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Extragcao de bioativos da S. byzantina por dois métodos extrativos

Extraction of bioactives from S. byzantina by two extractive methods

Stefanie Calisto Casarin’, Flavia Aparecida Reitz Cardoso?, Leila Larisa Medeiros
Marques®

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo realizar uma comparagdo de métodos extrativos utilizando uma
mesma combinagdo de Solvente Eutético Profundo Natural (NADE) (composto de acido latico+cloreto de
colina, na proporgao 1:2), diluido (25 e 50%) em agua, para extracéo de bioativos de Stachys byzantina.
Foram realizados dois delineamentos experimentais fatoriais fracionarios (2¢') para cada método de
extragdo (ultrassom e shaker). Além da combinagao fixa de solvente, na extragdo por shaker, os fatores
utilizados foram temperatura (30 e 40°C), rotagéo (125 e 150 rpm) e no tempo (1 e 2h). Ja na extragéo por
ultrassom, os fatores foram temperatura (30 e 40°C) e no tempo (10 e 15min). O objetivo era verificar qual
combinagdo de extracdo obteria o extrato com maior atividade antioxidante e maior quantidade de
compostos fendlicos da Stachys byzantina. Foram realizadas analises para verificar atividade antioxidante
por duas metodologias (FRAP e ABTS) e analise para quantificar compostos fendlicos dos extratos
(fendlicos totais). Os resultados indicaram que a combinagdo S7 (acido latico+cloreto de colina acrescido
de 25% de agua destilada no tempo de 2h, a 30°C e 150 rpm) foi a mais promissora. Entretanto, os dados
encontrados ainda estavam abaixo dos encontrados na literatura. Fazendo-se necessario estudos mais
aprofundados com a utilizagdo de outros solventes (NADES) e combinagbes para conseguir uma otimizagao
do processo de extragao.

PALAVRAS-CHAVE: NADE; PANC;S. byzantina; Shaker; Ultrassom.

ABSTRACT

The present study aimed to compare extractive methods using the same combination of Natural Deep
Eutectic Solvent (NADE) (composed of lactic acid + choline chloride, in a 1:2 ratio), diluted (25 and 50%) in
water , for extraction of bioactives from Stachys byzantina. Two fractional factorial experimental designs
(2k-1) were carried out for each extraction method (ultrasound and shaker). In addition to the fixed solvent
combination, in shaker extraction, the factors used were temperature (30°C and 40°C), rotation (125 and 150
rpm), time (1h and 2h); In ultrasound extraction, the factors were temperature (30°C and 40°C) and time
(10min and 15min). The objective was to verify which extraction combination would obtain the extract with
the greatest antioxidant activity and phenolic compounds from Stachys byzantina. Analyzes were carried out
to verify antioxidant activity using two methodologies (FRAP and ABTS) and analysis to quantify phenolic
compounds in the extracts (total phenolics). The results indicated that the S7 combination (lactic acid +
choline chloride plus 25% distilled water over a period of 2 hours, at 30°C and 150 rpm) was the most
promising. However, the data found was still below that found in the literature. Further studies are necessary
with the use of other solvents (NADES) and combinations to achieve optimization of the extraction process.
KEYWORDS: S. byzantina; NADE; PANC;S. byzantina; Shaker; Ultrasound.

INTRODUGAO
Segundo Andreo e Jorge (2006), o processo de rancidez oxidativa é uma das
causas principais de deterioragcdo de alimentos, prejudicando diversos aspectos dos
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alimentos, como surgimento de sabores e odores desagradaveis, alteracdo de seu valor
nutricional e diminuigdo da seguranga nutricional. A partir dai, para protecdo da saude
humana e para a economia, nos resta tentar prevenir essa oxidacado (Del Ré e Jorge,
2012). Os antioxidantes naturais vém se apresentando como uma alternativa para
minimizar os danos da oxidacdo e reduzir o impacto nos seres vivos. A partir disso,
torna-se importante discutir a forma de extracdo dos mesmos, e se tratando de alimentos,
deve-se prestar atencao se os extratos apresentam toxicidade, como o etanol e metanol,
que embora apresentem menor toxicidade que o hexano por exemplo, ainda apresentam
algum grau de toxicidade (Galvao et al., 2013). Uma alternativa aos solventes tradicionais
utilizados em extragcdes sdo os NADES - solventes eutéticos profundos naturais. A
proposta dos NADES é ser um solvente organico a base de metabdlitos vegetais como os
agucares, com baixo impacto ao meio ambiente, alta degradabilidade e toxicidade baixa,
sendo assim, podemos propor a utilizagdo desse tipo de solvente, combinado a métodos
para a extragao de bioativos (Koh, 2023). Além disso, € importante que a planta escolhida
apresente potencial antioxidante e compostos fendlicos, como as PANCs (Plantas
alimenticias ndo convencionais). A PANC Stachys byzantina, segundo Brites (2022), é
originaria de regides mais frias, € uma planta rica em compostos fendlicos e acidos
graxos, além de fibras e proteinas. Sendo assim, o presente estudo busca verificar a
melhor combinagdo de método, temperatura e tempo de dois métodos extrativos distintos
para realizar uma extragdo eficiente com maior aproveitamento de bioativos da S.
byzantina.

PREPARO DAS AMOSTRAS

O plantio e colheita das Stachys byzantina ocorreram na horta da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana, campus Campo Mourdo - Parana. As folhas da planta
entdo foram higienizadas e levadas a estufa de circulagao de ar forgado (Cienlab) a 45°C,
até atingirem peso constante, entdo trituradas, identificadas e armazenadas para uso
posterior.

PREPARO DOS SOLVENTES

Para as extracoes, foram utilizadas duas diluicbes do NADE a base de cloreto de
colina e acido latico na propor¢cao 1:2, preparado segundo Bubalo et al., (2016) e
otimizados segundo Zhu et al., (2020). O solvente foi separado em duas partes onde
ambas foram diluidas com 25 e 50% de agua destilada. Em um béquer de 1000 mL foram
colocadas 2 partes de acido latico para 1 de cloreto de colina e levado a 80°C em agitador
magnético (Lutech), com agitacdo de 50 rpm até que se tornasse um liquido limpido sem
sélidos visiveis. Depois que o solvente atingiu temperatura ambiente, realizou-se a
diluigao.

DELINEAMENTO ESTATISTICO FATORIAL

A fim de determinar as melhores condi¢gdes para as extragdes, o experimento foi
planejado em dois delineamentos estatisticos fatoriais fracionarios (2'). Para a extragéo
com o método shaker, o esquema fatorial foi constituido de quatro fatores: temperatura
(30 e 40°C), rotagao (125 e 150 rpm) e tempo (1 e 2h) e o solvente a base de acido latico
e cloreto de colina diluidos com 25 e 50% em agua destilada. O delineamento resultou em
8 experimentos a serem feitos. Para o ultrassom, um esquema fatorial foi constituido de
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trés fatores: temperatura (30 e 40°C), tempo (10 e 15min) e os mesmos solventes da
extracdo anterior. O delineamento resultou em 4 experimentos a serem feitos.

AS EXTRACOES

Entdo as extragdes foram realizadas pelos métodos shaker inspirado no trabalho
de Khanavi et al. (2009) e ultrassom baseado no trabalho de Silva (2021), para que
houvesse comparativo entre dois métodos. Realizou-se um delineamento estratégico a
fim de definir quantas extragdes seriam feitas. A descricdo das variaveis utilizadas nas

extragdes estao dispostas na Tabela 1.
Tabela 1: Combinacoes utilizadas de dois métodos de extracao de bioativos da Stachys byzantina.

Método Cdédigo da combinacgéo utilizada Solvente Tempo (min) Rotacado (rpm)  Temperatura (°C)
U1 25% 10 - 40
uz2 25% 15 - 30

Ultrassom

u3 50% 10 - 40
u4 50% 15 - 30
S1 25% 120 125 40
S2 25% 60 125 30
S3 25% 60 150 40
S4 50% 60 150 30

SELC] S5 50% 120 125 40
S6 50% 120 150 30
S7 25% 120 150 30
S8 50% 60 125 40

Fonte: Autoria propria (2023).

Para a extracdo com ultrassom, foram pesadas cerca de 0,314g de amostra seca
(média do peso das amostras) em tubo de falcon, adicionados 2,5 mL de solvente e
levado para o ultrassom nos seus respectivos tempos (indicado na Tabela 1). Apos
retirado do ultrassom, a amostra foi levada para a centrifugagédo por 5 min. Ao fim do
tempo, retirou-se o extrato e repetiu-se o processo uma segunda vez com a mesma
amostra. Apos a segunda vez, o residuo da planta foi descartado e os extratos foram
recolhidos em béqueres e reservados. Para a extragado com shaker, foram pesadas cerca
de 0,628g de amostra seca em erlenmeyer de 250mL, adicionados 10 mL de solvente e
levado ao shaker por seus respectivos tempos, temperaturas e agitacdo. Ao fim do tempo,
os extratos foram recolhidos em béqueres e reservados para posterior analises de
compostos fendlicos e atividade antioxidante.

ATIVIDADE IN VITRO

Realizou-se analises in vitro para verificar atividade antioxidante dos extratos pelos
métodos FRAP e ABTS e analises para quantificacdo de compostos fendlicos. As
analises foram realizadas em ambiente escuro e lidas em espectrofotometro Uv Vis
(Global Analyzer). As técnicas aplicadas, padrées e seus respectivos autores estarao
dispostos na Tabela 2.

RESULTADOS E DISCUSSOES
Os resultados foram obtidos através das analises acima e por meio das curvas de
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calibragdo anteriormente citadas. Para polifendis, tem-se a analise de fendlicos totais com
y= 0,00427x + 0,29 (equagdo da reta) e R*=0,987, utilizando o padrédo acido galico. Ja
para a atividade antioxidante, o método FRAP com y=0,000797x + 0,00885 e R? = 0,965,
e método ABTS com y=-0,000749x + 0,483 e R? = 0,994 utilizando o padréo trolox.

Tabela 2 - Analises aplicadas nas amostras, técnicas de preparo das curvas de calibragao e
concentracao para analise de com

postos fendlicos e atividade antioxidante dos extratos.

Analise Padrao e marca Concentragao da curva Técnica aplicada Referéncia
Fendlicos Acido aalico 30 pL de cada amostra + 2370 pL de agua destilada + Singleton
totais (Si r%a) 1500 mg.L™ 150 pL de folin-ciocalteu (5 min) + 450 yL de Na,CO, (1899)_

9 15%. Leitura ap6s 2 h em 765 nm. ’
60 uL de amostra + 240 L de agua destilada + 1500 Rufino et al
FRAP TPTZ (Sigma) 1500 ymol.L™ UL de reagente FRAP. Incubar por 30 min a 37°C em o
. : (2006);
banho maria. Leitura em 595 nm.
ABTS+ A 30 pL de cada amostra + 3,0 mL de solugao do Embrapa
ABTS (Sigma) 1500 pmol.L radical ABTS+. Leitura apos 6 min em 734 nm. (2007).

Fonte: Autoria prépria (2023).

Com base nos valores encontrados e segundo a Tabela 3 em relagdo ao ABTS
obtido via shaker, maiores valores foram obtidos para as amostras S2 (0,737+0,007umol
ET.g™"), S5 (0,762+0,038umol ET.g") e S6 (0,735+0,074umol ET.g"), com mesma média
significativa também com as amostras S1, S3 e S4, que por sua vez possuem a mesma
média com as amostras S7 e S8. Fendlicos apresentaram maiores valores de extragao na
amostra S3 (0,486+0,060EAG.g"), com a mesma média significativa com S2, S7 e S8.
Menores valores foram observados nas amostras S1, S4, S5 e S6. A quantificacao de

antioxidantes pelo método de FRAP foi maior na amostra S7.
Tabela 3 - Resultados das analises de FRAP, ABTS e fendlicos totais realizados dos extratos obtidos

a partir de shaker e ultrassom.

Tratamentos  Fendlicos totais(mg EAG.g" ABTS (umol ET.g")* FRAP(umol ET.g")
U1 0,3082°+0,002 0,422%+0,017 0,408%+0,073
u2 0,415%+0,029 0,352°'+0,008 0,6102+0,001
U3 0,377%+0,013 0,307°%+0,032 0,465%+0,086
U4 0,4012°+0,029 0,255%+0,011 0,388%+0,033
S1 0,269%°+0,091 0,709%+0,014 0,429°°+0,044
S2 0,408*+0,057 0,7372+0,007 0,534%+0,023
S3 0,4862+0,060 0,676%+0,032 0,332°+0,009
S4 0,256°+0,061 0,646°°+0,010 0,319°+0,052
S5 0,216%+0,051 0,762°+0,038 0,465%°+0,051
S6 0,2672°+0,056 0,735%0,074 0,4413+0,004
S7 0,345%+0,069 0,551°°+0,018 0,6042+0,045
S8 0,343*+0,025 0,559°°+0,019 0,349°+0,008

*umol ET.g™":micromol equivalentes de trolox por grama de amostra seca;
**mg EAG.g":miligramas equivalentes de acido galico por grama de amostra seca.

**Sobrescritos iguais na mesma coluna, para a mesma variavel resposta, indicam médias sem diferenga

estatisticamente significativa com 5% no Teste de Tukey.
Fonte: Autoria prépria (2023).

Em relagcado a fenolicos totais, analise mais focada em polifendéis, o maior valor se
deu na amostra S3 (0,486°+0,060mg EAG.g") e o menor valor na amostra S5
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(0,2162°+0,051mg EAG.g™") . Ja para atividade antioxidante, temos ABTS+ e a amostra S5
com o maior valor (0,762%+0,038umol ET.g"'), e o menor valor na amostra U3
(0,307°+0,032umol ET.g™"). E para FRAP que também mede atividade antioxidante, temos
U2 com maior valor (0,610°t0,001umol ET.g") e S4 apresentando o menor valor
(0,319°+0,052umol ET.g™"). Bahadori et al., (2020) em estudo com a S. byzantina, porém
extraindo com agua destilada e método de infusdo em agua fervente, encontraram cerca
de 58 mg EAG.g" para fendlicos totais. Para antioxidantes, ainda se tratando do mesmo
estudo (Bahadori et al., 2020), foram obtidos cerca de 3,302 *+ 0,015 umol ET.g”" com o
método ABTS e 31,244 + 0,025 uymol ET.g" utilizando o método FRAP. Khanavi et al.,
(2009), em estudo a familia Stachys, foi analisado o extrato da S. byzantina obtido com
shaker e solvente a base de metanol e agua (50:50), obtiveram 0,0933 + 0,0103 pmol
ET.g" testado por meio do método FRAP foi de 6,383 + 0,306 mg EAG.g™.

CONCLUSAO

Verificamos conforme os resultados que houve uma variagéo de valores entre os
meétodos. Porém, observando os resultados e fazendo uma média, o que apresentou um
desempenho mais linear foi a amostra S2. E mesmo que o desempenho desta amostra
tenha sido a mais linear, ainda observamos que se encontra longe dos valores
encontrados em literatura. Essa diferenga entre os valores obtidos e a literatura pode
ocorrer devido a diferenga de métodos e solventes utilizados, uma vez que em literatura
geralmente as pesquisas se dao com solventes tradicionais (agua, metanol, etc.) e aqui,
utilizamos solventes alternativos. Isso nao significa que os solventes eutéticos ou os
métodos s&o ineficientes, apenas que talvez fosse necessario um estudo mais
aprofundado, com variagdes de quantidade de solvente e até troca de misturas dos
solventes eutéticos ou modificar variaveis e métodos de extragdo. A partir dessas
modificagdes, seria possivel realizar otimizagdes para verificar a melhor condigao para um
aproveitamento maior dos bioativos da S. byzantina, uma vez que essa PANC é uma
planta promissora.
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