodos utilizados para a avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos, e da
hepatotoxicidade no solvente e dos extratos obtidos. No segundo capitulo, descrevem-se as
diversas metodologias experimentais aplicadas nas etapas de extracdo, andlise quimica,
avaliacdo da atividade antioxidante e citotoxicidade. Seguidamente, no capitulo 3, sdo
apresentados os principais resultados obtidos. No dltimo capitulo, sdo mencionadas as
consideracdes finais e propostas de trabalho futuro. Apresenta-se também, nos anexos A, B e
C, alguma informagdo complementar que se considera relevante para a compreensdo do

trabalho realizado.
1.3. Extracdo de produtos naturais
1.3.1. Solventes ndo convencionais

Os solventes eutécticos (DES) sdo misturas de compostos que apresentam um ponto de fusdo
muito menor do que o dos seus componentes individuais devido sobretudo a existéncia de

forcas intermoleculares intensas entre si do tipo ligacdes de hidrogénio (Figura 1.2).

liquido

ponto eutéctico

s6lido A + liquido

Temperatura

solido B + liquido

s6lido A + solido B

fracdo molar de B

Figura 1.2. Diagrama de fases sélido-liquido, com formacéo de um ponto eutéctico.




Sdo alternativas promissoras aos solventes organicos volateis tradicionais, uma vez que
muitos deles poderdo ser facilmente preparados a partir de compostos naturais (Pena-Pereira
& Namiesnik 2014).

Um dos componentes mais utilizados na formacdo destes solventes eutécticos € o cloreto de
colina (CC). No entanto, os DES ndo podem ser considerados como liquidos i6nicos uma vez
que ndo sdo inteiramente compostos por especies idnicas e podem ser obtidos a partir de

espécies ndo — idnicas (Zhang et al. 2012).
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Figura 1.3. Representacdo de um processo de extracdo utilizando um solvente eutéctico.

Os solventes eutécticos sdo uma alternativa aos liquidos i6nicos uma vez que sdo mais faceis
de produzir, envolvem um menor custo das matérias-primas podendo ser menos toxicos, e,

geralmente, biodegradaveis (Paiva et al. 2014).

Abbott et al. (2003) foram os pioneiros na introdugdo dos solventes eutécticos, que tém sido
reconhecidos como uma nova classe de solventes “verdes” porque sdo produzidos a partir da
mistura de dois ou mais compostos, ocorrendo naturalmente, e portanto, sdo preferiveis aos
ILS que tém propriedades fisico-quimicas muito semelhantes. Como resultado, os solventes
eutécticos ganharam um interesse crescente como solventes atraentes numa variedade de areas

cientificas e tecnolégicas (Nam et al. 2015).




Por outro lado, Choi et al. (2011) descobriram mais de 100 solventes eutécticos a partir de
metabolitos existentes nas plantas e relataram que a capacidade de solvatacdo destes solventes

é maior do que a de agua (Tang et al. 2015).
1.3.2. Propriedades fisicas dos solventes utilizados neste trabalho

Para a realizacdo deste trabalho foi necessario recolher informacdo sobre as propriedades
fisicas dos solventes/solucfes aqui utilizados, em particular sobre a massa volimica e a

viscosidade.

A elevada viscosidade dos DES €, muitas vezes, atribuida a presenca de fortes ligacGes de
hidrogénio entre os componentes. A diluicdo com agua poderad nao sé reduzir eficazmente a
viscosidade do DES, mas também manter a sua estrutura, facilitando as suas diferentes

aplicacdes (Dai et al. 2015).
1.3.3. Exemplos de aplicacao

Os flavonoides representam um grande grupo de compostos bioativos, com diversas
atividades biolégicas na prevencdo e tratamento de muitas doencas cronicas, tais como
doencas cardiovasculares e cerebrovasculares, doenca hepatica, inflamacédo e cancro (Fang et
al. 2015). Este grupo de compostos fendlicos representa os principais compostos no reino das
plantas, sendo a rutina (3-O-rutin6sido de quercetina) um dos principais flavonoides
presentes. Este composto encontra-se amplamente distribuido numa grande variedade de
plantas, incluindo Asparagus accutifolius L., trigo mourisco, Flos Sophorae Immaturus,
folhas de tabaco, etc. (Kraujalis et al. 2015).

A rutina é avaliada como um potencial agente antioxidante e anti-inflamatdrio, promovendo a
salde humana, devido as suas varias atividades bioldgicas e fisioldgicas, incluindo atividade
citoprotectora, antiplaquetaria, anti-tumoral, e antibacteriana (Kraujalis et al. 2015) sendo,
desta forma, largamente aplicada na industria farmacéutica. Devido a estas propriedades
benéficas, foram desenvolvidos varios métodos de extracdo para a obtencdo da rutina a partir

de véarios materiais vegetais.

Na literatura € possivel encontrar informacao sobre a extracdo de rutina utilizando liquidos

i6nicos, mas ndo de solventes eutécticos. A informacéo recolhida apresenta-se na Tabela 1.1.




Tabela 1.1. Revisdo bibliografica sobre extracdo de rutina de fontes vegetais, utilizando liquidos ionicos.

Técnica de Fonte Solvente Condicdes de extra(;aoA _ Rutina o
extracéo Planta Parte Tipo Concentracao tempo Temp.  S/L__Poténcia Referéncias
(min)  (°C) (gb) (W)  (mglg)
Sorbus tianschanica Folha  letrafluoroborato de L-hexil- 5, 19 80 67 419 072 (Gu et al., 2016)
3-metilimidazélio
- g S2UTUrUS hinensis (Lour) Bail.  Erva er::ﬁfir?ﬁ diz%‘ﬁg?’ - 12 60 33 ; 487  (Zengetal, 2010)
xtracdo assistida .
por microondas Flos sophorae. Flor seca Brometo de 1-butil-3- - 10 70 33 - 172 (Zeng et al. 2010)
metilimidazélio
Populusalba L. x Populus ., Tetrafluoroborato de 1-butil-3- )\, 20 20 40 400 240  (Chenetal.2014)
berolinensis metilimidazélio
Polimero carboximetil-
Lotus plumule Erva hidroxipropil-B-ciclodextrina - 30 20 - - 67 (Gong et al., 2014)
Saururus chinensis Ervad Bro&i?ﬁg‘? dt_z%ﬁg-s- 20M 12 60 - - 4,76 (Zeng et al., 2012)
Extracdo de fase ;
i Brometo de 1-butil-3-
a - -
solida Flos sophorae Erva metilimidazélio 2,0M 10 70 169 (Zeng et al. 2012)
Carbonato de sédio (15,0 wt. %)
Hibiscus mutabilis L. Folha Tetraborato de sodio : e 15 25 40 - 5,45 (Xie et al. 2011)
. (1,5 wt. %)
decahidratado
x I Folha . 2,22
EXtragalct’ assistida Ficus carica L. Polpa Hexafé”r‘;gﬁ?g;f; ilo'b”“" 1,0M 30 30 20 100 108 (Qin et al. 2015)
por ultrassons Casca 1.34
Extragdo assistida Brometo de 1-butil-3-
por mlt(r:ggggzgas e Abutilon theophrasti Medik. Folha metilimidazélio 2,0M 12 60 31 50 5,49 (Zhao et al. 2014)
Flos sophorae, Immaturus Erva? Cloret_o_de_ 1-bgt_||-3- 1,0 M 5 120 - - 196 (Wu et al., 2012)
metilimidazélio
. . Erva? Cloreto de 1-butil-3-
Extracio liquida Crateagus pinnatifida Bunge metilimidazélio 1,0M 5 120 - - 0,75 (Wu et al. 2012)
. a - 11-3-
pressurizada Hypericum japonicum Thunb Erva Cloretp_de_ 1 bl,Jt.” 3 1,0M 5 120 - - 2,35 (Wu et al. 2012)
metilimidazélio
a - il-3-
Folium mori Erva Cloreto de 1-butil-3 1,0M 5 120 - ; 1,05 (Wu et al. 2012)

metilimidaz6lio

@ Ervas medicinais chinesas




Na literatura é possivel, no entanto, encontrar informag&o sobre extracdo de outros compostos
fendlicos utilizando solventes eutécticos. Assim, a Tabela 1.2 e a Tabela 1.3 apresentam uma
compilacdo dos 11 trabalhos dedicados a extracdo de flavonoides e de outros compostos
fenolicos, respetivamente, mencionando o solvente étimo e a técnica de extracdo. As técnicas
de extragdo mais utilizadas foram a extracdo assistida por micro-ondas (5 trabalhos) e a
extracdo assistida por ultrassons (3 trabalhos).

Recentemente, Nam et al. (2015) estudaram a extracdo de glucdsidos de quercetina, canferol,
isoramnetina a partir de Flos sophorae, testando sete solventes eutécticos (diversas
combinagBes de cloreto de colina, acidos organicos, &lcoois, agucares, etc.). O solvente
escolhido como 6timo foi L-prolina + glicerol (2:5) utilizando a técnica de extracdo assistida
por ultrassons, com razdo S/L de 50 g/L, durante 45 min a temperatura ambiente, com 10 %

de agua.

Bi et al. (2013) aplicaram a técnica de aquecimento para a extracdo de miricetina e
amentoflavona a partir de Chamaecyparis obtusa (Siebold & Zucc.) Endl., utilizando diversos
DES compostos por cloreto de colina e um alcool, cujas condi¢cdes 6timas foram obtidas
utilizando o solvente 1,4 - butanodiol - CC (1:5), com razdo S/L de 100 g/L, durante 40 min,

com 35 % de agua e temperatura de extracdo de 70 °C.

Yao et al. (2015) para a extracdo de hiperina (3-O-B-D-galactopiran6sido de quercetina), 2-O-
galoil-hiperina, quercitrina, O-ramndsido de quercetina e chimafilina a partir de Pyrola
incarnata Fisch, utilizaram a extracdo assistida por micro-ondas, através da combinacdo de
cloreto de colina com um &lcool. Desta forma, o solvente CC - 1,4 - butanodiol (1:4)
apresentou uma maior eficiéncia de extracdo, comparativamente com 0s seis solventes
testados, com um teor em agua de 30 %, durante 20 min, a uma temperatura de 70 °C e com
uma razao S/L de 100 g/L.

Qi et al. (2015) demonstraram que dos nove solventes testados, através de combinagfes de
cloreto de colina e de hidrocloreto de betaina com um alcool, o solvente CC - hidrocloreto de
betaina — etilenoglicol (1:1:2) mostrou maior eficiéncia de extracdo dos compostos ativos de
Equisetum palustre L., aplicando uma extracdo assistida por cavitacdo de pressao negativa.
As condicGes 6timas de extracdo foram: teor em &gua de 20 %, durante 20 min, a temperatura
de 60 °C e com uma razéo S/L de 40 g/L.




Por fim, Bubalo et al. (2016) estudaram a eficiéncia da extracdo de dez flavonoides
(antocianinas, flavonois e flavonoides), testando diversas combinagdes de DES (cloreto de
colina, alcoois, acidos organicos, acucares e aminoacidos), tendo sido o solvente CC — acido
oxalico (1:1) selecionado como o solvente mais promissor e eficaz na extracdo dos compostos
fendlicos da pele de Vitis vinifera cv. Plavac mali (uva), em comparagdo como o0s solventes
organicos convencionais, utilizando a técnica de extragdo por ultrassons. As condi¢des 6timas
foram: razdo S/L de 100 g/L, durante 50 min, teor em agua de 25 % e temperatura de extracdo
de 65 °C.




Tabela 1.2. Revisdo bibliografica sobre extracdo de flavonois utilizando solventes eutécticos, diferentes técnicas e condi¢des de extracao.

Técnica de extracao e solvente 6timo

Referéncias

EAU
L-prolina - glicerol (2:5)
% (w/w) de agua: 10 %

(Nam et al. 2015)

Composto Fonte natural
Glucésido de quercetina, canferol, isoramnetina Flos sophorae
Miricetina, amentoflavona Chamaecyparis obtusa

(Siebold & Zucc.) Endl.

Aquecimento
1,4-butanodiol - CC (1:5)
% (v/v) de &gua: 35 %

(Bietal. 2013)

Hiperina, 2-O-galoil hiperina, quercitrina, quercetina 3-O- Pyrola incarnata Fisch
ramndsido, chimafilina

EAM
CC - 1,4-butanodiol (1:4)
% (v/v) de &gua: 30 %

(Yao et al. 2015)

3-0-B-D-Glucopiranosido-7-O-B-D-glucopiranosido de canferol, 3-
O-B-D-rutingsido-7-O-p-D-glucopirandésido de canferol, 7-O-B-D- )
glucopiranésido de luteolina, 3-O-B-D-glucopirandsido de Equisetum
quercetina, 5-0-B-D-glucopiranésido de apigenina, 5-0-B-D-
glucopiranosido de genkuanin, luteolina, apigenina, genkuanina (7-
metileter de apigenina)

palustre L.

NPCE
CC - hidrocloreto de betaina — etilenoglicol (1:1:2)
% (v/v) de 4dgua: 20 %

(Qi et al. 2015)

Antocianinas

(3-O-monoglucésido de delfinidina, 3-O- monoglucésido de
cianidina, 3-O-monoglucésido de petunidina, 3-O- monoglucésido
de peonidina, 3-O-monoglucésido de malvidina, 3-O- L
acetilmonoglucésido de malvidina, 3-(6-O-p-comaroil)- Vitis vinifera cv. Plavac
monoglucésido de peonidina, 3-(6-O-p-comaroil)monoglucésido de mali
malvidina)

Flavandis ((+)-catequina)
Flavonoides (3-O-glucésido de quercetina)

EAU
CC - &cido oxalico (1:1)
% (v/v) de 4dgua: 25 %

(Bubalo et al. 2016)

EAM - Extracgdo assistida por micro-ondas; EAU - Extracdo assistida por ultrassons; NPCE - Extragdo por cavitagdo de pressdo negativa.




Na Tabela 1.3 apresenta-se uma compilagédo de trabalhos da literatura sobre a utilizagdo de

solventes eutécticos na extracdo de outros compostos fendlicos.

Dai et al. (2013b) testaram tambem diversos solventes, efetuando as extraces de compostos
fenolicos a temperatura de 40 °C, durante 1 h, a partir da fonte vegetal Carthamus tinctorius
L.. Os resultados obtidos revelaram que, dependendo dos compostos alvo, os rendimentos de
extracdo sdo mais elevados utilizando os solventes prolina - acido mélico (75 %) ou acido

lactico-glucose-agua (75 %).

Wei et al. (2015b) utilizaram a técnica de micro-ondas para a extracdo de quatro flavonoides
principais a partir de Radix Scutellariae L.. Neste caso, o solvente CC — &cido latico (1:2)
mostrou ser o solvente mais eficiente utilizando uma razéo S/L de 50 g/L, durante 10 min, um

teor em agua de 20 %, a 55 °C.

Wei et al. (2015a) descreveram a extragdo com micro-ondas de nove compostos fenolicos a
partir de folhas de Cajanus Cajan (L.) Millsp., onde o maior rendimento foi obtido através do
solvente CC - maltose (1:2) As restantes condi¢es 6timas de extracdo foram: teor em agua de
20 %, a temperatura de 60 °C, com um tempo de extracdo de 12 min e uma razdo S/L de 33
o/L.

Cui et al. (2015) também utilizaram a espécie Cajanus Cajan (L.) Millsp. para estudaram a
eficiéncia de extracdo de flavonoides especificos, tais como gestinina, genisteina e apigenina,
utilizando o método assistido por micro-ondas. O solvente CC - 1,6 — hexanodiol (7:1)
resultou numa extracdo mais eficiente. O desempenho ideal foi a temperatura de 80 °C,

durante 11 min, com um teor de &gua de 30 % e uma razéo S/L de 71 g/L.

Park et al. (2014) relatam a extracdo assistida por ultrassons de dois acidos fendlicos a partir
de Herba Artemisiae Scopariae. Estes autores testaram doze solventes eutécticos diferentes,
entre 0s quais, cloreto de colina e um alcool, e um acido organico, assim como também um
sal e um alcool, cloreto de tetrametilamoénia com um fenol, e com um é&cido organico.
Posteriormente, foram ainda testados brometo trifenilmetilfosfonio com um é&lcool, e uma
amida, variando as propor¢bes entre o0s solventes, tendo o solvente cloreto de
tetrametilamonio — ureia (1:4) misturado com metanol-agua (60:40, v/v) sido considerado o
melhor solvente. As condigdes 6timas foram obtidas a uma concentracéo de 50 % de solvente,

a uma temperatura de 80 °C, durante 30 min, com uma razéo S/L de 100 g/L.




Por ultimo, os autores Peng et al. (2016) relatam o estudo da extra¢do assistida por micro-
ondas de cinco &cidos fenolicos, a partir de Lonicera japonica Thunb., utilizando diferentes
solventes como cloreto de colina com um &lcool, uma amida, um acido organico, e um alcool
de acucar, assim como também acidos organicos com um actcar. O solvente CC — 1,3 —
butanodiol (6:1) exibiu melhor rendimento de extracdo, relativamente a todos os solventes
usados, a uma temperatura de extracdo de 60 °C, durante 20 min, com uma percentagem de
agua de 10 % e uma razdo S/L de 111 g/L.

Em suma, a técnica de extracao de flavonoides e de outros compostos fendlicos mais utilizada
foi a extracdo assistida por micro-ondas. A gama de temperaturas para um desempenho 6timo
situou-se entre 40-80 °C, para um tempo de extracdo entre 2 min e 1 h, uma razao S/L entre
30-111 g/L e um teor em agua entre 10-50 % (v/v).
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Tabela 1.3. Revisdo bibliografica sobre a extracdo de outros compostos fendlicos utilizando solventes eutécticos, diferentes técnicas e condi¢des

de extracao.

Composto Fonte natural

Técnica de extracao e solvente 6timo

Referéncia

Hidroxi Safflor amarelo A, Cartamina, Cartormina Carthamus tinctorius L.

Agitagdo mecénica
Prolina — &cido malico — 4gua
% (v/v) de &gua = 25 %
Acido lactico — glucose — agua
% (v/v) de &gua = 25 %

Dai et al. (2013b)

Baicalina, Wogonoside, Baicaleina, Wogonina Radix Scutellariae L.

EAM
CC - 4cido latico (1:2)
% (v/v) de agua: 20 %

(Wei et al. 2015b)

Glucésido de flavonoide (orientina, apigenina-6,8-di-C-a-L-
arabindsido)

Agliconas de flavonoides (luteolina, cajanol, pinostrobina,
chalcona pinostrobina)

Estilbenos (longistilina C, acido cajaninstilbeno)
Cumarina (cajanus lactona)

Cajanus Cajan (L.) Millsp.

EAM
CC - maltose (1:2)
% (v/v) de agua: 20 %

(Wei et al. 2015a)

Gestinina, Genisteina, Apigenina Cajanus Cajan (L.) Millsp.

EAM
CC - 1,6 — hexanodiol (7:1)
% (v/v) de agua: 30 %

(Cui et al. 2015)

Acidos fendlicos (acido clorogénico, acido cafeico) Herba Artemisiae scopariae

EAU

Cloreto de tetrametilaménio - ureia (1:4) +
metanol-agua (60:40, v/v)

(Park et al. 2014)

Acidos fendlicos (acido clorogénico, acido cafeico, acido 3,5-
dicafeoilquinico, cido 3,4- dicafeoilquinico, &cido 4,5-
dicafeoilquinico)

Lonicera japonica Thunb.

EAM
CC — 1,3 — butanodiol (6:1)
% (v/v) de agua: 10 %

(Peng et al. 2016)

EAM - Extracdo assistida por micro-ondas; EAU - Extracdo assistida por ultrassons.
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O desempenho dos solventes eutécticos na extracdo de compostos fendlicos devera ser
comparado aos solventes convencionais. Dos artigos estudados, o solvente convencional mais
utilizado foi o etanol contendo diversas propor¢des de agua. Foram também utilizados outros
solventes tais como metanol (Nam et al. 2015), acetonitrilo:dgua (30:70, v/v), n-hexano,
metanol — HCI (100:1), acetato de etilo (Bi et al. 2013) e agua (Dai et al. 2013b; Nam et al.
2015).

Como referenciado na bibliografia, o rendimento de extracdo quimica depende, ndo s6 da
utilizacdo de solventes com diferente polaridade como também do tempo de extracao,
método, temperatura, razao sélido-liquido, bem como da composicéo quimica e caracteristicas
fisicas das amostras. Desta forma, foram aplicados diversos métodos na extracdo de
compostos fenodlicos a partir de plantas, tendo o método assistido por ultrassons o mais
utilizado, a uma temperatura de 60 °C, entre 25-45 min. No entanto, foram também aplicados
outros métodos de extracdo: o método de calor por refluxo durante 40 min (Bi et al. 2013), a
agitacdo mecéanica a uma temperatura de 40 °C durante 1 h (Dai et al. 2013b), extracdo por
micro-ondas a uma temperatura entre 0s 55-60 °C durante 10-12 min (Wei et al. 2015b), e por
ultimo, o método de cavitacdo de pressdo negativa com um tempo de extracdo de 20 min sob
uma temperatura de 60 °C (Qi et al. 2015).

1.4. Atividade antioxidante

Um radical livre é definido como qualquer espécie que possui um ou mais eletrdes
desemparelhados na orbital exterior (Carocho & Ferreira 2013). Uma vez que os eletrdes séo
mais estaveis quando emparelhados, os radicais livres apresentam maior reatividade com

outras espécies quimicas (Gawlik-dziki et al. 2013).

No entanto, em concentragdes baixas ou controladas, as espécies reativas sdo essenciais para a
existéncia e o desenvolvimento das células, estando envolvidas em Vvarios processos
fisiologicos (Fang et al. 2002). Os radicais livres, quando em excesso, afeta o equilibrio entre

0s mesmos e as defesas antioxidantes, e nestes casos, ocorre o stresse oxidativo (Valle 2011).

O elevado potencial antioxidante dos alimentos de origem vegetal é bastante benéfico para a

salde humana, muitas vezes associado as propriedades dos compostos fenolicos que
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constituem essas, mesmas, matrizes (Gawlik-dziki et al. 2013). Neste trabalho foram
empregues quatro ensaios, de forma a avaliar a capacidade antioxidante da amostra em

estudo, posteriormente, é feita uma breve analise dos mesmos.
1.4.1. Poder redutor

Este ensaio tem como intuito medir a capacidade de um dado antioxidante, reduzindo o
complexo Fe(lll)/ferricianeto [FeCla/KsFe(CN)s]” a Fe(ll), forma ferrosa. Assim sendo,
dependendo do poder redutor dos compostos, a cor amarela da solucdo do ensaio altera-se
para os tons de verde-escuro, e pode ser medida espetrofotometricamente a 690 nm (Reis et

al. 2011). A reacdo de reducdo processa-se de acordo com as seguintes equacoes:

K3Fe(CN)g - 3K™ + Fe(CN)3~ (1)
Fe(CN)Z™ + antioxidante — Fe(CN)¢~ + antioxidante oxidado (2)
Fe(CN)¢™ + Fe3*t — Fe[Fe(CN)6]™ (3)

1.4.2. Atividade captadora de radicais — DPPH

O método de DPPH, radical de 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo, é um radical livre estavel devido
a deslocalizacdo do eletrdo de reposi¢do sobre a molécula como um todo. Esta deslocalizacéo
do radical livre € responsavel pela cor violeta intensa, caracteristica desta molécula,
caracterizada por uma absorvancia a cerca de 515 nm. Quando uma solucdo de DPPH ¢é
misturada com substancias capazes de doar um aomo de hidrogénio, a sua coloracao violeta
vai desaparecendo tornando-se amarelo palido (Zahra et al. 2007). A reacdo do DPPH com

um antioxidante pode ainda ser descrita pela seguinte equacao:

X-+AH > XH+A- 4)

Onde, X - representa o radical DPPH e AH representa os antioxidantes presentes na amostra.

Com o propésito de avaliar a atividade antioxidante a partir da captacdo de radicais livres,
monitoriza-se a alteracdo na absorvancia de radicais DPPH. A percentagem de captacdo de
radicais DPPH ¢é calculada utilizando a seguinte equac&o:
Agr — A
% captacdo de radicais DPPH = (aTA—dr) * 100 (5)

ar

Em que, A, é a absorvancia da solucdo de DPPH e A, € a absorvancia da solucdo na

presenca da amostra (Heleno et al. 2010).
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1.4.3. Inibi¢do da descoloragdo do [-caroteno

Este método baseia-se em medi¢des espetrofotométricas da descoloragdo do B-caroteno,
avaliando a capacidade de inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacao do acido
linoleico (Amarowicz et al. 2004). As reacfes que envolvem o ensaio ocorrem segundo as

reacOes seguintes:

B — Caroteno — H (laranja) + LOO -— 3 — Caroteno - (descolorado) + LOOH (6)
B — Caroteno — H(laranja) + LOO - +AH — B — Caroteno — H(laranja) + LOOH+ A-  (7)

Onde, LOO- representa o radical livre linoleato. Este mecanismo estd, envolvido na
descoloracdo dos carotenoides através da oxidacdo térmica, ou seja, estes perdem a sua cor
laranja devido a acdo de oxidantes presentes nas amostras (Amarowicz et al. 2004). O mesmo

pode ser verificado a 470 nm.

Desta forma, quanto maior a quantidade de antioxidantes nas amostras, menor sera a
descoloragdo do B-caroteno. A inibigdo da descolora¢do do B-caroteno foi calculada através

da equacéo:

- . Ar=2n
Inibicdo da descoloragao (%) = [(A

) 100 ] (8)

t=0h

1.4.4. Inibicéo da peroxidacao lipidica

A inibicdo da peroxidacdo lipidica (TBARS) em homogeneizados cerebrais é uma
consequéncia da peroxidacdo lipidica, pois as células cerebrais sdo altamente sensiveis aos
danos oxidativos, uma vez que consumem muito oxigénio (Chong et al. 2005). Este método
baseia-se na constatacdo de que durante a oxidacdo da maioria dos sistemas bioldgicos, sdo

formadas pequenas quantidades de MDA (Malondialdeido).

Assim, a peroxidacgéo lipidica pode ser determinada pela medicdo dos produtos de oxidagédo
que reagem com o acido tiobarbitarico (TBA) para formar substancias que apresentam
coloracédo rosada com o aquecimento, genericamente designados como substancias reativas do

acido tiobarbiturico, sendo acompanhada por espectrofotometria em 532 nm.

O TBA em associagdo com o0 MDA, na presenca de ides H+, forma um cromogéneo (MDA-

TBA). Desta forma, existem duas fases fulcrais nesta reacdo, inicialmente, a solucdo que

14



contém o antioxidante é oxidada devido a adicdo de um ido metalico, como o ferro ou o
cobre, e seguidamente, a extensdo desta oxidagdo é feita pelo &cido tiobarbiturico, de modo
que uma solugdo contendo um antioxidante ird interromper a oxidacdo (Antolovich et al.
2001). A inibicédo é avaliada medindo a intensidade da cor do composto (MDA-TBA), a 532

nm e, calculada, de acordo com a seguinte expressao:

A—-B
Inibicdo da peroxidagio lipidica (%) = [(T) ]+ 100 )

Em que, A é a absorvancia do controlo, e B a absorvancia da solucdo da amostra.

1.5. Avaliagdo da hepatotoxicidade dos extratos

A toxicidade é um dos pardmetros cruciais para a avaliacdo de resposta bioldgica e do
potencial lesivo que pode levar a morte de células ou tecidos. Deste modo, para a avaliacdo da
toxicidade dos extratos e do solvente puro, em células ndo tumorais, utilizou-se uma cultura
primaria (PLP2) obtida a partir de células de figado de porco de modo a verificar a presenca
ou a auséncia de toxicidade por parte do extrato em estudo, utilizando o ensaio da
sulforodamina B (SRB). O ensaio é um método simples e rapido, que consiste na capacidade
da SRB se ligar aos componentes proteicos das células fixadas pelo &cido tricloroacético,

independentemente da atividade metabolica das células (Skehan et al. 1990).
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Capitulo 2. Materiais e métodos

Neste capitulo serd abordado o trabalho experimental, referindo os materiais e métodos

usados.
2.1. Preparacdo de solventes eutécticos para os ensaios de extracao
2.1.1. Materiais

Na Tabela 2.1 apresentam-se a formula quimica, a pureza, o ponto de fusdo e o fabricante dos
compostos quimicos utilizados neste trabalho para a preparagao dos solventes.

Tabela 2.1. Origem, pureza e ponto de fusdo dos solventes utilizados.

Composto Foérmula quimica Pureza Ponto de fuséo Fabricante
!
H*C\I*OH
- Analar normapur —
H 9 (0] H 0
Glucose Nl N 20,99 % 146°C VWR chemicals
ZE WG
OH “c—=C OH
H O
CH;
|
Cloreto de colina [t 1 st o >0,99 % 302°C ACros organics
CH-
CH:0H
1 o CHOH
o Analar normapur- —
o HLOH 0 0 .
Sacarose = I o > 0,99 % 186 °C VWR chemmicals
OH
1,2 - Propanodiol )\/OH >0,99 % -59°C Sigma-Aldrich
Glicerol HO/\I/\OH >0.99 % 17,8 °C Fisher chemicals
OH
e 12,9 °C
Etilenoglicol HO/C‘“ ~OH >0.99 % e Carlo Erba Reagents

IO
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Os DES preparados resultam da combinacdo do cloreto de colina com um &lcool (glicerol,
etilenoglicol ou 1,2-propanodiol) ou com um agucar (glucose ou sacarose). Posteriormente,
testaram-se ainda os solventes puros, sempre que estes se encontrassem no estado liquido a
temperatura ambiente. Por fim, testou-se ainda alguns solventes puros em conjunto com uma

proporcao de dgua de 20 % (w/w).

2.1.2. Preparacéo dos solventes eutécticos

Neste estudo, foi utilizado o método de aquecimento e de agitacdo para a preparacdo dos
solventes eutécticos (DES). A mistura foi aquecida a 60 °C sob agitagdo constante durante
cerca de 30 min até a formacdo de uma solucdo homogenea. Adicionalmente, as diversas
solucdes de DES foram preparadas por diluicdo de diferentes percentagens de agua

desionizada.

2.1.3. Titulacdo por Karl-Fisher

As solucbes aquosas foram preparadas em massa, utilizando uma balanca analitica, Denver
Instrument, com incerteza de + 0,1 mg. A quantidade de agua nos solidos foi avaliada pelo
método de Karl-Fischer. Os valores obtidos foram tidos em consideracdo na preparacdo das

solucgdes aquosas de cada um dos compostos.

2.2. Preparagéo de amostras

As amostras da planta Asparagus acutifolius L. (corruda-menor, espargo-bravo-menor ou
espargo-silvestre-menor) foram recolhidas no mercado comercial. Os brotos de espargos
correspondem a jovens hastes que brotam a partir do rizoma de metro, e tém mais ou menos
20 cm de comprimento. As amostras foram liofilizadas e mantidas nas melhores condigdes,
por refrigeracdo, num recipiente hermético de modo a ndo adquirir humidade, para uso

posterior (Barros et al. 2011).
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2.3. Extragdo por maceragio

A partir de uma combinacdo de experiéncias com variaveis individuais, considerando as
extracOes anteriores efetuadas no nosso laboratorio e material bibliografico, as variaveis
relevantes e os intervalos necessarios foram selecionados e testados para a técnica de extracao
por maceragdo. As amostras liofilizadas em p6 (300 mg) foram colocadas num frasco com o
solvente apropriado (10 mL). O frasco foi colocado hum banho de agua com termostato para
o controlo da temperatura (30 °C) com uma agitacdo eletromagnética continua, através de
uma placa submersivel de agitacdo magnética (Microstirrers, Thermo Scientific, USA),

durante o periodo de tempo desejado (1 h).

As condicOes descritas anteriormente foram as iniciais sendo estas, posteriormente,
otimizadas de acordo com a Tabela 2.2, que apresenta os valores codificados para 0s

intervalos selecionados das variaveis testadas no processo de otimizagdo da extragéo.

2.4. Analise quantitativa da rutina por espectrofotometria UV-Vis

No fim da extracdo, adicionou-se 30 mL de agua, de forma a diluir o extrato quatro vezes. De
seguida, verteu-se o conteudo do frasco para tubos de falcon e levou-se a centrifugar, a uma
temperatura de 25 °C, 4000 rpm, durante 10 minutos. A amostra assim diluida foi filtrada
através de um filtro descartavel LC de @150 mm, transferida para uma cuvete de quartzo para
posterior analise por espectrofotometria UV-Vis. Na Figura 2.1 apresenta-se uma

representacdo esquematica das etapas fundamentais.

Figura 2.1. Representacdo esquematica do processo de extragdo: A) Juncdo do solvente +
planta; B) Processo de extracdo, no banho a 30 °C, através de placas de agitacdo; C) Amostras
de solugdes do extrato para analise por UV-Vis.
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Foi utilizado o espectrofotometro (UV-Vis), da marca SPERCORD 200, pertencente ao
Laboratdrio de Quimica e Bioquimica Aplicada da Escola Superior Agréria, com células de
quartzo de 10 mm. Neste método, a absorvancia da amostra é medida a um comprimento de
onda de 370 nm, contra um branco. Caso a absorvancia, lida pelo espetrofotdmetro, seja
superior a 1, dilui-se o extrato de novo quatro vezes. As analises foram efetuadas em

duplicado.

Figura 2.2. Espetrofotometro (UV-Vis) da marca SPECORD 200 usado neste trabalho.

2.5. Anélise quantitativa da rutina por HPLC-DAD

No fim da extracdo, retirou-se 1 mL da solugé@o de extrato para um eppendorf, levando-se a
centrifugar. Posteriormente, e de forma a diluir o extrato para metade, retirou-se 500 pL do
sobrenadante do extrato centrifugado e adicionou-se 500 pL de dgua. A amostra assim diluida
foi filtrada através de um filtro descartavel LC de 0,22 pum, transferida para um vial de injegao

para posterior analise por HPLC-DAD.

Segundo o perfil fendlico da amostra, previamente, caracterizado pelo grupo de investigacao
da Professora Isabel Ferreira usando o equipamento HPLC-DAD (Barros et al. 2011),
recorreu-se a monitorizacdo das extracdes atraveés da analise nas mesmas condic¢des. Os
extratos fenodlicos foram avaliados utilizando um cromatografo Shimadzu 20A serie UFLC
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo), com uma bomba quaterndria, um detetor de arranjo de
diodos (DAD) e uma coluna Waters Spherisorb S3 ODS-2 Cig (3 um, 4,6 x150 mm), mantida
a 35 °C (ver Figura 2.3).
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Figura 2.3. Equipamento HPLC-DAD.

Foram utilizados os seguintes solventes: solucdo aquosa de acido férmico a 0,1% (solvente A)
e acetonitrilo (solvente B). O gradiente de elui¢do foi estabelecido a 15% de B durante os
primeiros 5 min 25% de B de 5 a 10 min, 35% de B de 10 a 20 min, isocratica com 40% de B
durante os 20 min até aos 35 min, 15% de B dos 35 min até aos 55 min. Foi utilizado um
caudal de 0,5 mL/min, sendo a detecdo realizada online no DAD, utilizando 370 nm como

comprimentos de onda.

A rutina foi caracterizada de acordo com o seu espetro UV e tempo de retencdo, em
comparacao com os padrdes. A elevada capacidade das extracdes foi determinada pela analise
guantitativa, através da curva de calibracdo de 3-O-rutindsido de quercetina (rutina). Os

resultados foram expressos em mg/g de material seco.

2.6. Otimizacdo do processo de extracdo utilizando a metodologia de superficie de

resposta

Inicialmente, efetuou-se uma selecdo preliminar de solventes eutécticos, fixando as restantes
condicdes de extracdo ja adotadas no método convencional: tempo de extracdo de 1 hora,
razdo solido-liquido 30 g/L e temperatura de 30 °C. Apds a selecdo do solvente mais
adequado, aplicou-se uma metodologia de superficie de resposta (RSM) de forma a otimizar
as condi¢Oes experimentais do método de extracdo de maceracdo, tal como se descreve nas
seccOes seguintes. Na Figura 2.4 apresenta-se uma sequéncia esquematica do trabalho levado

a cabo para otimizar a extracdo de rutina.
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Preparacdo da planta

Metodologia de superficie de resposta

a) Temperatura T/°C)
Variaveis b) Tempo t/min
¢) Proporcdo de solvente S/%

Extracdo

CondicGes e intervalos naTabela 2.2
10 mL e 30 g/L por condicao

Centrifugacao

Residuos Sobrenadante
Descartar
Resposta
CondicGes 6timas o
deT teS Variavel Unica
Andlise do efeito da
razdo S/L

Identificacéo e
quantificagdo da rutina

HPLC-DAD

Figura 2.4. Sequéncia esquematica do trabalho de otimizacdo das condi¢des de extracdo da
rutina.

2.6.1. Planeamento experimental

A partir de testes preliminares, selecionaram-se trés varidveis como sendo as mais relevantes
no processo de extracdo: tempo (t, min), temperatura (T, °C) e propor¢édo de solvente (S, %).
Essas varidveis foram estudadas efetuando uma anélise multivariavel através de critérios
experimentais de RSM (Box et al. 1957). Inicialmente, aplicou-se uma metodologia de
superficie de resposta a trés variaveis conhecida como planeamento composto central
circunscrito (CCCD) para otimizar as condi¢des de extracdo dessas variaveis. Nesta primeira

abordagem todas as condi¢des que maximizaram a resposta foram bem detetadas.
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De forma complementar, efetuou-se o planeamento fatorial completo (FFD) de duas varidveis
(t e T), de forma a verificar a sua resposta interativa e confirmar os valores 6timos obtidos.
Deste modo, os dois modelos de planeamento experimental utilizados na otimizacdo das

condicdes de extracdo de rutina foram os seguintes:

a) Para a anélise das trés variaveis (X1-3) foi utilizado um planeamento composto central
circunscrito (CCCD). Neste modelo, os pontos experimentais sdo gerados numa esfera em

torno do ponto central, exigindo 5 niveis de cada fator e 3 repeticGes por cada preparacéo.

b) Para a analise de duas variaveis (Xi-2) foi utilizado um planeamento fatorial completo
(FFD), com trés repeticbes por condigdo. A estrutura de um FFD implica que todas as

combinac@es de trés valores para cada fator sejam estudadas (minima, média e maxima).

Na Tabela 2.2 apresenta-se o dominio experimental e a codificacdo das varidveis

independentes relativas aos dois modelos de planeamento experimental.

Tabela 2.2. Dominio experimental e codificacdo das variaveis independentes das abordagens
CCCD e FFD.

Valores naturais

Valores codificados

t (min) T(°C) S (%)
A) Modelo composto central circunscrito (CCCD)
-1.68 30 30 0
-1 54,2 42,2 20,2
0 90 60 50
+1 125,8 77,8 79,8
+1.68 150 90 100
B) Modelo fatorial completo (FFD)
-1 55 60 --
0 85 75 --
+1 115 90 -

2.6.2. Modelo matematico

Independentemente da metodologia RSM utilizada (com duas ou trés variaveis), o modelo

para a analise das respostas produzidas € a seguinte equagéo polinomial de segunda ordem:

Y :b0+zn:bixi +n§:zn:bijxixj +Zn:biixi2 (10)
i1 T j=2 i—1

j>i

Onde Y é a variavel dependente (variavel de resposta) para ser modelado, X; e X; definem as

variaveis independentes, bo é 0 coeficiente constante, bi é o coeficiente de efeito linear, bjj é o

22



coeficiente de efeito de interacdo, bii € o coeficiente de efeito quadratico e n € o nimero de
variaveis (Box & Hunter 2005). Embora os parametros estatisticos consistentes do modelo
assim obtidos sejam empiricos, sdo bastante (teis para prever os resultados de condicdes de

operacdo nao testadas (Pinela et al. 2016).

O sinal do efeito marca o desempenho de resposta. Desta forma, quando um destes fatores
tem um efeito positivo, a resposta € superior a um nivel elevado e quando um fator tem um
efeito negativo, a resposta € mais baixa no nivel elevado. Quanto maior for o valor absoluto

de um coeficiente, mais importante é o peso da variavel correspondente (Heleno et al. 2016).
2.6.3. Procedimento simplex de otimizacao das variaveis para uma resposta maxima

Para otimizacdo das condi¢des de extracdo, as respostas paramétricas produzidas pelo modelo
foram integradas através de uma ferramenta simplex para resolver problemas nédo-lineares
(Heleno et al. 2016;Pinela et al. 2016) e encontrar os valores das varidveis que irdo
maximizar a extracdo de rutina. Colocaram-se limitagdes nos valores das variaveis
codificadas de modo a evitar condi¢fes ndo naturais (i.e., tempos inferiores a 0 ou valores de
S superiores a 100 %).

2.7. Analise da dose-resposta da razdo sélido/liquido

Nas condigdes otimas de tempo (X1, t), temperatura (X2, T) e proporc¢éo de solvente (X3, S), foi
efetuada uma analise dose-resposta da razéo solido/liquido (Xs, razéo S/L) para descrever o
seu comportamento. A descricdo do efeito de resposta (R) em funcéo da variacdo da razéo S/L
é realizada através da equacdo de Weibull (Murado & Prieto, 2013; Weibull & Sweden,

1951), com algumas modifica¢Oes apropriadas aos objetivos pretendidos, da seguinte forma:

R=K{l—exp[—In2(t/m)*]} (11)

Onde K é a assintota, m € a dose necessaria para 50 % de resposta (meia-vida) e a é um

parametro de forma relacionado com o declive maximo da resposta.

Podem obter-se dois parametros adicionais e significativos a partir da EQ.[12] que

correspondem a velocidade méaxima (v) e a fase de atraso (A), como se segue:

a—1

Ka 1
v = T(ln 2)aG%exp(—G), onde G = (12)

a
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1 e G—-1
A= Tan[Ga-FW] (13)

Na Tabela 2.3 apresenta-se o estudo da variavel razao S/L para detecdo do ponto de saturacédo

na extragéo da rutina.

Tabela 2.3. Andlise da varidvel razdo S/L para a detecdo do ponto de saturacdo da extracdo
da rutina nas condicGes 6timas encontradas, previamente analisadas por RSM.

Ensaios 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Xa: SIL (9/L) 5 15 30 40 50 60 70 80 90 100 150

2.8. Analise estatistica

Todos os procedimentos apropriados, estimativas dos coeficientes e calculos estatisticos
foram realizados usando a Microsoft Excel e as ilustracGes graficas apresentadas foram
desenvolvidas no software DeltaGraph V6. A analise apropriada e a estatistica dos resultados

experimentais, de acordo com as equacdes propostas, foram realizadas em quatro fases:

- Determinacdo dos coeficientes: as estimativas paramétricas foram obtidas pela minimizacéao
da soma das diferencas quadraticas entre os valores observados e previu - modelo, usando o
método dos minimos quadrados ndo-lineares (quasi-Newton), método fornecido pelo Solver
no Microsoft Excel 2003 (Kemmer & Keller 2010), o qual permite um teste rapido das
hipoteses e das suas consequéncias (M. A. G. Murado & Lage 2013).

- Coeficiente de significancia: A determinacdo dos intervalos paramétricos fiaveis foram
feitos usando o 'SolverAid' (Prikler, 2009). O modelo foi simplificado, deixando os termos

que ndo foram estatisticamente significativos a o = 0.05.

- Outros critérios de avaliacao estatistica: Para voltar a verificar a uniformidade do modelo
RSM foram aplicados os seguintes critérios: (a) A macro ‘SolverStat’(Comuzzi et al. 2003), o
qual é usado para a avaliagio de parametros e uma previsio das incertezas do modelo; (b) R? é
interpretado como a percentagem de variabilidade da variavel dependente explicada pelo
modelo; (c) Coeficientes ajustados de determinacdo multipla (R%g) 0 qual é usado uma
correcdo para R, tendo em conta o nimero de variaveis utilizadas no modelo; (d) Os fatores de

precisdo de todas as equagdes foram calculados para avaliar a qualidade dos acessorios para
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os dados experimentais, como o erro médio quadratico (MSE), o Root Mean Square dos erros
(RMSE) e o erro percentual médio absoluto (MAPE); (e) O coeficiente de Durbin-Watson
(DW) para verificar se os residuos do modelo ndo s@o auto-correlacionados; e, (f) A andlise

da tabela de variancia (ANOVA) para avaliar o poder explicativo das variaveis.

2.9. Avaliacao da atividade antioxidante nas condi¢fes 6timas de extracdo de rutina
2.9.1. Preparacdo da amostra

Os extratos fenolicos foram preparados a partir de amostras de espargos liofilizados. A

informacdo dos espargos utilizados encontra-se descrita no Capitulo 1.

As extracBes foram realizadas por agitagdo magnética de 150 mg da amostra com 10 mL de
solvente, como referido anteriormente, durante 85 minutos, sendo o extrato obtido filtrado
através de filtros de papel Whatman N° 4. Foram utilizadas diferentes concentracdes de
extratos (15-0,47 mg/mL) para encontrar os valores de ECso (concentragdo de amostra
responsavel por 50 % da atividade antioxidante ou 0,5 de absorvancia no ensaio do poder

redutor). Em todos os ensaios foi utilizado o trolox como controlo positivo.

A partir da solucdo inicial foram preparadas vérias solu¢cdes com concentracdes distintas
através do método das diluigcdes sucessivas. Na Figura 2.5 podem observar-se as diluicGes
efetuadas para o 1,2-propanodiol puro e para solvente de referéncia, MeOH:H>0 (80:20, v/v).

As solucgdes diluidas foram utilizadas na realizagdo do estudo da atividade antioxidante.

Figura 2.5. Fotografia das soluc@es diluidas utilizadas no estudo da atividade antioxidante.

Posteriormente, recorreu-se a quatro ensaios in vitro para avaliar a atividade antioxidante das
amostras, sendo eles denominados de poder redutor, efeito captador de radicais livres,
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inibi¢ao da descoloragdo do P-caroteno e inibicdo da peroxidagdo lipidica - TBARS.
Seguidamente seré realizada, mais detalhadamente, uma descri¢do de cada método.

2.9.2. Métodos para avaliacdo da atividade antioxidante
2.9.2.1. Poder redutor

As diferentes concentragdes de extrato (500 pl) foram misturadas em eppendorfs, com 500 pL
de tampao de fosfato de sédio (pH=6,6, 200 mM) e 500 pL de ferricianeto de potassio (1 %
m/v). A mistura foi incubada a 50 °C durante 20 min e, posteriormente, foi adicionado 500 pL
de &cido tricloroacético 10%. De seguida pipetou-se 800 uL do sobrenadante dos eppendorfs
em microplacas de 48 pocos juntamente com 800 ul de dgua desionizada e 160 pL de cloreto
férrico. A absorvancia foi medida a 690 nm no leitor de microplacas anteriormente

mencionado.
2.9.2.2. Atividade captadora de radicais — DPPH

Esta metodologia foi realizada utilizando uma microplaca de 96 pogos. A mistura de reacdo
em cada um dos pocos foi constituida pelas diferentes concentracfes de extrato (30 pL) com
270 pL da solugdo metandlica de DPPH (6x10°mol/L). Cada mistura foi deixada em repouso,
durante 60 min, ao abrigo da luz. A reducédo do radical DPPH foi determinada por medicdo da
absorvancia a 515 nm no leitor de microplacas ELX800 (equipamento Bio-Tek, Inc.,
Winooski, VT, USA).

2.9.2.3. Inibi¢do da descoloragdo do p-caroteno

Preparou-se uma solugdo de B-caroteno por dissolu¢cdo em cloroférmio. Posteriormente,
transferiu-se 2 mL desta solugcdo para um baldo de 100 mL de fundo redondo. Apds a
remocdo do cloroférmio a 40 °C, sob vacuo, adicionou-se ao baldo sob agitagdo vigorosa, 400
mg de emulsificador Tween 80, 40 mg de &cido linoleico e 100 mL de &gua destilada.
Transferiram-se 4800 pL da emulsdo para tubos de ensaio, previamente preparados, contendo
200 ul das diferentes concentracbes de extrato e foi medida a absorvancia a 470 nm.
Posteriormente, os tubos foram incubados a 50 °C, com agitacdo de 50 rpm durante 120 min,
e de seguida foi feita a leitura da absorvancia a 470 nm ao fim de 120 min (ti20) com prévia

agitacdo dos tubos.

26



2.9.2.4. Inibicdo da peroxidacao lipidica

Utilizou-se tecido cerebral de porco dissecado e homogeneizado com tampéo Tris-HCI (20
mM, pH 7,4) e apds centrifugacdo a 3000g durante 10 minutos numa centrifuga refrigerada.
Seguidamente, pipetou-se 200 uL de cada solugdo de extrato, 100 ul de acido ascorbico, 100
ul de sulfato de ferro e 100 pL de sobrenadante da suspensdo de cérebro de porco em cada
tubo de ensaio. A mistura foi depois incubada durante 1 h a 37,5 °C num banho
termostatizado. Ao fim deste tempo, a reagdo foi interrompida pela adi¢do de 500 uL de acido
tricloroacético (28 %, w/v). Posteriormente, foram adicionados 380 pL de acido tiobarbitdrico
a 2 %. A mistura foi aquecida a 80 °C durante 20 min, e seguidamente, centrifugada a 3000g
durante 5 min e medida a absorvancia do sobrenadante no espectrofotémetro, j& mencionado,

a um comprimento de onda de 532 nm.
2.9.3. Analise estatistica dos ensaios de avaliacdo da atividade antioxidante

Cada ensaio de avaliacdo da atividade antioxidante foi realizado em triplicado e os resultados
foram expressos como valores médios + desvio padrdo (DP), respetivamente. Os resultados
foram analisados por um teste t-student porque havia menos de trés grupos de resultados com

a = 0,05. Este tratamento estatistico foi efetuado utilizando o programa SPSS v. 20.0.

2.10. Citotoxicidade

Preparou-se uma cultura de células primarias a partir de figado fresco de porco, obtido num
matadouro local, designada por PLP2 (porcine liver primary cell culture). Os tecidos foram
lavados em solucdo salina de Hank contendo 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina e dividido em explantes de 1x1 mm?3. Posteriormente, os explantes foram
colocados em caixas de cultura com meio DMEM suplementado com SFB (10 %), 2 mM de
aminoacidos ndo essenciais, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, e
seguidamente colocados na incubadora. O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias,
monitorizando-se, usando um microscopio invertido (Icon Eclipse Ts 100). As células foram
transferidas para uma placa de 96 pogos com uma densidade de 1x10* células/pogo, e
cultivadas em meio DMEM com 10 % de SFB, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina. As células foram tratadas com diferentes concentracdes de amostra e realizou-

se 0 teste SRB (0,1 % em 1 % acido acético). A elipticina foi utilizada como padréo.
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Capitulo 3. Resultados e discussao

Os resultados obtidos utilizando solventes eutécticos serdo comparados com os resultados de
uma extracdo convencional com metanol:dgua (80:20 %, v/v). Assim, na primeira secgao,
apresenta-se essa informacdo que sera utilizada como referéncia na restante discussdo dos

resultados.

Na seccdo 3.2, apresentam-se os resultados da extracdo utilizando solventes eutécticos.
Inicialmente, foram efetuados ensaios com diversos solventes, fixando a razdo solido-liquido,
o tempo de extracdo e a temperatura. Depois, apresentam-se 0s resultados da otimizacéo do
processo de extracdo para o solvente com melhor desempenho na etapa preliminar de selecéo,

utilizando uma metodologia de superficie de resposta.

Finalmente, na seccdo 3.3, apresentam-se os resultados da avaliacdo da atividade antioxidante
do extrato obtido em condi¢Ges 6timas de extracdo através de quatro métodos de ensaios:
efeito captador de radicais livres (DPPH), poder redutor, inibi¢do da descoloragdo do B-
caroteno e inibicdo da peroxidacdo lipica (TBARS). Nesta sec¢do foi ainda avaliada a

citotoxicidade do solvente 6timo em células normais.

3.1. Extracéo convencional

Barros et al. (2011) apresentaram os resultados da extracdo convencional de Asparagus
acutifolius, a temperatura ambiente, com metanol:agua (80:20%, v/v), e descreveram um
perfil fendlico constituido por trés flavonoides e um acido fendlico, sendo a rutina (3-O-

rutindsido de quercetina) o composto fendlico mais abundante.

O perfil obtido nas extracbes das amostras de Barros et al. (2011) foi igual ao perfil obtido
neste estudo nas mesmas condicfes e que se encontra representado na Figura 3.1. Tal como se
pode observar, o pico de maior intensidade (pico 1) corresponde a 3-O-rutindsido de

quercetina (rutina).
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Figura 3.1. Perfil de compostos fendlicos de A. acutifolius, registado a 370 nm, utilizando
metanol:agua (80:20%, v/v) como solvente. Pico 1: 3-O-rutindsido de quercetina.

3.2. Extragédo néo convencional
3.2.1. Selecdo do solvente mais apropriado

Para a selecdo preliminar de solventes eutécticos, foram escolhidos quatro sistemas modelo,
inicialmente descritos por Dai et al. (2013a): glicerol + cloreto de colina + agua na propor¢éao
molar 2:1:1; 1,2-propanodiol + cloreto de colina + &gua na proporcdo molar 1:1:1; glucose +
cloreto de colina + &gua na proporcdo molar 2:5:5; sacarose + cloreto de colina + agua, na
proporcdo molar 1:4:4. Adicionalmente, incluiu-se o sistema etileno glicol + cloreto de colina
+agua (1:1:1).

Dada a elevada viscosidade de alguns destes sistemas, numa segunda fase, estudou-se o efeito
da adicdo de agua, efetuando-se extracdes adicionais com os solventes referidos, contendo 20

% (w/w) de agua.
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Finalmente, testou-se a possibilidade de utilizar os solventes puros, sempre que estes se
apresentassem no estado liquido nas condigdes ambiente. E este o caso dos alcoois glicerol,

etileno glicol e 1,2-propanodiol.

As restantes condicdes de extracdo foram as ja adotadas no método convencional: tempo de
extracdo de 1 hora, razdo solido-liquido 30 g/L a temperatura de 30 °C. Na Tabela 3.1
apresenta-se o rendimento obtido nas diversas extracOes, efetuando a andlise quimica por
espetrofotometria UV-Vis e HPLC-DAD.

Tabela 3.1. Rendimento (Média + DP) obtido na etapa inicial de sele¢do do solvente mais
adequado para a extracdo de rutina.

SOLVENTE (% de agua, m/m) UV-Vis HPLC-DAD
(mg/g) (mg/g)
Glucose:CC:H20 (7 %) 4,06 10,14 1,08 10,05
Sacarose:CC:H;0 (7 %) 5,12 10,17 1,00 10,35
Glicerol:CC:H0 (5 %) 5,45 10,08 3,10 10,14
1,2-Propanodiol:CC:H,0 (7 %) 5,92 +0,03 3,42 10,17
Etilenoglicol:CC:H,0 (8 %) -- 4,13 +0,04
Glucose:CC:H20 (20 %) 5,68 +0,09 3,90 10,06
Sacarose:CC:H20 (20 %) 5,11 10,13 3,31 +0,09
Glicerol:CC:H20 (20 %) 5,40 +0,02 4,20 10,03
Glicerol:CC:H20 (30 %) - 4,29 10,01
1,2-Propanodiol:CC:H>0 (20 %) 5,78 10,06 4,84 10,05
Etilenoglicol:CC:H,0 (20 %) -- 3,84 10,01
Glicerol puro 5,27 +0,01 2,52 +0,01
Glicerol:H20 (20 %) 5,78 10,90 4,54 10,16
1,2-Propanodiol puro 6,61 +0,13 3,28 +0,10
1,2-Propanodiol:H20 (20 %) 6,10 +0,18 5,16 +0,12
Etilenoglicol puro -- 5,28 +0,23
Etilenoglicol:H,0 (20 %) -- 5,15 +0,13
SOLVENTES DE REFERENCIA
H20 4,72 +0,11 2,77 10,01
MeOH:H,0 (80:20, v/v) 6,39 +0,05 4,77 10,01

Relativamente ao estudo destes solventes por analise UV-Vis a um comprimento de onda de
370 nm, é notorio que os valores sdo bastante proximos entre si. Por essa razdo, foi necessario
complementar o método de analise UV-Vis com a analise por HPLC, método mais caro,
contudo menos sujeito a interferéncias dos restantes componentes do extrato. Assim, apés a
analise dos diferentes DES por HPLC, é notoria uma discrepancia entre os valores, sendo que
o melhor solvente dado por UV-vis ndo é o mesmo dado por HPLC. Assim, foram
considerados nesta discussdo apenas 0s resultados obtidos por andlise cromatogréafica

apresentados na Tabela 3.1.
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Em comparagdo com o solvente convencional, metanol:agua (80:20 %, v/v), os solventes com
maior eficiéncia de extracdo foram o etileno glicol puro e as misturas 1,2-propanodiol:agua
(20 %, w/w) e etileno glicol:H20 (20 %, w/w). Dado que o composto etileno glicol & mais
toxico, foi selecionado o solvente 1,2-propanodiol para a fase posterior de otimizacdo das
condigdes de extragdo descrita na sec¢do seguinte. De facto, a mistura 1,2-propanodiol:H,O
(20 %, w/w) exibe uma maior eficiéncia de extragdo, superior ao desempenho do solvente
misto metanol:H20 (80:20, v/v).

A eficiéncia das extracdes, quer para UV-Vis quer para o HPLC, foi determinada através das
curvas de calibracdo de 3-O-rutinésido de quercetina (rutina) preparadas em MeOH:H-O,
utilizando concentragdes conhecidas (Anexo B).

3.2.2. Otimizacdo do processo de extracdo e verificacdo experimental da previsdo dos

resultados do modelo

Foram efetuados estudos preliminares para selecionar as varidveis relevantes e os fatores
instrumentais de modo a centralizar o dominio experimental anterior a aplicacdo do modelo
RSM.

Embora existam estudos anteriores sobre a otimizacdo de extracdo de rutina de outras
matrizes naturais utilizando liquidos i6nicos (Tabela 1.1) ndo foram encontrados trabalhos
qgue descrevam as condicGes de extracdo de rutina de Asparagus acutifolius L., usando
solventes eutécticos. Além disso, devido a diversidade da composicdo das fontes de materiais
utilizados na Tabela 1.1 as condicOes testadas ndo podem ser extrapoladas diretamente na
extracdo de rutina para a Asparagus acutifolius L..

Assim, para encontrar as condi¢des que maximizam a extracdo de rutina, € necessario ter em
conta as variaveis que afetam as extragfes solvente-matriz sélida. Estas varidveis podem ser
divididas em fatores ndo intrinsecos (tipo de solvente, S e razdo S/L) e fatores intrinsecos (t e
T). Foram efetuados testes preliminares para determinar o seu dominio experimental
(mantendo outras constantes) na obtencdo de um modelo RSM adequado através da analise

das suas respostas.
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Em consequéncia, os fatores intrinsecos e ndo-intrinsecos e respetivas gamas selecionados

foram os seguintes:

1)

2)

3)

O tipo de solvente de extracdo é o fator principal na separacao dos compostos pretendidos.
Devido a estrutura quimica da rutina, testaram-se diferentes solventes e misturas de
solventes, tal como descrito anteriormente (Tabela 3.1), selecionando-se 1,2-propanodiol
como solvente de extracdo. Em todos os sistemas, verificou-se que a variacdo da
proporcéo de agua entre 0 e 100 % alterou, significativamente, o rendimento da extragédo
de rutina;

Quanto a razdo S/L, a gama testada foi de 5 a 150 g/L. Pequenos valores podem levar a
uma dissolu¢do mais eficaz, causando uma melhoria de rendimento de extragdo, mas
também a um desperdicio de solvente. Uma elevada razdo S/L resultard num rendimento
de extracdo de rutina inferior e num desperdicio de matérias-primas. Apesar de ser
bastante relevante, optou-se por ndo efetuar a analise da razdo S/L no processo de
otimizagao escolhendo um valor constante de 30 g/L;

Em relacdo as varidveis intrinsecas t e T, a partir de uma pesquisa bibliografica foram
investigados os principais intervalos testados em processos semelhantes (Tabela 1.1), em

combinagdo com uma variavel nos estudos de tempo (mantendo outras constantes).

A partir desta avaliagdo preliminar das variaveis envolvidas na extragdo de rutina, estas foram

otimizadas utilizando um plano com 2 etapas. Inicialmente, aplicou-se uma metodologia RSM

para otimizar as variaveis t, T e S de modo a maximizar a extracao de rutina com diferentes

modelos estatisticos (CCCD e FFD); e, na segunda etapa, otimizou-se a razdo S/L através de

uma andlise dose-resposta nas condi¢des étimas previamente determinadas.

3.2.2.1. RSM baseada no CCCD com trés variaveis

Inicialmente, foi utilizado um modelo RSM com base na abordagem estatistica CCCD para

tentar otimizar as condi¢des das varidveis t, T e S. A Tabela 2.2 apresenta uma descrigdo

detalhada dos valores codificados e naturais para os intervalos selecionados das variaveis

testadas. Os resultados obtidos apresentam-se na parte A da Tabela 3.2.
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Tabela 3.2. A parte A exibe os resultados RSM da CCCD para a primeira abordagem na
otimizacdo das trés variaveis principais envolvidas (X1, X2 e X3). A parte B mostra o0s
resultados RSM do FFD para a otimizagdo das duas variaveis (X1 e X2) de extracdo envolvidas
(variaveis, valores naturais e intervalos). Foram realizadas trés repeticdes (ri.3) para cada
condicéo.

Valor das variaveis Rendimento - Rutina
(codificadas e naturais) (mg/g dw)
X (1) Xz (T) X3 (S) r ra rs
A) Planeamento composto central circunscrito (CCCD)
-1(54,3) -1(42,2) -1(20,3) 4,03 3,86 3,94
1(125,7) -1(42,2) -1(20,3) 3,31 3,17 3,24
-1(54,3) 1(77,9) -1(20,3) 1,25 1,14 1,19
1(125,7) 1(77,9) -1(20,3) 0,68 0,68 0,68
-1(54,3) -1(42,2) 1(79,8) 4,62 4,57 4,60
1(125,7) -1(42,2) 1(79,8) 3,73 3,68 3,71
-1(54,3) 1(77,9) 1(79,8) 5,12 5,12 5,12
1(125,7) 1(77,9) 1(79,8) 5,23 5,23 5,23
-1.68(30) 0(60) 0(50) 1,41 1,33 1,37
1.68(150) 0(60) 0(50) 1,17 1,17 1,17
0(90) -1.68(30) 0(50) 4,32 4,28 4,30
0(90) 1.68(90) 0(50) 4,63 4,63 4,63
0(90) 0(60) -1.68(0) 3,88 3,89 3,88
0(90) 0(60) 1.68(100) 5,31 5,30 5,30
0(90) 0(60) 0(50) 1,79 1,79 1,79
0(90) 0(60) 0(50) 1,42 1,42 1,42
0(90) 0(60) 0(50) 1,61 1,61 1,61
0(90) 0(60) 0(50) 1,61 1,61 1,61
B) Planeamento fatorial completo (FFD)

-2(20) -1,68(30) - 2,58 2,58 2,58
-2(20) 0(60) - 4,70 4,70 4,70
-2(20) 1,68(90) - 5,28 5,29 5,28
-1(55) -1,68(30) - 2,97 2,97 2,97
-1(55) 0(60) - 5,23 5,23 5,23
-1(55) 1,68(90) - 5,18 5,19 5,19
0(90) -1,68(30) - 3,44 3,43 3,44
0(90) 0(60) -- 5,23 5,23 5,23
0(90) 1,68(90) -- 5,19 5,18 5,19

Ajustando os resultados obtidos com a EQ.[10] através do procedimento ndo linear dos
minimos quadrados, obtiveram-se os valores parametricos, 0s intervalos paramétricos e 0s
critérios estatisticos numéricos que se apresentam na primeira parte da Tabela 3.3. As
variagfes de intervalo com valores (a=0,05) maiores do que o valor do pardmetro foram
consideradas ndo significativas (ns) e rejeitadas para analise posterior. Como exemplo da
concordancia entre os resultados previstos e 0s experimentais, verificou-se que os coeficientes

de correlagéo foram, em todos os casos, superiores a 0,97 (R?=0,9808 e R%4j=0,9726).
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Tabela 3.3 Resultados paramétricos da equacao polinomial de
segunda ordem (Eq.[10]) de acordo com CCCD com 5 niveis
de intervalo (parte A) e FFD com 3 niveis de intervalo (parte
B). Os subscritos paramétricos 1, 2 e 3 sdo os das variaveis
envolvidas t, T e S, respetivamente. A andlise de significancia
dos parédmetros (o=0,05) € apresentada em valores naturais.
Além disso, apresenta-se a informacdo estatistica do
procedimento de ajuste do modelo.

Coeficientes Resposta
CCCD FFD
Coeficientes de ajuste obtidos
Interceptar bo 4,21+0,08 5,47+0,08
b1 ns -0,01+0,04
Efeito linear b 0,80+0,06 -0,05+0,04
b3 0,88+0,06
P11 -0,62+0,05 -0,44+0,03
Efeito quadratico bz -0,54+0,05 -0,39+0,07
bas -0,19+0,05
P12 -0,21+0,07 -0,15+0,05
Efeito interativo bis ns
D23 ns

Informac&o estatistica da analise do ajuste

Obs 60 27
df 51 20
R? 0,9808 0,9732
Rzadj 0,9726 0,9587
MEC 0,12 6810,2
RMSE 0,34 82,5
MAPE 2,52 3,24
DW 2,33 2,15

ns: coeficiente ndo significativo; R coeficiente de correlacdo; R2adj: O
coeficiente de determinacdo ajustado para o modelo; MSE: O erro
quadratico médio; RMSE: A raiz quadrada da média dos erros; MAPE:
O erro percentual médio absoluto; e DW: A estatistica Durbin -Watson.

Como resultado, a extracdo de rutina pode ser descrita de forma estatisticamente consistente,

com a equacdo polinomial [10] e os parametros apresentados na Tabela 3.3 (parte A) em

funcdo das variaveist, T e S:

Yecep = 4,21+ 0,80T + 0,885 — 0,62t? — 0,54T2 — 0,195% — 0,21tT

A Eq.[14] traduz os padrdes de resposta para cada variavel de extragdo e apresenta efeitos do
tipo linear, quadratico e interativo com fatores importantes e significativos. A parte A da
Figura 3.2 apresenta a combinacgdo de duas variaveis para o sistema de trés variaveis num
formato de resposta tridimensional prevista pela Eq.[14] para o rendimento de extracdo de

rutina. Para cada grafico, a variavel excluida estd posicionada no centro do dominio
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experimental (t=90 min, T=60 °C e S=50 %). Em quase todas as respostas 3D produzidas, a
quantidade de material extraido aumenta para um valor 6timo e, em seguida, diminui em

funcdo de cada uma das variaveis independentes avaliadas.

Consequentemente pode calcular-se um Unico ponto ao longo da resposta que conduziria a um
maximo absoluto, permitindo calcular as condi¢des étimas que maximizam a extracdo de
rutina. Através da aplicacdo de um procedimento simples, com restricGes para os intervalos
experimentais, sdo encontradas as condi¢cdes Otimas bem como os valores de resposta
méaxima. Deste modo, as condi¢bes 6timas encontradas foram 85,27+15,2 min, 73,7£18,1 °C
e 100,0£2,2 % de 1,2-propanodiol, produzindo um valor méaximo de resposta de 5,46+1,77
mg/g dw de rutina.

Apesar de se obterem conclusdes relevantes a partir desta primeira abordagem RSM, o facto
do étimo da variavel S estar localizado no valor maximo da gama da variavel testada, faz com
que o 6timo preditivo das outras duas variaveis e o0 maximo preditivo de rutina sejam menos
fidveis com altos intervalos de confianca e valores altamente dependentes das variagdes das
outras duas varidveis. Portanto, para superar esta questdo, propds-se um outro modelo RSM
complementar, em torno dos intervalos que aparentam ser os Otimos, com o objetivo de
encontrar os valores experimentais que ajudariam a encontrar os 6timos fiaveis das varidveis t

e T, e, em consequéncia maxima o rendimento fiavel para a extracdo de rutina.
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Figura 3.2. Mostra os resultados dos graficos e a andlise estatistica do comportamento da
extracdo de rutina para a abordagem CCCD e FFD em relacéo a razdo S/L de 30 g/L.

3.2.2.2. RSM baseado em FFD com as variaveiste T.

Realizaram-se experiéncias adicionais utilizando um modelo RSM com base numa
abordagem FFD para a analise especifica da interacdo entre as varidveis t e T. Os intervalos
das variaveis t e T para a abordagem FFD foram selecionados de acordo com os resultados
obtidos por CCCD (dominio experimental na segunda parte da Tabela 2.2). Os resultados
obtidos apresentam-se na parte B da Tabela 3.2. De modo idéntico a abordagem RSM
anterior, a Eq. [10] foi utilizada de modo a ajustar os resultados experimentais através de um

procedimento ndo-linear dos minimos quadrados.
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Os valores paramétricos, os intervalos paramétricos e os critérios estatisticos numéricos
estimados foram obtidos e apresentados na parte B da Tabela 3.3. Os coeficientes de
correlagdo obtidos foram R?=0,9732 e R%¢j=0,9587, demonstrando uma concordancia
satisfatoria entre as previsdes e 0s resultados experimentais. O modelo matematico que
controla o comportamento da extracdo de rutina, em funcdo das varidveis t e T, foi

desenvolvido de acordo com a Eq. [10] como se segue:

Yepp = 5,47 — 0,01t — 0,05T — 0,44t% — 0,39T2% — 0,15tT (15)

Nesta equacdo encontram-se cenarios semelhantes aos obtidos anteriormente na abordagem
CCCD, para as varidveis t e T. A parte A da Figura 3.2 mostra a combinacdo da resposta
tridimensional das variaveis t e T prevista pela Eq.[15] para o rendimento de extracdo de
rutina, produzindo um 6timo bem definido. Aplicando um procedimento simples, encontram-
se as condicbes 6timas que conduzem ao rendimento maximo de extracdo de rutina. As
condigdes 6timas absolutas encontradas foram 84,88+4,1 min e 74,3+5,1 °C produzindo um
valor de rendimento méaximo de resposta de 5,47+0,37 mg/g dw de rutina. E de notar que os
valores s@o muito proximos aos valores encontrados anteriormente pela abordagem CCCD,

mas o0s intervalos de confianca da resposta e as condi¢des sdo muito mais fidveis.

3.2.2.3. Condig¢des numéricas 6timas que maximizam a extragado e analise estatistica

Ao combinar a informacdo produzida a partir das abordagens CCCD e FFD, o
comportamento completo de cada variavel relevante na extracdo de rutina fica definido em
termos absolutos. Para todas as técnicas, as condi¢des que conduzem aos valores 6timos
foram reexaminadas com o intuito de garantir a precisdo dos resultados apresentados. A
Figura 3.3 mostra o resumo das respostas individuais 2D como uma funcdo das variaveis
definidas de modo a orientar a selecdo das condi¢cBes mais favoraveis. A linha representa o
padrdo de resposta varidvel quando os outros estdo localizados nos valores O6timos
previamente definidos. Os pontos © apresentados junto de cada linha destacam a localizacao

do valor 6timo.

Para a obtencdo dos resultados experimentais obtidos na Tabela 3.4 foi necessaria uma
descricdo mais detalhada da metodologia matematica do planeamento experimental. Essa

informagdo encontra-se descrita no Anexo C.
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Figura 3.3. Parte A: Mostra as respostas interativas 2D individuais para cada variavel quando
a razdo S/L é 30 g/L. A linha representa a resposta da variavel quando as outras estdo
posicionadas nas condi¢des Otimas encontradas (5,54 mg/g dw, t=85 min, T=75 °C e S=100
%). Os pontos (©) apresentados junto de cada linha destacam a localiza¢do do valor étimo. A
linha mais grossa mostra o padrdo de tempo (t), a linha pontilhada o padrdo de temperatura
(T) e a fina o padrdo da proporgdo solvente (S). As linhas e os pontos sdo gerados pela
combinacdo dos modelos polinomiais de segunda ordem das Eqgs.[14] e [15]. Os valores de
ajuste paramétricos obtidos sdo apresentados na Tabela 3.3. Parte B: A Figura 3.3B1 mostra a
dose de resposta da razdo S/L (Xa) para os valores 6timos das outras trés variaveis (t=85 min,
T=75 °C d S=100 %). Os pontos (O) representam os resultados experimentais obtidos (Tabela
3.4), enquanto a linha mostra o padrdo previsto pelo modelo tedrico da Eqg.[16] (no anexo C).
O valor limite (~175 g/L) mostra a concentracdo maxima experimental alcancavel até que a
amostra ndo possa ser fisicamente agitada & escala laboratorial. A Tabela 3.3B2 mostra os
padrdes previstos da analise da razdo S/L efetuada pela Eg.[11] numa escala maior do que a
testada experimentalmente. Os pontos (®) destacam as determinagfes paramétricas.

3.2.3 Analise da dose-resposta da razdo sélido/liquido nas condicGes 6timas de t, T e S.

A Eq.[11] é utilizada para descrever os resultados encontrados do efeito da dose-resposta da
variavel razdo S/L, para os valores étimos das outras trés varidveis (t=85 min, T=75 °C e
S=100 %). Os resultados experimentais sdo apresentados na Tabela 3.4, enquanto a parte B da

Figura 3.3 mostra a ilustracdo grafica dos resultados e do procedimento de ajuste efetuado.

Na Figura 3.3B1, os pontos (O) representam os efeitos da dose-resposta experimental da
razdo S/L e a linha apresenta o padrdo previsto pelo modelo da Eq.[11]. Os valores
paramétricos da Eqg. [11], obtidos pelo ajuste da equagdo aos seguintes resultados
experimentais, sdo: K=5,54+0,12 mg/g dw de rutina; m=201,9+13,1 g/L e a=1,65%+0,12. Os
valores paramétricos adicionais obtidos pelas Egs.[12] e [13] foram v=0,015+0,001 mg/g dw
de rutina que ndo é extraida por cada g/L da razdo S/L aumentada e 1=20,4+3,5 g/L.
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Obtiveram-se os coeficientes de correlacio R?=0,9935 e RZj=0,9935. Adicionalmente, na
Figura 3.3B1 destaca-se um ponto (®) que descreve o Vvalor limite encontrado
experimentalmente (~175 g/L), conceitualmente semelhante ao “"ponto de saturacdo”, no qual

é possivel obter valores mais elevados atingiveis a escala laboratorial.

Na Figura 3.3B2 apresenta-se a ilustracdo dos parametros previstos e os padroes de analise da
razdo S/L efetuada pela Eq. [11] num intervalo superior ao experimentalmente testado. Os
pontos (®) destacam as determinagdes parametricas e a sua implicacdo na resposta de extracao
de rutina em funcdo da razdo S/L: (1) valor assintotico de K (5,54 mg/g dw de rutina) que
indica o valor maximo de extracdo de rutina alcancével; (2) o valor da fase de atraso (1=20,4
g/L) que mostra o ponto em que as diferencas dos valores de extracdo de rutina (mg/g de peso
seco) sdo estatisticamente significativos, portanto pode ser considerado como o valor inicial
para o qual o solvente ndo é capaz de extrair a mesma quantidade de rutina; (3) o valor da
semi-vida (m=201,9 g/L) que apresenta a dose requerida para 50 % de resposta; e (4) o valor
da frequéncia (v) calculado no valor da semi-vida que indica que a taxa média do processo é
de 0,015, na qual os valores de extracdo de rutina (mg/g dw) comecam a diminuir por cada

g/L de razdo S/L aumentado, ap0s o valor da fase de atraso.

Tabela 3.4. Valores de extracdo de rutina em funcdo da razdo solido-liquido (Xa, razdo S/L)
nas condi¢Bes Otimas de tempo (X1, t=85 min), temperatura (X2, T=75 °C) e propor¢do de
solvente (X3, S=100 %). Foram efetuadas trés repeticdes (ri-3) para cada condicao.

. Resposta
Razao S/L
r r I3
(Xa, glL) (mg/g dw) (mg/g dw) (mg/g dw)

5 5,18 517 5,18
15 5,57 5,57 5,57
30 5,40 5,40 5,40
40 5,22 5,22 5,22
50 5,12 5,09 5,10
60 5,04 5,05 5,05
70 4,89 4,89 4,89
80 4,77 4,78 4,78
90 4,65 4,65 4,65
100 4,49 4,50 4,49
150 3,60 3,60 3,60
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3.3. Avaliagéo da bioatividade e toxicidade

Finalmente, foi avaliada a atividade antioxidante e a citoxicidade dos extratos obtidos nas
condicdes 6timas de extracdo de rutina (1,2-propanodiol puro (100 %), a uma temperatura de

extracao de 75 °C, durante 85 minutos com uma razao solido liquido de 15 g/L).
3.3.1. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do extrato de A. acutifolius foi avaliada através de quatro ensaios in
vitro: efeito captador de radicais livres (DPPH), poder redutor e inibicdo da descoloracdo do
[-caroteno e inibicdo da peroxidacéo lipidica (TBARS). Os resultados obtidos nos diferentes

ensaios, expressos em ECsp, sdo apresentados na Tabela 3.5.

Tabela 3.5. Resultados obtidos da atividade antioxidante (valores de ECso em mg/mL) para
1,2-propanodiol e MeOH:H20 (80:20, v/v).

Ensaios in vitro 1,2-Propanodiol MeOH:H,0 Valor de p
(100%) (80:20, viv) teste t-Student
Efeito captador de radicais livres (DPPH) 6,51+0,55 4,94+0,29 <0,0001
Poder redutor 2,02+0,09 2,46+0,05 <0,0001
Inibi¢do da descoloragdo do B-caroteno 2,19+0,74 0,90+0,10 <0,0001
Inibicdo da peroxidacéo lipidica 7,35%1,45 1,58+0,23 <0,0001

Valores de ECso (MédiatSD): Concentracdo de amostra correspondente a 50% de atividade antioxidante ou 0,5 de
absorvancia no ensaio do poder redutor. Valores de ECso para o Trolox (controlo positivo): 41 pg/mL (poder redutor), 42
pg/mL (atividade captadora DPPH), 18 pg/mL (inibi¢do da descoloragdo B- caroteno) e 23 pg/mL (inibi¢do da peroxidacao
lipidica, TBARS).

Atraveés da analise dos dados da tabela é possivel verificar que os valores de ECsg variam de
2,02 a 7,35 mg/mL e de 0,90 a 4,94 mg/mL para os ensaios de 1,2-propanodiol e MeOH:H->O
(80:20, v/v), respetivamente. Tendo em conta os resultados obtidos, verifica-se diferenca
estatisticamente significativa em todos os ensaios de atividade antioxidante (efeito captador
de radicais livres, poder redutor, inibicdo da descoloragdo do B-caroteno e inibicdo da
peroxidacdo lipidica), relativamente aos solventes avaliados. A extracdo efetuada com
MeOH:H20 (80:20, v/v) exibiu melhor potencial antioxidante, ou seja, os valores de ECso
mais baixos para os ensaios do efeito captador de radicais livres (4,94 mg/mL), inibicdo da
descoloracdo do B-caroteno (0,90 mg/mL) e inibicdo da peroxidacdo lipidica (1,58 mg/mL).
De outro modo, a extracdo efetuada com 1,2-propanodiol mostrou maior potencial

antioxidante no ensaio de poder redutor, apresentando valores de 2,02 mg/mL.
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3.3.2. Hepatotoxicidade

Os resultados da citotoxicidade em células normais relevam que o solvente 1,2-propanodiol
(100 %) apresenta toxicidade, pelo que o extrato (dissolvido no solvente) também apresenta.
No entanto, se utilizarmos o solvente 1,2-propanodiol numa concentracdo méaxima de 25 %
(75 % de agua) a percentagem de inibicdo € inferior a 50 %, ou seja, apresenta muito menor
toxicidade. A amostra utilizada para estudo, foi preparada com 8 mg de planta seca/mL de

solvente, que corresponde a 3,09 mg de rutina.
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Capitulo 4. Conclusoes e trabalho futuro

Estudos disponiveis na literatura demonstraram a capacidade de um conjunto alargado de
solventes eutécticos de extrair compostos fendlicos a partir de matrizes vegetais. Neste
contexto, a utilizacdo destes solventes podera reduzir problemas de toxicidade associados a
extracdo com solventes organicos convencionais. Neste trabalho foram testados cinco DES,
fixando as restantes varidveis de extracdo (t=1 h, T=30 °C, razdo S/L=30 g/L), obtendo-se o
melhor rendimento de extracdo de rutina (4,84 mg/g) com o solvente 1,2-propanodiol:CC,
contendo 20 % de agua. Este valor é muito proximo do valor obtido com o solvente

convencional, metanol:agua (4,77 mg/qg).

Dado que os alcoois selecionados neste trabalho sdo liquidos a temperatura ambiente, para
efeitos de comparacéo, foi testada ainda a sua utilizacdo como solventes puros ou com 20 %
de agua. E, de facto, verificou-se que os solventes com maior eficiéncia de extracdo da rutina
foram o etileno glicol puro e as misturas 1,2-propanodiol:H,O (20 %, w/w) e etileno
glicol:H20 (20 %, w/w). Ou seja, nas condic¢des estudadas, a capacidade de extracdo destes

alcoois foi superior a qualquer um dos DES estudados.

Numa segunda fase, foram estudadas as condicGes Otimas de extracdo utilizando 1,2-
propanodiol através da metodologia de superficie de resposta, fazendo variar o tempo de
extracdo, a temperatura, a proporcdo de solvente organico e a razdo solido-liquido.
Obtiveram-se as seguintes condi¢cdes Otimas: solvente 1,2-propanodiol (S, 100 %),
temperatura de 75 °C, razdo solido-liquido 15 (g/L), durante 85 min de extracdo. Nestas

condicdes, o rendimento de rutina foi de 5,54 mg/g.

Assim, no presente estudo, foi desenvolvido um metodo alternativo de extragdo por

maceracao de um composto bioativo maioritario (rutina) a partir de A. acutifolius.

Numa ultima fase, avaliou-se a atividade antioxidante do extrato obtido nas condi¢des 6timas.
Verificou-se que os valores de ECso do extrato revelaram menor atividade antioxidante,
comparativamente com o resultado da extracao através do método convencional, a excecdo do

poder redutor cuja extracdo efetuada com 1,2-propanodiol exibiu maior potencial
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antioxidante. Este facto parece estar relacionado com a possivel presenca de outros
compostos, que ndo os extraidos, uma vez que a concentracdo de rutina obtida com o 1,2-

propanodiol foi maior.

Por fim, foi ainda avaliada a toxicidade em células normais de figado de porco, cujo solvente
1,2-propanodiol (100 %) exibe toxicidade, pelo que o extrato dissolvido no solvente também
0 apresenta. Assim, o solvente deve ser utilizado numa concentracdo maxima de 25 % de 1,2-
propanodiol (75 % de agua) uma vez que para esta proporcdo a percentagem de inibicdo é

inferior a 50 %.

O método de HPLC revelou ser eficaz, com uma excelente precisdo e recuperacéo, e foi
aplicado com sucesso para a determinacdo da rutina presente nas amostras de A. acutifolius.

Na continuacdo deste trabalho, propbe-se como atividade futura estudar a capacidade de
extracdo de compostos fendlicos utilizando solventes eutécticos formados por outras familias
de compostos bem como alcoois puros, avaliando no caso dos DES, o efeito da variacdo da
razdo molar dos respetivos componentes individuais. A extensdo dos estudos de extracdo a
outras matrizes vegetais com perfis fendlicos mais complexos podera também fornecer
informacdo importante sobre a seletividade destes solventes. Em paralelo, sera ainda relevante
efetuar estudos de estabilidade dos extratos nestes solventes. Por fim, seria interessante
avaliar a aplicacdo complementar de técnicas de extracdo tais como micro-ondas, ultrassons,

etc..
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Anexo A. Propriedades fisicas dos solventes

Na Tabela A.1 é possivel visualizar a viscosidade de cada solvente, a 20 °C e a 40 °C.

Tabela A.1. Viscosidade de alguns dos solventes utilizados neste trabalho.

Viscosidade/mPa-s

Solvente (fracdo massica de &gua) Razdo molar

20°C 40 °C
CC: glicerol (5 %) 1:2 200,5¢ 60,2 °
CC: glicerol (20 %) 1:2 32,9¢ 14,7¢
CC: glucose (7 %) 5:2 - 479,6°
CC: glucose (20 %) 5:2 - 8,7 (25 %) ¢
CC: sacarose (7 %) 4:1 - 712,8°
CC: sacarose (20 %) 4:1 - -
Etilenoglicol puro - 21,3 10
Etilenoglicol (20 %) - 10,1 4,9
CC: 1,2-propanodiol (7 %) 1:1 - 35,7°
CC: 1,2-propanodiol (20 %) 11 - 6,6 (25 %) ¢
1,2-propanodiol puro - 66,9 @ 18,32
CC:etilenoglicol (8 %) 11 - -
CC:etilenoglicol (20 %) 11 - -
1,2-propanodiol (20 %) - 23,44 8,42
Glicerol (20 %) - 60,19 20,8¢
Glicerol - 1412 ¢ 284 ¢
Agua - 1,0 0,992°
Metanol (20 %) - 1,0f 0,7f

2gste trabalho;? (Dai et al. 2013a);° (Hayyan et al. 2013);¢ (Segur 1953);¢ (Yadav et al. 2014);{(Mikhail & Kimel
1961); 9(Dai et al. 2015)

Na Tabela A.2 é possivel visualizar a massa volimica de cada solvente, a 20 °C e a 40 °C.

Tabela A.2. Massa volimica dos solventes utilizados neste trabalho.

Massa volumica (g/ml)

Solvente (fracdo massica de agua) Razdo molar

20°C 40 °C
CC: glicerol (5 %) 1:2 1,1858? 1,1742°
CC: glicerol (20 %) 1:2 1,1570? 1,1468°
CC: glucose (7 %) 5:2 1,21612 1,2069°
CC: glucose (20 %) 5:2 1,18522 -
CC: sacarose (7 %) 4:1 1,2320? 1,2269°
CC: sacarose (20 %) 4:1 1,2020? -
CC: 1,2-propanodiol (7 %) 1:1 1,09452 1,0833°
CC: 1,2-propanodiol (20 %) 1:1 1,08632 -
Etilenoglicol puro - 1,11322 1,09912
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Etilenoglicol (20 %) - 1,0978° 1,0841

1,2-propanodiol puro - 1,0370? 1,02122
CC:etilenoglicol (8 %) 1:1 1,1156° 1,1049?
CC:etilenoglicol (20 %) 1:1 1,1028? 1,09232
1,2-propanodiol (20 %) - 1,04352 1,02852
Glicerol (20 %) - 1,20072 1,0656¢
Glicerol - 1,26132 1,2490¢

Agua - 0,99822 0,9922

Metanol (20 %) - 0,8426" 0,8291f

2 este trabalho; ® (Dai et al. 2013a); ¢ (Hayyan et al. 2013); ¢ (Segur 1953) ; © (Yadav et al. 2014); f(Mikhail &
Kimel 1961)

Para alguns dos sistemas em que ndo foi possivel encontrar informacdo na literatura sobre as
suas propriedades fisicas, efetuou-se a sua medicao neste trabalho. A viscosidade foi medida
utilizando um viscosimetro VISCO STAR plus da marca Fungilab e a massa volumica foi

medida num densimetro digital, modelo DMA 5000 da marca Anton-Paar.
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Anexo B. Retas de calibracao
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Figura B.1 Reta de calibracdo do 3-O-rutinésido de quercetina em MeOH:H>O (80:20, v/v)
para UV-vis.
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Figura B.2 Reta de calibracdo do 3-O-rutindsido de quercetina em MeOH:H>0 (80:20, v/v)
para HPLC.
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Anexo C. Descricio da metodologia matematica do

planeamento experimental

A descrigdo das expressdes matematicas para calcular a distribuicdo do modelo, descodificar e
codificar os intervalos das varidveis testadas (apresentadas na Tabela 2.2) sdo encontradas
seguidamente para o planeamento fatorial completo (FFD), e o planeamento composto

central circunscrito (CCCD):
1) Para o FFD:

O numero de experiéncias para n fatores k vem dado por n = 3% As variaveis foram

codificadas de acordo com a seguinte equacao:

X = (xqg — x0)/ Ax (16)

Onde X € o valor codificado para as variaveis, Xa € 0 valor real correspondente, X, € 0 valor
real no centro do dominio, e Ax é 0 incremento de Xa que corresponde a uma varia¢do de uma
unidade de X.

2) Para o CCCD:

O numero de repeticdes ng do ponto central € calculado através das seguintes formulas para 0s
fatores k com base na preciséo uniforme:

_ (k+3)+ V9KkZ+ 14k —7
B 4(k +2)

onde ng = floor (y(/2k +2)2 =2k —2k)  (17)

Onde floor designa o maior valor inteiro menor do que o argumento. O numero de
experiéncias para n fatores k vem dado por:
n=2F+2k+1 (18)
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As varidveis independentes dos valores codificados e naturais do CCCD sdo codificados e
descodificados pelas seguintes expressoes:

ve = (v, — vo)/Av, ev, =vy+ Av, X v, (19)

Onde vn e vc sd0 0s valores naturais (n) e (c¢) dos codificados no centro do dominio

experimental, vo é 0 valor inicial e A4vy € 0 incremento de vy por unidade de vc.
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