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RESUMO: Arctium lappa L. é indicada no Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira
para o tratamento de distarbios urinarios leves. Estudos ja demonstraram o potencial antioxidante,
anti-inflamatorio e antidiabético deste extrato, onde foram identificados fendis, lignanas, taninos e
flavonoides. O objetivo deste trabalho foi otimizar o método extrativo de raizes de A. lappa. Realizou-
se 0 preparo de extratos por diferentes métodos: Ultrassom, Soxhlet, maceragdo e turbo extracdo. A
otimizacéo foi realizada por turbo extracdo seguindo um planejamento fatorial 23, empregando como
fatores: teor alcodlico, concentracdo da matéria prima e tempo de extracdo. Os extratos foram
avaliados quanto ao residuo seco, teores de fenois e flavonoides, e atividade antioxidante. Com
relacdo ao residuo seco, e aos teores de fendis e flavonoides, os métodos de ultrassom e turbo extracao
demonstraram melhor poder extrativo. Devido ao menor tempo e custo operacional, a otimizacéo foi
realizada por turbo extracdo, e o extrato otimizado foi obtido utilizando alcool 60%, em proporcao
matéria prima solvente 1:10 e tempo de extracdo de 15 minutos. Estas analises poderdo nortear futuros
testes de transposicdo de método para escala industrial, diminuindo mao de obra, tempo e custos,
visando obter produtos fitoterapicos mais eficientes, com valor acessivel a populacéo.

PALAVRAS-CHAVE: Bardana; Turbo extracdo; Planejamento fatorial; Fitoterapico.

EXTRACTIVE METHOD OPTIMIZATION FOR ARCTIUM LAPPA L. ROOTS.

ABSTRACT: Arctium lappa L. is indicated in the Brazilian Pharmacopeia Herbal Medicines Form
for the treatment of mild urinary disorders. Studies have already demonstrated the antioxidant, anti-
inflammatory and antidiabetic potential of this extract, where phenols, lignans, tannins and flavonoids
were identified. The objective of this work was to optimize the extractive method of A. lappa roots.
Extracts were prepared by different methods: Ultrasound, Soxhlet, maceration and vortical extraction.
The optimization was performed by vortical extraction following a 22 full factorial design, using as
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factors: alcohol content, drug concentration and extraction time. The extracts were evaluated for dry
residue, phenols and flavonoids contents, and antioxidant activity. Regarding the dry residue, and the
phenols and flavonoids contents, the ultrasound and vortical extraction methods showed better
extractive power. Due to the lower operating time and cost, the optimization was performed by
vortical extraction, and the optimized extract was obtained using 60% alcohol, in a 1:10 drug solvent
ratio and extraction time of 15 minutes. These assessments guide the future tests of transposition of
the method to an industrial scale, reducing manpower, time and costs, aiming to obtain more efficient
phytotherapic products, with affordable value for the population.

KEYWORDS: Bardana; Vortical extraction; Full factorial design; Herbal.

OPTIMIZACION DE UN METODO DE EXTRACCION DE RAICES DE ARCTIUM
LAPPA L.

RESUMEN: Arctium lappa L. esta indicado en la Formulacao de Fitoterapicos da Farmacopeia
Brasileira para el tratamiento de trastornos urinarios leves. Los estudios han demostrado el potencial
antioxidante, antiinflamatorio y antidiabético de este extracto, donde se identificaron fenoles,
lignanos, taninos y flavonoides. El objetivo de este trabajo fue optimizar el método extractivo de las
raices de A. lappa. Los extractos se prepararon por diferentes métodos: Ultrasonido, Soxhlet,
maceracion y turboextraccion. La optimizacion se realizé mediante turboextraccion siguiendo una
planificacion factorial de 23, empleando como factores: tenor alcoholico, concentracion de materia
primay tiempo de extraccion. Se evaluaron los extractos para determinar el residuo seco, el contenido
de fenoles y flavonoides y la actividad antioxidante. En cuanto al contenido de residuo seco, fenoles
y flavonoides, los métodos de extraccion por ultrasonidos y turbo demostraron un mejor poder de
extraccion. Debido al menor tiempo y coste operativo, la optimizacion se realizd6 mediante
turboextraccion, y el extracto optimizado se obtuvo utilizando alcohol 60%, en proporcién disolvente-
materia 1:10 y tiempo de extraccion de 15 minutos. Estos andlisis podran orientar futuros ensayos de
transposicion del método para escala industrial, reduciendo mano de obra, tiempo y costes, con el
objetivo de obtener productos fitoterapéuticos mas eficientes, con valor accesible para la poblacion.
PALABRAS CLAVE: Bardana; Turboextraccién; Planificacion factorial; Fitoterapia.

1. INTRODUCAO

Arctium lappa L. (Asteraceae) é uma planta de origem asiatica amplamente usada na medicina
popular, seja para problemas da pele, ou distarbios inflamatérios (CERDAN; BRAVO; APAZA,
2020). Seu cultivo da-se, principalmente, em paises do Leste Asiatico, como Taiwan, China e Japao,
onde ha seu uso na culinaria e na medicina tradicional (HORNG et al., 2017). No Brasil, conhecida
popularmente como bardana, esta cultivar também pode ser denominada Arctium chaorum Klokov
e/ou Lappa major Gaertn, sendo indicada, de acordo com o Formulario de Fitoterapicos da
Farmacopeia Brasileira, como antidispéptico, diurético e anti-inflamatdrio; realizando o preparo por
decoccdo das raizes para o uso interno (BRASIL, 2018).

Na literatura, muitos beneficios a saude estdo associados & ocorréncia de diferentes classes de
metabolitos secundarios. Investigacdes fitoquimicas indicaram que raizes de A. lappa apresentam
concentragdes significativas de fenois, saponinas, lignanas, taninos e flavonoides (AL-SHAMMAA,;
SAOUR; ABDUL-KHALIK, 2013) dentre os quais podem ser destacadas as substancias: arctigenina,
arctiina, acido caféico, acido clorogénico, inulina, lappaol e diarctigenina (FRANCO et al., 2019),
cinarina, quercetina ramnosideo, quercetina e luteolina (FERRACANE et al., 2010).
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Entre as propriedades bioldgicas atribuidas a bardana, podem ser citadas a atividade
antioxidante (DE SOUZA et al., 2018), anti-inflamatorio (HUANG, 2010), antitumoral (LOU et al.,
2016), hipolipidémico e hipogliceminate (AHANGARPOUR et al., 2017). Segundo Cerdan, Bravo e
Apaza (2020), ensaios farmacoldgicos e clinicos indicaram que as raizes de A. lappa possuem
atividades hepatoprotetoras contra varias substancias toxicas ao figado, como o tetracloreto de
carbono. Essa acdo baseia-se nas caracteristicas antioxidante e anti-inflamatdria que séo atribuidas a
presenca dos derivados do &cido cafeoilquinico. Ja as atividades antitumorais/quimiopreventivas
estdo atribuidas a presenca das lignanas, como arctina e arctigenina (LOU et al., 2016). Os efeitos
antiproliferativo e apoptético de lignanas da planta em questdo foram descritos para células
leucémicas, bem como efeitos antitumorais da arctigenina frente a linhagens celulares de cancer
pancreatico (PREDES et al., 2011). A atividade antioxidante de compostos fendlicos (acidos
clorogénicos e cafeicos isolados) deve-se, principalmente, as suas propriedades redutoras e a estrutura
quimica. Essas caracteristicas desempenham um papel importante na neutralizacdo de radicais livres
e quelacédo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao do processo
oxidativo (ABRAHAO et al., 2010).

Ademais, o grande potencial no desenvolvimento de fitomedicamentos vem despertando
preocupacdes quanto a eficacia dos extratos obtidos, ja que o processamento inadequado de materiais
vegetais pode causar degradacdo dos componentes ativos e, consequentemente, perda da atividade
farmacoldgica (PINHO, 2019). Além disso, nem todos os extratos causam o efeito desejado, pois ha
variabilidade das condicdes extrativas utilizadas, comprometendo a eficacia terapéutica. Ou seja, a
qualidade do produto esta inevitavelmente associada a tecnologia empregada durante a producdo do
fitoterapico que se planeja obter (SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010).

Visto que a qualidade dos extratos vegetais € muito influenciada pela metodologia de extracao
empregada, processos ndo otimizados podem limitar o potencial extrativo e, como consequéncia,
interferir na atividade farmacoldgica, além de deixar 0 processo mais custoso. Extratos ricos em
compostos fenolicos podem ser obtidos por diversas técnicas de extracdo por solventes (SOUZA-
MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010). Objetivando potencializar os métodos extrativos, o uso do
planejamento fatorial faz-se importante nesse processo, ao passo que se constitui de um conjunto de
ensaios estabelecidos com critérios cientificos e estatisticos, a fim de avaliar a influéncia de diversas
variaveis nos resultados de um dado processo. Com a sua utilizagdo, h&d uma diminuicdo de tempo e
custo operacional, além de uma melhora no rendimento de um processo a partir das respostas
adquiridas pela anélise estatistica (BUTTON, 2005).

Portanto, a finalidade que este trabalho foi otimizar o método extrativo pararaizes de A. lappa,
com o intuito de obter altas concentragdes de bioativos no extrato e, como resultado, potencializar 0s
efeitos terapéuticos ja observados.
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2. MATERIAL E METODO
2.1 Obtengéo e determinacéo do teor de umidade do material vegetal

Raizes secas e trituradas, provenientes do Rio Grande do Sul, foram obtidas da empresa
PhitoShop (Sao Paulo/SP).

Para determinacdo do teor de umidade foi utilizado o método gravimétrico, em triplicata
(BRASIL, 2019). A amostra vegetal (5,0 g) foi acondicionada em placa de Petri devidamente tarada,
e encaminhada a estufa a 105 °C, por 4 h. Transcorrido o periodo, o material foi transferido para
dessecador contendo silica gel, até atingir temperatura ambiente, e em seguida pesado novamente.
Este processo se repetiu até obtencdo de massa constante. O teor de umidade foi calculado pela

diferenca entre a massa antes e ap6s dessecacao.

2.2 Avaliacdo de diferentes métodos extrativos

Para evitar a influéncia do tamanho de particula sobre o potencial extrativo, a amostra vegetal
foi submetida a agitacdo, na série padrdo de peneiras Tyler de 20, 28, 32, 48, 60, 80, 100 e 170 Mesh
(Bertel, Caieiras, SP) com movimento vertical vibratdria durante 15 min. Apenas as particulas retidas
na peneira de 48 Mesh foram utilizadas para avaliagédo das diferentes metodologias extrativas. Como
analise primaria e referencial, os extratos preparados seguiram uma proporcdo Matéria
prima:Solvente de 1:15 (p/v) e tiveram o Etanol 70% como veiculo extrator. Todos 0s extratos foram
preparados em triplicata e, ao final dos periodos de extracdo, todos os extratos foram filtrados em
papel filtro e armazenado a 5 °C até as determinacg6es fisico-quimicas.

Foram avaliados diferentes métodos de extracao:

- Maceracdo: O material vegetal foi mantido em contato com o liquido extrator em um frasco

de vidro &mbar, com trés agitacdes diarias, durante cinco dias, em temperatura ambiente.

- Turbo extracdo: A matéria vegetal e o solvente foram mantidos em agitagdo, a 160 rpm,

durante 10 min., em um liquidificador (Triton, ARNO).

- Soxhlet: A extracdo foi realizada mantendo-se o aparelho de Soxhlet a 60 °C, com auxilio de

um termostato controlador de temperatura, durante 4 h.

- Ultrassom: A extragdo foi realizada utilizando um ultrassom do tipo sonda, a 50 °C e

amplitude de 50%. Foi realizada uma cinética de extracdo, onde diferentes tempos de extracéo

(1, 3,5, 10, 15 e 20 min.) foram avaliados.

Ao final dos periodos de extracdo, todos os extratos foram filtrados em papel filtro e

armazenado a 5 °C até as determinagdes fisico-quimicas.
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2.3 Caracterizacao fisico-quimica dos extratos

A caracterizacao foi realizada pela determinacédo do residuo seco, teor de Flavonoides Totais
e Compostos Fenolicos Totais (CFT), e o efeito antioxidante de todos os extratos frente as diferentes
condicdes de preparo.

2.3.1. Determinacéo do residuo seco

A determinacdo do residuo seco foi realizada segundo metodologia descrita pela Farmacopeia
Brasileira (BRASIL, 2019). Foram pesadas aliquotas de 10 mL, de cada extrato, em triplicata, sobre
placa de Petri previamente dessecada. As amostras foram mantidas a 110 °C, por 5 h, resfriadas e

pesadas novamente. Realizou-se o calculo de residuo seco segundo equacao (Eqg. 1):

Resid = PP 100 (Bg.1
esiduo seco = (P2—P1)X (Eq.- 1)

Onde:

P1: peso da placa de Petri vazia dessecada
P2: peso da placa de Petri + 10 mL de amostra antes de dessecar
P3: peso da placa de Petri + amostra depois de dessecar

2.3.2 Determinacao do teor de flavonoides totais

Para a determinacdo de flavonoides totais foram pipetados 4 mL do extrato, na concentracédo
de 1000 pg/mL em tubos de ensaio, individualmente. Posteriormente adicionou-se 1 mL de cloreto
de aluminio 5% (p/v) em metanol. Preparou-se o branco utilizando-se 4 mL de metanol e 1 mL de
cloreto de aluminio. As amostras foram incubadas por exatamente 30 min. e procedeu-se a leitura a
425 nm em espectrofotdmetro U.V./Vis (Kasuaki). Para quantificacdo, uma curva de calibracdo
padrdo (de 5 a 32,5 pg/mL) de quercetina foi plotada e forneceu a equacéo da reta: y=81,561x-126,41
com coeficiente de correlagio R?= 0,9966. Todas as analises foram realizadas independentemente e
em triplicata. Os resultados foram expressos pela média das determinacOes, em ug equivalente de

quercetina/miligrama de extrato (HUgeq MQext ')

2.3.3 Determinacéo do teor de compostos fendlicos totais

A concentracdo de Compostos Fenolicos Totais (CFT) foi determinada utilizando o método
de Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965). Foram pipetados 200 pL do extrato diluido na
concentragdo de 1000 pg/mL em um tubo de ensaio juntamente com 1000 uL de reagente de Folin-
Ciocalteu a 10% (v/v). Em seguida, 800 pL de Na,COz3 (7.5%, p/v) foi adicionado. A solucéo foi

incubada a 24 °C for 1 h e realizou-se a leitura da absorvancia a 765 nm em espectrofotdmetro
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U.V./Vis. Uma curva de calibracéo (entre 250 e 3,90 ng mL™!) foi plotada utilizando acido galico, e
forneceu a equacéo da reta y=14,269x+65,544 com coeficiente de correlagdo R?= 0,9905. Todas as
determinagOes foram realizadas em triplicata, e o total de compostos fendlicos foi expresso pela

média, em pg equivalente de acido galico/miligrama de extrato (Lgeac MPext ).

2.3.4 Avaliacdo da atividade antioxidante
2.3.4.1 Eliminagéo do radical DPPH

A capacidade de eliminacdo do radical DPPH para cada extrato, na concentracdo de 1000
pg/mL, foi estimada de acordo com o método de Da Silveira et al. (2018). Transferiu-se 150 pL de
cada extrato para tubos de ensaio e, adicionou-se 5,850 mL de solucéo etanélica de DPPH a 0,06 mM.
A mistura foi homogeneizada e mantida em repouso a temperatura ambiente por 30 min. A leitura da
absorvancia foi realizada a 515 nm., em espectrofotdmetro U.V./Vis. Alcool etilico foi utilizado como
branco. Uma curva de calibragdo (entre 50 e 1000 uM) foi plotada utilizando Trolox, e forneceu a
equacdo da reta y=-0,5771x+673,63 com coeficiente de correlagdo R?= 0,9968. Todas as
determinagOes foram realizadas em triplicata, e a capacidade de eliminacdo do radical DPPH foi
expressa pela média, em uM equivalente de Trolox.

2.3.4.2 Ensaio de eliminacdo de radicais livre ABTS™"

Cada extrato foi preparado na concentracdo de 1000 pg/mL, e o método foi conduzido de
acordo com Hoscheid et al. (2020). Uma curva de calibracdo (entre 100 e 2000 uM) foi plotada
utilizando Trolox, e forneceu a equacdo da reta y=-0,2465x+750,59 com coeficiente de correlacdo
R?= 0,9914. Transferiu-se 10 pL de cada extrato para tubos de ensaio e, adicionou-se 1,0 mL do
radical ABTS™". A mistura foi homogeneizada e mantida em repouso a temperatura ambiente, no
escuro, por 6 min. A leitura da absorvancia foi realizada a 734 nm., em espectrofotdmetro U.V./Vis.
Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata, e alcool etilico foi utilizado como branco. A
capacidade de eliminacdo de radicais livre ABTS"" foi apresentada pela média das determinagdes, em

umol de Trolox por grama de extrato (UMOltrolox Jext ).

2.3.4.3 FRAP — Ensaio antioxidante do poder de reducéo do ion ferro

O ensaio foi realizado utilizando a metodologia de Hoscheid et al. (2020) com modificagoes.
Uma aliquota de 90 pL do extrato na concentracdo de 1000 pg/mL foi adicionada com 270 uL de
agua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP (25 mL de acetato de 0,3 M tampéo pH 3,6; 2,5 mL de
solucdo de TPTZ 10 mM em HCI 40 mM; e 2,5 mL de solucéo aquosa de cloreto férrico 20 mM). A
mistura era incubada a 37 °C por 30 min. e sua absorvancia foi determinada em 595 nm., em

espectrofotdmetro U.V./Vis. O reagente FRAP foi utilizado como branco. Para determinar a
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capacidade antioxidante, uma curva de calibracdo para sulfato ferroso (100-2000 puM) foi plotada e
forneceu a equacdo da reta y=0,6188x-96,833 com coeficiente de correlagio R?= 0,9926, e os
resultados apresentados pela média das determinacgdes, em pumol de Fe?* por g de extrato (Umolrez+
Jext |). As analises foram realizadas em triplicata.

2.4 Otimizacéao dos extratos por turbo extracéo

A otimizagdo dos extratos foi realizada por um planejamento fatorial 22, empregando como
fatores: teor alcodlico (60% e 90%), concentracdo da matéria prima:solvente (1:10 e 1:20, p/v) e
tempo de extracdo (5 e 15 min.). As andlises foram realizadas utilizando método de turbo extracéo.
Ao final do periodo o extrato foi imediatamente filtrado em papel filtro e armazenado a 5 °C até a

realizacdo da caracterizacao fisico-quimica supracitadas.

2.5 Anélise estatistica
Os resultados foram avaliados por meio de analise estatistica utilizando o software Statistica®
13.0 (Statsoft, EUA). Diferencas significativas entre as médias foram determinadas pelo teste de

Tukey, com nivel de significancia de p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo a umidade observada para as raizes que A. lappa foi de 8,73+0,28%, atendendo
aos requisitos da Legislacdo vigente, que preconiza que o material vegetal ndo deve exceder a 14%
de umidade (BRASIL, 2019).

O teor de umidade € um importante parametro a ser analisado, pois a correta a secagem da
matriz antes de ser utilizada é primordial para maximizar a extracdo. A umidade diminui a eficiéncia
da extracdo, principalmente quando se trata de solventes apolares, além disso, 0 processo de secagem
retarda a deterioracdo do material vegetal pois, com a reducdo do nivel de &gua, ha retardamento da
acdo de enzimas, bactérias, leveduras e bolores, permitindo sua conservagao por um periodo superior.
Logo, esse referencial pode servir como um indicativo de qualidade do material (BELESSIOTIS;
DELVANNIS, 2011).

E de conhecimento da comunidade cientifica a influéncia das técnicas extrativas sobre o
potencial de extracdo de bioativos em materiais vegetais, contudo, além da metodologia e dos demais
parametros especificos, o tamanho das particulas é considerado um dos fatores mais significativos
para uma extracdo de qualidade, afetando diretamente o rendimento do extrato. E possivel obter
melhor eficiéncia utilizando particulas menores do material vegetal, ao passo que a reducdo do
tamanho das particulas oferece maior area de superficie para transferéncia de massa, resultando em
aumento da difusdo dos principios ativos no solvente (PATRAUTANU et al., 2019). Logo, justifica-
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se a necessidade de padronizacdo do tamanho de particula durante a otimizacdo do método de
extracao.

InvestigacOes fitoquimicas ja identificaram a presencga de diversos compostos de natureza
fenolica em raizes de A. lappa (AL-SHAMMAA; SAOUR; ABDUL-KHALIK, 2013; FRANCO et
al., 2019). Assim sendo, foram realizadas analises do teor de extrativos expresso em residuo seco (%,
p/p), e a determinacgéo dos teores de Flavonoides Totais e CFT dos extratos da bardana preparados
por diferentes métodos (Tabela 1).

Tabela 1: Teores médios de flavonoides e compostos fendlicos totais dos extratos de A. lappa preparados por diferentes
métodos extrativos.

Meétodo TEMPO Residuo seco (%) Flavonoides totais CFT
(min.) (MgeQ MQexi ') (MgEAG MPext ')
Maceracao 7.200 1,53 £ 0,072 14,45+ 0,192 749,13 £ 11,432
Turbo-extracdo 10 1,70 £ 0,08° 15,45 + 0,31° 825,17 + 6,04°
Soxhlet 240 1,23 £ 0,04° 18,93 +£0,29° 753,70 £ 11,35°
1 1,17 £ 0,09° 15,12 + 0,41° 695,52 + 5,57¢
3 1,26 £0,12° 16,61 + 0,32¢ 765,60 + 16,842
Ultrassom 5 1,50 £ 0,122 17,02 £ 0,26%¢ 804,85 + 4,37¢
10 1,69 + 0,08° 17,45 + 0,35°%f 812,21 + 12,68"¢
15 1,79 + 0,08"¢ 17,56 + 0,14f 830,78 + 13,92°
20 1,84 +0,14¢ 17,78 + 0,06f 830,66 + 17,98°

Legenda: Média (n=3) + Desvio padrdo. Letras diferentes, na mesma coluna, representam diferencas significativas
(p<0,05) por ANOVA seguido de Teste de Tukey.

Os resultados apresentados para os teores de Residuo Seco, CFT e Flavonoides Totais
permitem observar a superioridade das técnicas de turbo-extracdo e ultrassom quanto a extracao de
bioativos. Devido a propria caracteristica da técnica, torna-se possivel com a turbo-extracdo a
preparacdo de extratos altamente concentrados em um curto periodo, quando comparado a métodos
tradicionais como a maceracdo (BERINGHS, 2015), corroborando com os dados observados no
presente estudo.

Sabe-se que maceracao nao conduz ao esgotamento da matéria prima vegetal, sendo a extracédo
encerrada pela saturacdo do liquido extrator e/ou pelo estabelecimento de um equilibrio difusional
entre 0 meio extrator e o interior das células (SONAGLIO et al., 2007). Isso justifica os menores
teores de CFT obtidos por este método.

Em paralelo, foi realizado a extracdo por Soxhlet, método que permite uma extracdo altamente
eficiente, empregando quantidade reduzida de solvente. Contudo, a técnica envolve altas
temperaturas que podem ocasionar degradacdo de compostos termossensiveis. Este fato pode
justificar os teores inferiores de CFT obtidos por essa metodologia quando comparado a turbo-
extracdo, o que demonstra a superioridade deste ultimo método quando se transpde para uma escala

industrial, ao passo que ha a pulverizacdo das particulas da matéria prima durante 0 processo
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extrativo, expondo o conteldo interno das células, facilitando a acdo do solvente, resultando em um
aumentando o teor de compostos extraidos em menor tempo (SONAGLIO et al., 2007).

Ja atécnica de extracdo por ultrassom, por sua propria caracteristica metodoldgica, tem a a¢éo
de facilitar a dilatacdo do material vegetal e causar aumento dos poros da parede celular da planta,
melhorando a transferéncia de massa. As ondas produzidas pelo ultrassom facilitam a penetracao do
solvente nas paredes celulares dessa forma permitindo que o conteddo intracelular seja liberado de
forma eficiente. Dessa forma a extragdo por ultrassom tem como vantagem a reducdo do tempo de
extracdo, do consumo de solventes e das temperaturas durante a extracdo (SILVA, 2013), mostrando-
se uma forma extrativa alternativa as técnicas convencionais. A eficiéncia do ultrassom tem sido
citada como igual ou melhor do que a obtida por Soxhlet (SONAGLIO et al., 2007).

Na cinética de extracdo por ultrassom, é possivel observar um aumento gradativo do residuo
seco, da concentragdo de CFT e Flavonoides Totais em fungédo do tempo de extragdo. Contudo ndo
ha uma diferenca significante a partir do décimo minuto de extragdo. Durante 0s primeiros minutos
de extracdo a maior parte dos compostos fenolicos presentes nas raizes ja foram extraidos para o
veiculo extrator, sendo assim desnecessario continuar no processo de extracdo por maiores tempos.
Com a continuidade, apenas aumentam-se 0s gastos com a extracdo de uma forma desproporcional
ao rendimento esperado (VARDANEGA et al., 2017).

Sendo que a concentracdo de CFT, principais bioativos presentes nas raizes de A. lappa, nao
apresentou diferenca significante entre a turbo extracdo e ultrassom, a técnica de menor tempo e custo
operacional associado, a turbo-extracao, foi escolhida para otimizacdo de método extrativo, através
de um fatorial 23 (Tabela 2).

Tabela 2: Caracterizacio dos extratos de A. lappa obtidos por turbo extragdo pelo planejamento fatorial 23, avaliando
diferentes fatores e niveis de extracéo.

Teor alcodlico Proporcéo Tempo Residuo Flavonoides totais CTF

(%) MP*:Solvente (min.) seco (%) (MgEQ MPext ') (UgEAG MPext 1)
(pv)
1:10 5 1,38 £ 0,09¢ 19,69 + 0,69¢ 1082,14 + 22,64°

60% 1:10 15 1,65 +0,10° 22,90 +0,82¢ 1149,18 + 65,27°¢
1:20 5 0,80 + 0,042d 10,62 +0,31f 670,52 + 17,80¢
1:20 15 0,94 + 0,04¢ 12,85 + 0,59¢ 737,80 + 30,56¢
1:10 5 0,32 +0,08° 4,74 +0,35° 151,87 + 2,49°

90% 1:10 15 0,68 + 0,052 7,25+0,512 393,23 + 26,412
1:20 5 0,33+0,08° 4,17 +0,36" 119,24 + 4,93°
1:20 15 0,31+0,07° 4,90+0,36" 143,25 + 7,98°

Legenda: *MP = Matéria prima; Resultados expressos pela média (n=3) + Desvio padréo. Letras diferentes, na mesma
coluna, representam diferengas significativas (p<0,05) por ANOVA seguido de Teste de Tukey.

O efeito de trés variaveis sobre a obtengdo de bioativos foi avaliado. E possivel notar a
correlacdo negativa do teor alcoolico e potencial extrativo, visto que o incremento da concentracéo

alcoolica do solvente mostrou efeito limitador sobre a extracao de bioativos. Adicionalmente, o tempo
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também foi um elemento importante, e demonstrou correlacdo positiva, sendo que maiores
proporcdes de Flavonoides Totais e CFT foram obtidas com o aumento do tempo de extragdo. Tempos
reduzidos de permanéncia do solvente no extrator, podem prejudicar a interagdo entre as fases,
impedindo a saturacdo do solvente e retirada de bioativos da matriz (KAVOURA et al., 2019). O
terceiro fator avaliado foi a proporcao entre matéria prima e solvente, onde constatou-se correlagédo
negativa, visto que o aumento da proporcao de solvente ndo incrementou a extracdo de bioativos,
logo visando diminuir custos associados ao processo de obtencdo de extratos, a propor¢do Matéria
prima:Solvente de 1:10 se mostrou mais adequada.

Diante do exposto, € possivel observar a superioridade do extrato obtido por turbo extracgéo,
na proporcdo Matéria prima:Solvente de 1:10, e teor alcodlico 60%, em comparacdo aos demais
métodos e condicBes avaliadas. Esta superioridade também foi observada quanto a atividade
antioxidante (Tabela 3).

Tabela 3: Atividade antioxidante dos extratos de A. lappa frente aos métodos de DPPH, ABTS" e FRAP.

Meétodo Teor Proporcéo Tempo DPPH ABTS FRAP
alcodlico MP*:solvente (min) (UM1roi0x)  (UMOlTrotox Gext ') (UMOlFe2+ Qext ')
(%) (p/v)

Turbo extracéo 70% 1:15 10 917,742 3001,712 3821,642
Ultrassom 70% 1:15 20 878,46° 2992,25% 3850,19?
Soxhlet 70% 1:15 240 1037,30°P 3027,412 3811,402
Maceracéo 70% 1:15 7.200 905,612 3027,412 3844,802
Turbo extracéo 60% 1:10 5 874,42° 2990,892 3837,802
1:10 15 978,39" 2997,662 3904,59f
1:20 5 797,024 3026,052 3721,442
1:20 15 931,602¢ 3015,242 3747,302
Turbo extracéo 90% 1:10 5 947,77 1799,55° 2596,69°¢
1:10 15 1037,30° 2976,022 3699,36°
1:20 5 742,73¢ 2102,46° 2125,88¢
1:20 15 699,98f 1742,75° 2383,91¢

Legenda: *MP = Matéria prima; Resultados expressos pela média (n=3). Letras diferentes, na mesma coluna,
representam diferengas significativas (p<0,05) por ANOVA seguido de Teste de Tukey.

Os extratos naturais apresentam uma complexa gama de compostos, com ampla faixa de
polaridade e efeito antioxidante, sendo dificil considerar apenas um Uunico método capaz de
caracterizar a atividade antioxidante total do extrato. Os métodos utilizados para avaliar a capacidade
antioxidante podem ser baseados no poder de redugdo do metal (FRAP), captura do radical peroxila
(ORAC, TRAP), captura do radical organico (ABTS, DPPH), ou captura do radical hidroxila (método
de desoxirribose). Sendo os métodos por FRAP, DPPH e ABTS mais utilizados na avaliagdo da
atividade antioxidante de extratos vegetais, devido a facil aplicacdo, baixo custo e rapida obtencdo de
resultados (LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013).

Sabe-se que o potencial efeito anti-inflamatério, hipoglicémico e hipolipémico de plantas
medicinais esta correlacionado ao potencial antioxidante (NEMATALLA; ARAFA; KHALIL, 2019;

VIRGEN-CARRILLO; MARTINEZ MORENO, 2020; OUBIHI et al., 2020) e que os derivados de
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fenois possuem papel fundamental na protecdo conta danos oxidativos celulares (OUBIHI et al.,
2020). Logo extratos de A. lappa com elevado potencial antioxidante podem apresentar efeito efeitos
terapéuticos potencializados.

A partir do conjunto de ensaios realizados, buscando diminuicao de tempo e custo operacional,
e elevados teores de bioativos, a partir das respostas adquiridas pela andlise estatistica, o extrato
otimizado, preparado por turbo extracdo, durante 15 minutos, na proporcdo Matéria prima:Solvente
1:10, e teor alcoolico 60%, demonstrou superioridade frente aos métodos de avaliacdo da atividade
antioxidante por DPPH e FRAP, bem como auséncia de diferenca significativa pelo método de ABTS,

sendo considerado método otimizado para obtencdo do extrato de raizes de A. lappa.

4. CONCLUSAO

A turbo extracdo foi elencada como técnica ideal para a otimizagdo dos extratos. O extrato
otimizado foi obtido utilizando &lcool 60%, em propor¢cdo Matéria prima:Solvente de 1:10, e tempo
de extracdo de 15 minutos.

Estas analises sao importantes para nortear futuros testes de extracédo e transposicédo de método
otimizado para escala industrial, diminuindo méo de obra, tempo e custos. Portanto a otimizagéo de
métodos extrativos potencializa a extracdo dos bioativos e reduz gastos relacionados ao processo,
auxiliando a academia e a populacdo, pela obtencdo de produtos fitoterapicos eficientes e de valor
acessivel.

A partir dos resultados apresentados, sugere-se a realizacdo de uma analise quimica completa
da solucgéo extrativa otimizada, bem como a execucao de ensaios pilotos destinados a coleta dos dados

para descricdo de processos, e desenho dos equipamentos em escala industrial.
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