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Resumo
O estagio cujo relatério que aqui se apresenta foi realizado nas instalacdes dos

Laboratérios Valoren e SiSUS do Instituto de Investigagdo Aplicada do IPC, em
coordenacdo com o Instituto Superior de Engenharia de Coimbra e a Escola Superior
Agrdria de Coimbra. Teve uma durac¢do de mil horas entre 12 de outubro de 2020 a 12 de
abril de 2021.

O principal objetivo deste trabalho passou pelo desenvolvimento de uma gama de
extratos de subprodutos agroalimentares, com o intuito de serem incorporados numa
linha de cosmeéticos, contribuindo para a sua valorizacdo e aproveitamento dos
compostos bioativos destes subprodutos.

Recorreu-se a utilizacdo da cascarilha de café (subproduto da torra de café), e a
utilizacao das ervas aromaticas hortela e alecrim, que se mostraram e de interesse para a
industria dos cosméticos, muito devido as propriedades dos compostos de valor
acrescentado que apresentam.

Na obtencdo dos compostos bioativos e aromadticos foram aplicadas duas
metodologias de extracdo solido/liquido: a Extracdo convencional e Extracdo assistida por
ultrassons. As duas metodologias usadas foram comparadas na sua eficacia de extracao
dos compostos de interesse, e ainda no uso das matérias-primas moidas como no estado
intacto (sem sofrer alteracbes fisicas). Os solventes utilizados para a extracdo dos
compostos bioativos e aromaticos foram a dgua e misturas de o etanol:agua (25%EtOH e
50%EtOH).

As andlises realizadas incluiram a determinacdo do teor de compostos fendlicos totais,
flavonoides e a determinacao da capacidade antioxidante dos extratos. Na generalidade,
os melhores resultados foram obtidos utilizando o 50%EtOH como solvente. Verificou-se
gue o tipo e o estado da matéria-prima, inteira ou moida, influencia a extracdao dos
compostos de interesse, e apesar de variacdes em relacdo aos melhores resultados, os
produtos inteiros apresentaram maioritariamente melhores resultados.

Na andlise de fendlicos utilizando o método de extracdo por ultrassons e a 4gua como
solvente, a horteld moida apresentou os melhores resultados 5,14+0,41 mg AG/mL que se

destacam claramente das restantes matérias-primas.



N

Escola Superior
Agraria

Apesar da horteld ter sido o material vegetal com melhores resultados no que diz
respeito ao teor de compostos fendlicos totais na extracdo com agua, é importante
realcar que na grande maioria o solvente 50%EtOH foi o que apresentou melhores
resultados.

Relativamente ao tipo de solvente o 50%EtOH foi o que revelou os melhores
resultados, existindo um grande desvio em relagao aos valores encontrados aquando do
uso dos outros solventes testados.

O teor de flavonoides foi mais elevado utilizando a horteld inteira com recurso a
extracdo convencional (4,02+0,40 mg CAT/mL). Este resultado destaca-se largamente dos
restantes, sendo o segundo valor mais alto de 3,66+0,55 mg CAT/mL que também diz
respeito a horteld inteira mas com recurso a extracdo por ultrassom (50%EtOH).

Na quantificacdo da atividade antioxidante, na generalidade a 4gua foi o solvente que
obteve melhores resultados, tanto no caso do alecrim como da cascarilha. No que diz
respeito ao alecrim, a matéria-prima inteira e o método de extracdo assistido por
ultrassons levaram aos melhores resultados (0,0014+0,0002 IC50 mg/mL), enquanto que
no caso da cascarilha e apesar da matéria-prima inteira também fosse a melhor, o método
de extracdo convencional foi o mais eficaz (0,0018+0,0003 IC50 mg/mL). Dos trés
materiais vegetais estudados, a horteld foi a que apresentou os melhores resultados com

o uso do produto moido e 0 25%EtOH como solvente (0,0011+0,0008 IC50 mg/mL).

Palavras-chave: valorizagdo; subprodutos agroalimentares; extracao solido-liquido;
fendlicos; antioxidantes; cosmética
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Abstract
The internship, carried out between October and April 12, 2021, was held at the facilities

of Valoren and SiSUS laboratories of the Applied Research Institute of the Polytechnic of
Coimbra. Those laboratories were located at the Coimbra Engineering Institute and the

Agriculture School.

The main objective of this work was the development of a range of extracts of agrifood
by-products, in order to be incorporated into a line of cosmetics, contributing to the

valorization of their bioactive compounds and use as ingredients in cosmetics.

Coffee silverskin (a by-product of coffee roasting) and the use of aromatic plants, mint
and rosemary were used, which proved to be interesting for the cosmetics industry,

largely because of the properties of the value-added compounds they present.

The bioactive and aromatic compounds with two solid/liquid extraction methodologies:
conventional extraction and ultrasound-assisted extraction. The extraction efficiency of
the tested methods was compared. The effect of the form of vegetal matrices was
studied: intact state (without undergoing physical changes) or ground materials. The type
of solvent used was also compared for the extraction of bioactive and aromatic

compounds: water and ethanol:water mixtures (25%EtOH and 50%EtOH).

The obtained extracts were characterized for the content of total phenolic compounds,
flavonoids and antioxidant activity. In general, the best results were obtained using
50%EtOH as a solvent. It was found that the form of the raw material (whole or grounded)
influences the extraction of the bioactive compounds, and although there are some

variations for the better results, most of the products tested whole show better results.

For the phenolics, using the ultrasound extraction method and water as solvent, the

ground mint showed the best results (5,14 + 0,41 mg AG/mL) which clearly stand out.

Although mint was the plant material with the best results in terms of total phenolic
compounds in the extraction with water, it is important to highlight that, in most cases,

50%EtOH provides the best results.

vii
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Contrary to the results for the total phenolic content, with better results with the ground
mint, the flavonoid content was higher with the whole mint in the conventional extraction
(4,02 £ 0,40 mg CAT/mL). This value stands out from the rest, with the second highest
value being 3,66+0,55 mg CAT/mL, found on the whole mint when using the ultrasound

extraction, with 50%EtOH.

Regarding the antioxidant activity (AA) of the extracts, in general, water was the solvent
with the best results, both for rosemary and for coffee silverskin. Whole raw material, in
the case of rosemary, showed the best results in ultrasound-assisted extraction (0,0014 +
0,02 IC50 mg/mL), while in the case of coffee silverskin, the conventional extraction was
more effective using the whole byproduct (0,0018 *+ 0,0003 IC50 mg/mL). Of the three
studied plant materials, mint had the best AA with the use of the ground product and

25%EtOH as solvent (0,0011 + 0,0008 IC50 mg/mL).

Keywords: valorisation; agro-food by-products; solid-liquid extraction; phenolics; antioxidants;
cosmetics
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1. Introducao

Atualmente, sao produzidas milhdes de toneladas de residuos provenientes do
processamento agroindustrial. Alguns deles sdao apenas aproveitados como ragao
animal ou usados como compostos para aplicacdo na agricultura. No entanto, a maior
parte ainda é descartada sem tratamento, causando danos ao meio ambiente (Siqueira
et al., 2011). A estratégia das empresas em obter melhorias de desempenho ambiental
estd inserida na sua funcdo social, pois além de atender a vontade dos seus clientes,
melhora os relacionamentos com organizagcbes ambientais, com ONG’s e com a
sociedade em geral. Seguir apenas os padrdes minimos expressos na legislacdo
ambiental ndo é considerado suficiente para manter vantagens competitivas,

sobretudo no mercado externo (Casagrande et al., 2008).

Nos ultimos anos, a busca por antioxidantes naturais e seguros, especialmente de
origem vegetal, aumentou consideravelmente, principalmente porque os
antioxidantes de base sintética sdo suspeitos, e nalguns casos foram confirmados, de

estarem associados a potenciais perigos para a saude.

Virios estudos epidemioldgicos indicaram que a ingestdo de produtos vegetais esta
associada a uma reducdo no risco de uma variedade de doencgas crénicas como
cardiovasculares e cancro. Estes efeitos tém sido particularmente atribuidos aos
compostos que possuem atividade antioxidante. Os principais antioxidantes nos
vegetais sdao as vitaminas C e E, os carotenoides e os compostos fendlicos,

especialmente os flavonoides (Silva et al., 2010).

O café, uma das bebidas mais populares a nivel mundial, é consumido por milhdes de
pessoas todos os dias. Tradicionalmente, os efeitos benéficos do café sdao atribuidos
maioritariamente ao seu ingrediente mais investigado, a cafeina, mas agora sabe-se
gue outros compostos também contribuem para as valiosas propriedades dessa
bebida (Esquivel & Jiménez, 2012). Devido ao elevado consumo deste produto esta
associada uma grande producdo de residuos e subprodutos. Muitos destes residuos
sdo ainda extremamente ricos em compostos bioativos, sendo potenciais fontes

naturais dessas substancias.



Neste trabalho a cascarilha (subproduto do café) foi utilizado e estudado como fonte

de potencial bioativo.

Os compostos bioativos de varias especiarias e plantas aromaticas, que s3ao os
principais ingredientes naturais de sabor e fragrancia, desempenham um papel vital na
salude do consumidor (Nour et al., 2017). Por outro lado, muitas das propriedades
funcionais apresentadas pelas plantas aromaticas estdo associadas a presenca, tipo e
concentracdo de compostos fendlicos, embora a composicdo exata dos mesmos
dependa de vdrios fatores, como a parte da planta utilizada, estado vegetativo,
condicGes ambientais, técnica de colheita, etc (Juana et al.,, 2012). Diversas plantas
aromaticas contém certas vitaminas e outras substancias naturais com capacidade

antioxidante (Sueishi et al., 2018), antimicrobiana, anti-inflamatdria, entre outras.

Neste trabalho as plantas aromaticas, estudadas como fontes de antioxidantes

naturais foram a horteld e o alecrim.

1.1. Objetivos do estagio
Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a composicdo em compostos bioativos

de um subproduto gerado pela industria agroalimentar, a cascarilha de café, e duas
plantas aromaticas (hortela e alecrim), nomeadamente no teor de compostos fendlicos
totais, flavonoides, e atividade antioxidante, com o intuito da aplicacdo dos extratos

obtidos numa gama de cosméticos.

Para além deste objetivo pretendeu-se também avaliar a eficicia do método de
extragdo e como é que a forma do material vegetal pode influenciar o rendimento de

extragdo destes compostos.

1.2. Compostos bioativos e aromaticos
A par do crescente interesse por produtos naturais para aplicacdes em saude e

cuidados pessoais, existe uma tendéncia para o uso de produtos considerados

ecoldgicos, obtidos a partir de recursos sustentaveis.



A expectativa e qualidade de vida aumentou nos paises desenvolvidos, surgindo novas
preocupac¢des no que diz respeito aos padrdes de saude, bem-estar e de beleza, o que
tem impulsionado a investigacdo relacionada com a identificacdo de fontes de

principios ativos para cosméticos.

Uma nova tendéncia nas formulacdes cosméticas é a utilizacdo de matérias-primas de
subprodutos resultantes da agroindustria que normalmente sdo descartados como
residuos. A valorizacdo de subprodutos é um conceito que tem ganho bastante relevo
na area de gestao de residuos industriais, promovendo o principio do desenvolvimento
sustentdvel (Rodrigues et al., 2015). De facto, levando em consideracdo a composicao
destes residuos e as questdes de sustentabilidade associadas, os compostos
recuperados sdo aconselhaveis para utilizacdo e mostram beneficios quando aplicados,

particularmente na industria cosmética (Rodrigues et al., 2017).

Os subprodutos agroindustriais sdo boas fontes de compostos fendlicos e também tém
sido explorados como uma fonte de antioxidantes naturais. Estes tém tido um
interesse crescente para aplicacées ndo so alimentares, mas também em substancias
medicinais, para substituir os antioxidantes sintéticos, uma vez que estes podem
constituir um perigo para a saude devido a sua carcinogenicidade (Gholamipourfard et

al., 2021).

Embora o uso de compostos fendlicos naturais como antioxidantes seja
particularmente interessante, devem ser considerados os aspetos praticos tais como a
eficiéncia da extracdo, a disponibilidade da matéria-prima, a seguranca do produto

obtido, entre outros (Rodrigues et al., 2015).

Estudos realizados com compostos fendlicos e, especialmente, com os flavonoides
demonstram a sua capacidade antioxidante e a sua significativa contribuicdo quer na
dieta alimentar, assim como o seu efeito na prevencdo de diversas doencas

cardiovasculares, cancerigenas e neuroldgicas (Soares et al., 2008).

Os flavonoides compdem uma ampla classe de substancias de origem natural, cuja
sintese ndo ocorre na espécie humana. Estruturalmente, os flavonoides sdo compostos

bioativos que constituem substancias aromaticas com um alto poder antioxidante.



Estes compostos possuem uma série de propriedades que os fazem atuar sobre
sistemas bioldgicos agindo diretamente em células, organismos ou tecidos vivos com
poder farmacéutico, consequentemente, muitas dessas propriedades intervém de
forma benéfica para a saude humana. Atualmente, ja foram identificadas mais de

quatro mil substancias pertencentes ao grupo dos flavonoides (Lopes et al., 2017).

Nos ultimos anos, uma ampla pesquisa sobre compostos fendlicos tem sido
desenvolvida devido as suas propriedades terapéuticas, incluindo propriedades
anticancerigenas, beneficios na prevencdao de doencgas inflamatérias e doencas
cardiovasculares. Os compostos fendlicos sdo metabolitos secunddrios que estdo
naturalmente presentes em varias plantas, frutas e diferentes materiais vegetais

(Deflaoui et al., 2021).

Atualmente é cada vez mais recorrente os consumidores demonstrarem preferéncia
por produtos de origem natural como alternativa aos produtos sintéticos, e, como tal,
o reaproveitamento de um subproduto do café demonstrou ser um estudo de grande
interesse. A cascarilha do café, principal subproduto da torrefacdo do café, é
atualmente usada como combustivel ou na fertilizacdo do solo. No entanto, existem
varios estudos que relatam que pode constituir uma boa fonte de compostos bioativos
que depois de extraidos poderdo ser utilizados pela industria cosmética (Bessada et al.,

n.d.).

As ervas aromaticas sdao ha muito tempo a base da medicina tradicional em muitos
paises. Tém sido um objeto de estudo, principalmente pelas industrias quimicas,
farmacéuticas e alimentares, devido ao seu potencial para melhorar a saude (Juana et
al., 2012). Estas matérias-primas contém na sua composicdo substancias que atuam
como antioxidantes, estimulantes digestivos e apresentam atividade antibacteriana,
anti-inflamatadria, antiviral e anticancerigena. Os efeitos benéficos indicados também
podem ter possiveis aplicagcdes preventivas numa variedade de patologias (Juana et al.,

2012).



2. Produtos de origem vegetal para extracao de compostos bioativos

As industrias agroalimentares geram uma grande quantidade de residuos de frutas e
vegetais. Esses residuos sdo compostos por partes estruturais (folhas, cascas, polpas,
sementes, raizes e caules) e sdo ricos em compostos bioativos como polifendis,
proteinas, carboidratos, fibras, lignina, lipidos e minerais. Portanto, esses residuos
constituem uma fonte de compostos bioativos e a sua valorizagao leva a aplicagdo do
conceito de economia circular em que a industria e a sociedade se beneficiam

mutuamente (Marmol et al., 2021).

As plantas aromaticas sdao reconhecidas como fontes extremamente ricas de varias
classes de antioxidantes naturais (Sueishi et al., 2018). Contém também certas

vitaminas e outras substancias naturais com caracteristicas bioativas.

2.1. Subprodutos da industria agroalimentar

A demanda pela produgado de alimentos tem promovido o aumento da quantidade de
residuos agroindustriais, e por isso é cada vez mais urgente a necessidade de valorizar

e reutilizar estes subprodutos.

Uma das grandes limitacdes no desenvolvimento economicamente sustentado dos
processos de valorizacdo de subprodutos estd na disponibilidade desses mesmos
subprodutos. No entanto, tal ndo deve constituir uma limitacdo, mas sim, ser visto
como uma oportunidade para as industrias se associarem, e em conjunto conceberem
solugcdes integradas usando subprodutos com composicdo semelhante ou
complementar. Outro grande constrangimento, sdo as restricdes impostas pela
legislacdo, nomeadamente na valorizacdo dos subprodutos para utilizacdo em novos
ingredientes (em particular funcionais) garantindo que o produto final seja facilmente

valorizavel no mercado com o retorno esperado.

Neste contexto, a valorizacdo de subprodutos é uma questdo da maior importancia
para o setor agroalimentar, pois sdo varias as oportunidades existentes para o

desenvolvimento sustentado de novos produtos de valor acrescentado. Assim as



empresas agroalimentares devem estar conscientes deste desafio e, desde j3,

assumirem esta questdao como determinante para o seu desenvolvimento e do setor.

Embora no passado esses residuos fossem vistos principalmente como um grande
problema, no cendrio atual comegam a ser vistos como a principal estratégia para o

desenvolvimento de processos industriais sustentaveis (Freitas et al., 2021).

Atualmente cerca de 1/3 dos alimentos para consumo humano é perdida
mundialmente como residuo de processamento ou perda na cadeia de valor,
correspondendo a uma producdao mundial de residuos alimentares de cerca de 1,3 mil
milhGes toneladas por ano (Pintado & Teixeira, 2015). Nesse sentido, a valorizagao de
residuos e subprodutos agroalimentares apresenta-se ndo sé como uma necessidade,
mas como uma oportunidade para obtencdo de novos produtos de valor acrescentado

e com grande impacto na economia das industrias.

A mais-valia para as industrias alimentares advém tanto da reducdo de custos de
eliminacdo ou tratamento dos residuos, como do ganho de transformacdo dos
subprodutos em produtos de valor, entre os quais se podem incluir novos aditivos ou
ingredientes alimentares, que podem vir a incorporar nos seus produtos,

diversificando e aumentando o seu portfélio (Pintado & Teixeira, 2015).

Nesse contexto, diversas tecnologias imergentes menos agressivas para o ambiente,
como extragdo assistida por micro-ondas e a extracdo assistida por ultrassom tém sido
estudadas e aplicadas na obtencdo de produtos de alto valor agregado a fim de

abastecer as industrias quimicas, farmacéuticas e alimentares (Freitas et al., 2021).

Com potencial para comercializacdo e aplicacdo em formulacdes cosméticas a
exploracdao de subprodutos alimentares com valor acrescentado é cada vez mais
investigada. A criacdo de novos produtos surgiu da constante evolugdo da industria
cosmética e da procura pelos consumidores de produtos naturais e inovadores,
levando ao aparecimento de novos conceitos, cujas caracteristicas permitem a
incorporacdo de compostos bioativos, como por exemplo vitaminas e compostos
fendlicos extraidos de subprodutos, e desta forma, contribuir para a sustentabilidade a

nivel mundial (Pilar & Gomes, 2020).



2.1.1. Cascarilha de café
As plantas de café pertencem a familia botanica Rubiaceae, que inclui

aproximadamente 80 espécies diferentes. As duas principais espécies de café mais
cultivadas para consumo s3ao o Coffea arabica, conhecido como café ardbica, que
representa aproximadamente 75% da producdo global, e o Coffea canephora,
conhecido como café robusta, correspondendo aproximadamente a 24% da producao

(Narita & Inouye, 2014).

O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo, e a segunda maior mercadoria
comercializada depois do petrdleo. Devido a grande procura por este produto, sdo
geradas grandes quantidades de residuos na industria do café, os quais podem ser

toxicos e representam sérios problemas ambientais (Mussatto et al., 2011).

O consumo global de café atinge os 9,66 milhdes de toneladas por ano e como
consequéncia, sdao produzidos milhdes de toneladas de subprodutos, tais como as
borras e as cascas de café. A cascarilha, que resulta como subproduto depois do
processo de torrefacdo do café, é o tegumento fino que cobre o grao de café verde
(Nzekoue et al., 2020). Esta é separada dos grdos por fluxo de ar durante o processo
produtivo e por vezes é utilizada como combustivel ou enviada para aterros (Costa et
al., 2014). Apesar da quantidade de cascarilha de café constituir apenas 0,75% da
guantidade de café torrado produzido, o elevado volume de café processado a nivel
mundial torna a quantidade de cascarilha também significativa (Nzekoue et al., 2020).
No entanto, até ao presente ndo foram desenvolvidos métodos eficientes para a
utilizacao efetiva de cascarilha, o seu reaproveitamento e valorizacao (Narita & Inouye,
2014) contribuindo positivamente para o meio ambiente e para a economia. Ao longo
dos anos, a sua principal aplicacdo tem sido limitada a alimentacdo animal ou a
producdo de energia. A maior parte da cascarilha é descartada em aterros ou terrenos
de cultivo ou prossegue para ser queimada, geralmente sem a preocupa¢do com o
destino final e com mudancgas na fonte de poluicdo, especialmente nos paises em

desenvolvimento.



Apesar da cascarilha poder ser reutilizada de varias formas, é importante ter métodos
ecolégicos para transformd-la em material utilizavel ou em material a ser reciclado na
natureza, uma vez que tem na sua composicdo matéria organica, nutrientes e
compostos secunddrios, estando-se desta forma a introduzir compostos organicos de

alto valor no solo (Hoseini et al., 2021).

Os compostos bioativos da cascarilha podem responder a novos desafios e
necessidades da industria cosmética com o fornecimento de ingredientes ativos
naturais que melhoram a aparéncia de uma pele saudavel, neutralizam o
envelhecimento da pele e doencas relacionadas, numa abordagem ecolégica (Bessada
et al., n.d.). Diferentes estudos tém mostrado o beneficio das propriedades da
cascarilha de café, a sua capacidade antioxidante, atividade antibacteriana e anti-

inflamatéria (Borrelli et al., 2004).

2.2. Plantas aromaticas e medicinais

As plantas aromdticas e medicinais sdo ancestralmente usadas na confecdo e
preparacdo de alimentos, no tratamento e prevencdo de doencas. E-lhes reconhecido
o seu potencial bioativo, mesmo que inicialmente de uma forma meramente empirica.
Atualmente, e apesar de estar amplamente provada a excelente composicdo bioativa
destas plantas, o efetivo uso dos seus compostos ativos ainda ndo atingiu a sua total
valorizacdo. E por isso fundamental otimizar processos de extracdo que permitam a
sua eficiente recuperagao. Assim, a investigacdo sobre a utilizacdao e eficacia das
plantas aromaticas deve continuar por forma a identificar os potenciais beneficios para

a saude humana ou animal.

Hoje em dia, a utilizacdo de extratos de plantas em aditivos alimentares, como fontes
de compostos medicinais, continua a crescer, com o objetivo de satisfazer as
exigéncias dos consumidores por produtos naturais, seguros e de alta qualidade. As
plantas aromadticas parecem satisfazer os requisitos da procura atual e os

desenvolvimentos futuros na nutricdo. As plantas aromdticas sdo colocadas na



categoria de plantas medicinais e coletivamente sdao conhecidas como Plantas

Medicinais e Aromaticas (Giannenas et al., 2020).

De acordo com a Organizagdao Mundial de Saude, 30% dos medicamentos vendidos em
todo o mundo contém compostos derivados de materiais vegetais que incluem mais
de 21000 espécies diferentes (Pandey et al., 2020). Estas plantas sdo amplamente
distribuidas a nivel mundial, incluindo o Sul e Sudeste Asiatico. Na india sdo utilizadas
mais de 7500 espécies, que representa metade das espécies vegetais nativas do pais. A
China tem cerca de 6000 espécies em uso que tém propriedades medicinais. Em Africa,
mais de 5000 espécies de plantas sdo utilizadas para fins medicinais. Na Europa sdo
utilizadas pelo menos 2000 espécies sendo dois tercos nativos da Europa. A maioria
destas plantas ainda sdo recolhidas na natureza. Estas plantas aromaticas estdo
distribuidas por todo o mundo e podem ser classificadas de acordo com o seu cultivo
em diferentes zonas climaticas do mundo, como a tropical, equatorial, temperada e
fria. As propriedades quimicas e ingredientes ativos da mesma espécie de uma planta

diferem através de zonas climaticas diferentes (Pandey et al., 2020).

2.2.1. Alecrim
A Salvia rosmarinus, designada anteriormente também por Rosmarinus officinalis L., é

popularmente conhecido como alecrim ou rosmaninho, é uma planta pertencente a
familia Lamiaceae, originaria da regido do Mediterraneo. No entanto, pode ser
encontrada um pouco por toda a parte. E uma planta aromatica, em forma de arbusto
com ramos cheios de folhas verdes que exalam uma fragrancia caracteristica, e pode
apresentar uma altura até aos dois metros (Oliveira et al., 2019). As folhas podem ser

colhidas trés a quatro vezes por ano (Aziz et al., 2021).

O alecrim é uma fonte muito rica em compostos fendlicos que sdao os principais
responsaveis pela alta bioatividade da planta. O seu uso é reconhecido na medicina
tradicional e na gastronomia desde ha séculos (Bellumori et al., 2016). No entanto, no
gue diz respeito ao valor alimentar, o alecrim tem uma utilizacdo restrita
relativamente ao sabor, odor e cor, onde sdo utilizadas técnicas comerciais para

remover o odor e a cor dos antioxidantes (Aziz et al., 2021).



Os extratos de alecrim sdao usados numa abrangente gama de produtos com diferentes
aplicagdes, incluindo a produgao de medicamentos, como conservantes de alimentos,
fitofdrmacos e cosméticos. Uma das aplicacdes serve para tratar doencas como o
Alzheimer devido as suas propriedades terapéutica, propriedades hepatoprotectoras e
potencial anti-angiogénico. Os extratos das matrizes estudadas podem substituir os
antioxidantes sintéticos uma vez que previnem a oxidagdo e a contaminagdo
microbiana. A Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar (EFSA) permite o uso de
extratos de alecrim (400 mg/kg) com alimentos e bebidas (Nieto et al., 2012). O dleo
essencial de alecrim é obtido a partir das folhas da planta, que também s3o usadas
para preparar extratos fendlicos, que sdo produtos naturais para a prevencdo de uma

série de doengas comuns (Bellumori et al., 2016).

O uso terapéutico do alecrim tem sido explorado sobretudo para o tratamento de
doencas inflamatdrias. No entanto, outros potenciais usos tém sido estudados, como
para o tratamento e cicatrizacdo de feridas, cancro de pele e micoses. Além de usos
terapéuticos, o alecrim tem potenciais aplicagdes na formulagdo de cosméticos e no
tratamento de condig¢des patoldgicas e ndo patoldgicas, como a celulite, alopecia, dano

ultravioleta e envelhecimento (Macedo et al., 2020).

2.2.2. Hortela
A hortela é originaria da Europa e do Médio Oriente, mas atualmente estd um pouco

difundida por todo o mundo sendo cultivada desde regides frias a amenas como nos
EUA, China, india, a ex-URSS, Hungria, Franca, Irdo e Itélia, entre outros. A atual
producao mundial de hortela é superior a 4000 toneladas por ano. Um bom
crescimento esta planta requer dias longos e noites frescas, e solos profundos e ricos

com elevada capacidade de retencdo de agua (Gholamipourfard et al., 2021).

O género Mentha reline um grupo de plantas aromaticas e medicinais da familia
Lamiaceae como é o caso da horteld. As plantas do género Mentha sao uma fonte de
Oleos essenciais e de uma variedade de compostos fendlicos e flavonoides com

elevado poder antioxidante, anti-inflamatério e analgésico (El Hassani, 2020).
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Devido a vasta gama de bioatividade e atividade antioxidante, este é um tépico
interessante de investigacdo devido a crescente utilizagdo de antioxidantes naturais

como aditivos em alimentos e cosméticos.

A Mentha (horteld) é uma das ervas aromdticas mais comum conhecida por ter
propriedades medicinais, aromaticas e terapéuticas, caracteristicas que sdo exploradas
desde os tempos antigos, tendo sido cada vez mais estudadas nas ultimas décadas
para amplificar o seu uso, nomeadamente estudar possiveis aplicacdes na industria

cosmética.

A qualidade terapéutica da horteld advém do dleo essencial extraido da planta, das
folhas secas, das flores frescas e da planta inteira (Al-Amri, 2021). As espécies
pertencentes a este grupo estdao entre as plantas mais importantes produtoras de
Oleos essenciais com propriedades farmacoldgicas, antimicrobianas e antifungicas (El

Hassani, 2020).

Os antigos egipcios, gregos e romanos conheciam a horteld como agente aromatizante
para alimentos e como medicamento, enquanto os 6leos essenciais foram usados
como perfumes, desodorizantes e produtos farmacéuticos. Até hoje, cerca de 80% da
populacdo mundial depende predominantemente de plantas e extratos de plantas
para cuidados de saude. Particularmente, nos ultimos anos, os éleos essenciais e os
seus componentes estdo a ganhar interesse por serem relativamente seguros para o
meio ambiente, bem como para a salde humana, contando com uma ampla aceita¢ao
pelos consumidores, o que leva a uma exploracdo para o seu uso funcional (Kumar et

al., 2011).

3. Métodos de extragao sdlido/liquido

A fim de se extrairem os compostos bioativos das plantas é necessdrio recorrer a
métodos de extracdo para que se consiga perceber qual o mais eficaz relativamente ao

objetivo pretendido (compostos a extrair) e o tipo de planta em estudo. As técnicas de
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extragdo influenciam consideravelmente a composi¢do, caracteristicas e a capacidade
de extracao do(s) composto(s) alvo, portanto, ha um esforgo continuo para entender

os diversos processos de extracdo (Das & Arora, 2021).

No desenvolvendo de processos de extracdo mais eficientes pode-se atender aos
requisitos de aceleracdo do processo e reducao no consumo de energia, sendo que
este tépico de investigacdo é cada vez mais importante. A seguranca, sustentabilidade,
os fatores ambientais e econdmicos estdo a direcionar as industrias para as tecnologias

nao convencionais e com protocolos mais amigos do ambiente.

A extracdo solido/liquido é um importante processo de separagdo que envolve a
transferéncia de solutos de uma matriz sélida para um solvente, sendo vastamente
utilizado nas mais variadas aplicacdes na industria quimica ou alimentar. A extracdo é
uma operagdo unitaria amplamente utilizada para recuperar componentes
alimentares, sendo uma fase principal de transformacdo para a producdo de certos
produtos alimentares, ou para isolar os componentes desejados (antioxidantes,
aromatizantes, etc). Também é utlizada na remocdo de contaminantes e outros
compostos indesejaveis das fontes alimentares (toxinas, alcaldides, colesterol) (Ninla

Elmawati Falabiba, 2019).

A industria farmacéutica em particular, mas também as industrias de fabrico de
perfumes ou pesticidas, tém que lidar com a recuperacgdo dos principios ativos das
plantas. Os materiais vegetais geralmente contém apenas uma pequena quantidade de
soluto ativo, mas na maioria das vezes com alto valor agregado, o que justifica o
desenvolvimento de processos de separagdo para os recuperar. Consequentemente,
ha a necessidade de novos métodos de extracdo para melhorar a performance dos

processos, por exemplo, o uso de ultrassons (Romdhane & Gourdon, 2002).

Para obter os compostos bioativos, através da producdo de extratos de plantas e/ou os
dleos essenciais, os métodos de extracdao sdo aplicados as por¢des mais ativas da
planta (folhas, raizes, caules ou flores), usando solventes adequados e procedimentos
padrdo (Andrade et al., 2016). Um dos métodos mais vulgares aplicados na extracdo de
compostos bioativos é a extracdo convencional. E um dos métodos mais conhecidos na

producdo de extratos devido a sua simplicidade e de ndo necessitar de equipamentos
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e técnicas muito sofisticadas. No entanto, apresenta como grande desvantagem o
facto de ser um processo bastante demorado e cuja temperatura de extragcdo pode

comprometer a qualidade final dos compostos extraidos.

Por outro lado, com o objetivo de ultrapassar as desvantagens da extracdo
convencional, tém sido estudados e desenvolvidos outros métodos, como é o caso da
extracdo assistida por ultrassons. O método de extragao assistida por ultrassons (EAS)
pode ser considerado um processo ecolégico e limpo, pois gracas a baixa temperatura
aplicada e rdpida execuc¢do, ajuda a prevenir fenédmenos de degradacao térmica,
geralmente ndo deixa residuo no extrato e ndo usa pecas mecanicas moéveis. Isto
também oferece vantagens de produtividade, rendimento e seletividade, uma vez que
diminui o tempo de processamento e melhora a qualidade do produto obtido,

enquanto reduz riscos fisicos e quimicos (Bellumori et al., 2016).

Os ultrassons podem ser utilizados para a extracdao de compostos bioativos, uma vez
que a energia gerada produz cavitacdo, o que aumenta as taxas de transferéncia de
massa no processo. Este fendmeno ocorre com a formacdo de bolhas que colapsam na
superficie do material vegetal, conduzindo a uma pressao que quebra o tecido e liberta

os compostos bioativos presentes na matéria vegetal (Meregalli et al., 2020).

A par da selecio do método é também importante definir o solvente a utilizar. A
identificacdo e isolamento de compostos bioativos em fontes naturais (como ervas
aromaticas, sementes e especiarias) implica a realizacdo da extragcdo com solventes de
polaridades diferentes. As pesquisas enfocam essas extracdes com o objetivo de
comparar os seus resultados e encontrar a melhor alternativa em termos de solvente a

utilizar para a aplicacdo em causa (Andreo & Jorge, 2006).

A selecdo dos solventes utilizados para a extracdo de componentes Uteis de material
vegetal é altamente dependente da utilizacdo final dos extratos (Vinatoru et al., 2017).
Caso sejam para uso humano ou animal, serd mais conveniente serem utilizados
solventes de qualidade alimentar, como por exemplo o etanol (Schmid et al., 2016).
Noutros casos, podem ser utilizados solventes ndo alimentares, como é o caso do

diclorometano-metanol e hexano (Castro-Gémez et al., 2016).
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Tendo em conta que neste trabalho os compostos extraidos tém como finalidade
integrar uma linha de cosméticos, apenas solventes de qualidade alimentar por uma

guestdo de seguranca podem ser utilizados.

Na extragdo sélido-liquido, o solvente tem um grande impacto na selectividade dos
compostos. A sua polaridade tem influéncia directa sobre os solutos extraidos, que por
sua vez estd relacionada com a estrutura quimica dos compostos. Modelar as
interagdes soluto/solvente utilizando varias escalas de polaridade ou interacgdo é um
grande desafio para favorecer a escolha do solvente mais adequado (Lefebvre et al.,

2021).

As extracOes dos compostos bioativos realizadas neste trabalho, utilizaram o etanol e
agua, e misturas dos solventes, com 25% e 50% de etanol.Em comparagao com a
utilizacdo da agua como solvente, as vantagens da utilizacdo de solventes alcodlicos
podem ser resumidas como se segue: melhor solubilidade para componentes
fracamente polares ou nao polares; menor risco de corrosdo; e melhor qualidade da
matéria extraida. Além disso, para utilizar os beneficios tanto da dgua como dos
alcoois, os solventes mistos dgua/alcool ganharam popularidade nos ultimos anos, e os
efeitos sinergéticos positivos da dgua e dos dalcoois nas matérias vegetais foram
intensamente relatados por muitos investigadores. Trabalhos de investigacdo
anteriores revelaram que o comportamento de decomposicdo das matérias-primas e
as caracteristicas dos produtos sdao profundamente afetados pelo meio de reacdo, o
gue tem um impacto significativo no subsequente processo de extracdo e separagao
dos componentes desejados. Tendo em conta o facto dos dlcoois e as misturas
alcodlicas serem também meios de reagcdao comumente utilizados para a realizacdo de
processos de extracdo, é de grande importancia investigar a influéncia dos solventes
de extracdo na eficiéncia de recuperacao dos compostos bioativos quando aplicados
em percentagens diferentes (Zhao et al., 2022). Segundo (Kazibwe et al., 2017) foi
demonstrado que a extracdo por ultrassons era vantajosa na extra¢cdo de componentes
fendlicos na planta Tagetes erecta, independentemente da parte do material vegetal

utilizada.
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Figura 1- Teor de fendlicos totais na planta T. Erecta. HWE — hot water extraction (extragcdo convencional); WBE —
water bath sonication (sonicagdo de banho-maria); UUE — ultrafast ultrasonication extraction (extragdo por
ultrassons) (Kazibwe et al., 2017)

Outro aspeto, ndo menos importante, que afeta o rendimento de extracdo é a forma
como o material vegetal é utilizado, nomeadamente a sua dimensdo e granulometria.
Caso o material vegetal apresente uma granulometria mais reduzida a area de
contacto para extracdo serd maior o que a partida beneficiara o processo extrativo, dai
gue a analise granulometria do material seja imprescindivel para tipo de processos

(Cardoso et al., 2017).

Asep et al. (2008) e Soroush et al. (2010) apontaram a dimensdo das particulas como
um dos fatores que tém mais efeito na extracdo de fluidos supercriticos, tais como
pressdo, temperatura e taxa de fluxo. Em principio, a redu¢do da granulometria das
particulas aumenta a eficdcia da extracdo. Isto porque a diminuicdo do tamanho das
particulas leva a reducao da trajetéria de difusdo e a uma maior area de superficie de

contacto como resultado, acelerando o processo de extracao.

Um dos objetivos do presente estudo consistiu em avaliar qual o método de extracao
mais eficaz para a extracdo de compostos fendlicos, flavonoides e com elevada

atividade antioxidante, de acordo com o solvente utilizado (dgua, etanol a 25% e 50%)
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assim como o impacto do tamanho da matéria vegetal. Avaliou-se também o impacto

da forma do material vegetal (inteiro ou moido) a ser utilizado na extragao.
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4. Materiais e métodos

4.1. Material vegetal
A cascarilha de café foi gentilmente fornecida pela empresa Cafés FEB, situada na Zona

Industrial de Taveiro, Coimbra, Portugal. A horteld e alecrim foram fornecidos frescos

pela empresa Vitacress Portugal SA - Odemira, Portugal.

Enquanto, que a cascarilha de café ndo sofreu qualquer processo de secagem antes da
sua utilizacdo para as extracdes, pois é um subproduto que ja se encontra seco devido
ao processo produtivo pelo qual é sujeito, a horteld e o alecrim depois de recebidos
nas instalagGes da Escola Superior Agraria de Coimbra, foram sujeitos a secagem em
secador piloto (STI, Secador Piloto). A secagem ocorreu por conveccao forcada de ar
quente a 40 - 50 °C. O material vegetal foi distribuido pelos 6 tabuleiros perfurados do

secador e seco durante 24 h.

Para estudar a influéncia da forma como o material vegetal pode influenciar a eficacia
da extragdao, uma parte do material foi moida num moinho (Moulinex, Moulinette

compact) até a obtencdo de um pé.

4.2. Extragdo S/L convencional e assistida por ultrassons
As técnicas mais recentes e inovadoras apresentam grandes vantagens, pois sdo

robustas e garantem uma analise assertiva e precisa. Contudo, muitas vezes o preco e
0 acesso a estes equipamentos tornam-nos pouco acessiveis. Nesse sentido, as
técnicas classicas, as quais podem ser executadas de maneira simples, ndao requerem
um grande investimento e s3o uma maneira segura de realizar as analises apropriadas
nas matérias primas, garantindo também resultados precisos e seguros para o

desenvolvimento das mais diversas formulagdes (Marcucci et al., 2021).

Neste trabalho foram aplicados dois métodos de extracdo: a extracdo convencional
(EC) e a extracdo assistida por ultrassons (EAS). A avaliacdo da eficiéncia de cada um
destes métodos foi aferida para varias condicdes experimentais, tais como: o tipo de
matriz vegetal (cascarilha, horteld e alecrim); estado fisico (inteira ou moida),
temperatura aplicada durante a extracées (50 °C), tipo de solvente (dgua, 25%EtOH e

50%EtOH).
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O método de extragdo S/L convencional consistiu na mistura de 2 g de material
vegetal seco (inteiro ou moido) com 100 mL de solvente (dgua, 25%EtOH ou
50%EtOH), a sua colocacdo num frasco de vidro com tampa de metal e deixar em

constante agitacdo magnética durante 4 h em banho-maria a cerca de 50 °C.

A extragdo S/L assistida por ultrassons consistui na preparacdo da mistura do material
vegetal e do solvente, nas mesmas proporg¢des referidas anteriormente para o método
de extracdo convencional. Posteriormente, cada uma das misturas foi sujeita a
ultrassons a 20 kHz, com a utilizagdo de uma sonda (Sonicator, Qsonica Q700) durante

20 minutos (até atingir os 50 °C).

Apds a primeira etapa, que é especifica para cada um dos métodos de extracdo, o
procedimento adotado nas etapas seguintes foi comum a ambos os casos, e consistiu
na filtragdo com um coador de metal, para separar a matéria sélida do solvente (fracao
liquida), seguida de uma centrifugacdao (4000 rpm, 30 minutos a 4 °C) na centrifuga
(Hettich, Rotanta 460R). A temperatura de refrigeracdo aplicada durante a
centrifugacdo ird ajudar a separar os residuos sélidos ainda presentes na fracdo liquida
e permitird melhorar a estabilidade térmica das amostras e dos compostos extraidos.
De seguida evaporaram-se as amostras a vacuo num evaporador rotativo (Rotavapor

R-210 & Heating Bath B-491), até obter cerca de 20 mL de amostra.

A Figura 2 representa o esquema com todas as etapas do processo de extragdo até ao

momento da evaporac¢ado. A Tabela 1 resume as varaveis estudadas.

Tabela 1- Condicbes de extragdo

Variaveis estudadas Condigoes
, - Extracdo S/L convencional
Método de ext ~ -
etodo ce extracao Extracdo S/L assistida por ultrassons
Cascarilha
Tipo de matriz vegetal Horteld
Alecrim
Inteira
Estado fisico d tri tal ,
stado fisico da matriz vegeta Moida
Agua
Solvente de Extragdo Etanol a 25% (25%EtOH)
Etanol a 50% (50%EtOH)
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Extragdo convencional
4h; 50°C ; 0.02g/mL
(dgua, 25%EtOH e 50%ELOH)

Extragao assistida por ultrassons
20min ; S0°C ; 20kHz ; 0.02 g/mL
(dgua , 3S%ELOH & SOKELOH)

Separagao da matéria

vegetal dos solventes

30 min ; 4°C ; 4000rpm
(remoc¢30 de particulas menores

dos solventes)

85°C ; deixar cerca de 20ml de

Evaporacao

amostra

Figura 2- Esquema das etapas do processo de extragdo.

Afim de determinar o rendimento de extragao foi aplicado do método de liofilizagdo.

Neste caso as amostras depois de concentradas por evaporacdao, eram divididas em

copos de plastico de 50 mL, congelados durante 24 h e colocados no liofilizador. No

entanto durante varias tentativas do processo de liofilizacdo houve a perda parcial de

massa dos extratos. Este fator impossibilitou obtencdo da massa do extrato e a
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consequente determinagdao dos rendimentos de extragdo. Por conseguinte ndo foi
possivel determinar exatamente a concentracdo dos extratos usados para cada

parametro analisado (Fendlicos totais, flavonoides e atividade antioxidante).

Tendo em atencdo que sem os resultados dos rendimentos de extracdo, os resultados
dos restantes parametros ndo podem ser expressos em relacdo a quantidade do
extrato para cada condigdo, optou-se por considerar que as condi¢des operacionais de
concentracdo dos extratos foram idénticas e que as diferentes concentra¢des obtidas
para os fendlicos totais, flavonoides e AA s3ao proporcionais aos préprios rendimentos

de extracao.

Neste caso, os resultados apresentados sdo considerados preliminares e permitem
apenas a comparacao entre si para todas as condicoes de extracao testadas, ndo sendo
possivel estabelecer comparagdes os resultados prévios da literatura para os materiais

vegetais analisados.

4.3. Caracterizacao dos extratos
Depois de produzidos, os extratos de cascarilha, alecrim e horteld foram caracterizados
em termos de conteudo em compostos fendlicos totais, flavonoides e atividade
antioxidante.

4.3.1. Determinag¢ao dos compostos fendlicos totais
O teor de compostos fendlicos foi determinado através do método Folin-Ciocalteu

proposto por Singleton e Rossi (1965) (Vieitez et al., 2018); (Cicco et al., 2009)). Este
método é o mais amplamente utilizado para estimar o conteddo em compostos
fendlicos totais em alimentos, bebidas, ervas e outros extratos vegetais. Para a
realizacdo deste método a primeira etapa passou pela preparacdo dos reagentes e

solugdes, assim como do material a usar ao longo deste procedimento.

e Solucdo aguosa de Na>COs (carbonato de sédio) a 5%

e Solucdo metanol:dgua (70:30, v/v)

e 0,7 mg/mL de solucdo padrdo de 4cido gdlico em metanol:dgua (70:30, v/v)
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Na primeira etapa do procedimento elaborou-se a curva de calibracdo com o padrao
acido galico com concentragdes entre 0,236 mg/mL e 0,831 mg/mL cuja equagao foi
Abs750nm=15,04.[4cido gdlico]+0,0512 (R?=0,979). Esta foi obtida de acordo com
procedimento que sera descrito para as amostras a analisar e permite a quantificagao
do conteddo em fendlicos totais expresso em mg de equivalentes de acido gélico/mL

de extrato.

Para proceder a analise dos fendlicos totais, a 100 uL da solucdo de extrato adicionou-
se 200 pL de solugdo de Folin-Ciocalteu agitou-se o tubo de ensaio no vértice (Vortex
stirrer LBX VOG5 series) colocando-a em seguida num banho-maria a 40 °C. Procedeu-se
do mesmo modo para os restantes tubos com um intervalo de tempo entre a adigdo
dos reagentes de 30 em 30 segundos.

Apds 4 minutos, adicionaram-se 1,6 mL da solu¢ao de Na,COs a cada tudo, que depois
de agitado foi colocado no banho novamente. Ao fim de 20 minutos, mediu-se a
absorvancia a um comprimento de onda de 750 nm. O ensaio foi realizado em

triplicado para cada uma das amostras analisadas.

4.3.2. Determinacao dos flavonoides
Os extratos de alecrim, horteld e cascarilha foram analisados relativamente ao teor de

flavonoides totais pelo método proposto por (Kim et al.,, 2003) através de método

espectrofotométrico, medindo as absorvancias a 510 nm.
Para a determinacdo de flavonoides prepararam-se as seguintes solucdes:

e Solucdo de NaNO; ( nitrito de sddio a 5%, m/v)

e Solucdo de AICI3 (cloreto de aluminio a 10%, m/v)

e Solucdo de NaOH (hidroxido de sédio, 1 M)

e Solucdo padrdo de catequina (2,0 mg de catequina em 5 mL de metanol:agua,

numa proporc¢do 50:50, esta solucdo foi apenas usada para a elaboracdo da

curva de calibracdo)
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Na analise e quantificagao de flavonoides totais foi elaborada uma curva de calibragao
com o padrdo catequina, cuja equacgao foi a seguinte: Abssionm = 3,4975[CAT]+0,0145

com R2=0,9987, em que [CAT] é a concentracio de catequina em mg/mL.

Para a determinacdo da curva de calibracdo procedeu-se do seguinte modo, em tubos
de ensaio contendo 4 mL de 4dgua bidestilada adicionaram-se os volumes (0,2 mL, 0,4
mL, 0,6 mL, 0,8 mL e 1 mL) da solugdao padrao de catequina juntamente com uma
solucdo de metanol:agua (50:50) até perfazer o volume total de 1 mL. A amostra para

o autozero do equipamento consistiu em 1 mL da solugdao metanol:agua (50:50).

Para a andlise dos extratos obtidos procedeu-se do seguinte modo: no tempo zero, em
cada tubo de ensaio contendo 4 mL de agua bidestilada adicionaram-se 1 mL de
solucdo de extrato e 300 uL de NaNO; (nitrito de sddio). Agitaram-se de seguida no
Vortex (modelo stirrer LBX V05 series) e repetindo a mesma agdo para os restantes

tubos de ensaio num intervalo de 30 segundos.

Cerca de 5 minutos apds se ter iniciado o procedimento adicionaram-se 300 uL de
AlCl;, voltando a agitar o tubo no vortex. Tal como na etapa anterior este
procedimento é repetido para todos os tubos num intervalo de 30 segundos. Aos 6
minutos, adicionou-se 2 mL de NaOH (1 M), 2,4 mL de 4gua bidestilada, agitando
novamente e mantendo o intervalo de tempo de 30 s entre as adi¢gdes nos restantes
tubos. Por fim, as absorvancias sdo medidas a 510 nm no espetrofotdmetro (PG
Intruments Limited, T80+). Para cada uma das amostras o ensaio foi realizado em

triplicado.

4.3.3. Determinagdo da atividade antioxidante
Os extratos de alecrim, horteld e cascarilha foram analisados relativamente a atividade

antioxidante pelo método proposto por (Rodriguez-Rojo et al., 2012).

Este método espectrofotométrico prevé a preparacdao de amostras controlo e dos
extratos em pelo menos 3 concentracbes distintas que apresentem atividade

antioxidante acima e abaixo de 50%.
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Para a realizagdo desta anadlise preparou-se a_solucdo de DPPH em etanol a uma

concentracao de 0,3 mM.

Para o caso da preparagao das amostras controlo adicionam-se 2,5 mL do solvente
usado para preparar a diluicdo dos extratos, neste caso dgua, 25%EtOH e 50%EtOH.
Para o caso das amostras sdao colocados 2,5 mL da solucdo de extrato. Os tubos de

ensaio envolvem-se em papel de aluminio para evitarem a influéncia da luz.

No tempo zero, adicionou-se 1 mL de solu¢ao de DPPH no primeiro tubo do controlo,
agitou-se e colocou-se num local abrigado da luz. Repetiu-se o procedimento para os
outros dois tubos do controlo e para todas as solugdes de extrato preparadas, usando
intervalos de tempo de 30 segundos entre cada adicdo. Para cada solucdo de extrato
foi feito um branco. Cada extrato foi preparadoadicionando a 2,5 mL de solucdo de

extrato e 1 mL de etanol (o solvente usado para preparar a solu¢ao de DPPH).

Apds 30 minutos, as absorvancias dos brancos, dos controlos e das amostras foram
lidas a 517 nm, usando o mesmo intervalo de tempo usado para adicionar o DPPH, 30
segundos. O autozero no espectrofotémetro foi feito com o solvente usado para diluir
os respetivos extratos (agua, 25%EtOH e 50%EtOH). Este ensaio foi realizado em

triplicado para cada amostra.

O IC50 é a concentracao efetiva para obter 50% de atividade antioxidante da planta
frente ao radical DPPH, sendo que pelo menos uma das concentragdes tem de
corresponder a uma percentagem de antioxidantes superior a 50% e a outra inferior a

50%.
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5. Apresentacao de resultados e discussao
Os resultados serdo apresentados agrupados por tipo de compostos analisados,

nomeadamente compostos fendlicos e flavonoides, e pelos resultados obtidos para a

atividade antioxidante.

5.1 Teor de compostos fendlicos totais
Os compostos fendlicos englobam uma vasta gama de substancias vegetais que tém

em comum um anel aromatico, sendo que estas substancias tendem a ser sollveis em
agua. Os compostos fendlicos dos extratos de alecrim, horteld e cascarilha de café
foram caracterizados quantitativamente apds o processo de extracdo e concentracao
por evaporacdo. Como ja referido anteriormente para as matérias vegetais analisadas
foi avaliada a influencia do método de extracdo, o solvente utilizado, e a forma do

material estudado.

As figuras 3, 4 e 5 demonstram o teor de compostos fendlicos em cada umas das
amostras analisadas na horteld, alecrim e cascarilha, respetivamente. Os valores
médios dos compostos fendlicos e respetivos desvio padrdo para cada extrato podem

também ser consultados nas tabelas que se encontram no Anexo |.

A hortelad destacou-se com os valores mais elevados de compostos fendlicos de entre
todos os extratos, com concentracdes de 5,14+0,41 mg/mL, 3,88+0,42 mg/mL e
3,84+0, 41 mg/mL para horteld moida através da extracdo assistida por ultrassons,

usando respetivamente a dgua, e o etanol a 25%EtOH e 50%EtOH como solventes.

Em contraste, o valor mais baixo para a hortelad foi obtido para o método de extracao
convencional, com o material inteiro e para o caso da dgua. Enquanto para o método
convencional ndao ha uma tendéncia clara se a forma do material influencia a
concentracdo dos compostos fendlicos nos extratos, quando aplicado o método de
extracdo assistido por ultrassons é claro que o material moido proporciona um
aumento na extracdo. Inclusive, aplicando este método parece que o material inteiro
penaliza a extracdo destes compostos, face aos resultados para o método

convencional.
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Figura 3- Teor de fendlicos na horteld. Barra laranja - concentragéo mais elevada; Barra vermelha — concentragdo
mais baixa.

No caso do alecrim (Figura 4) os melhores resultados foram obtidos para o método de
extracao convencional, onde os resultados para cada solvente entre o material inteiro
ou moido ndo diferem muito. A concentracdo mais elevada de compostos fendlicos
encontrados no extrato verificou-se para a extracdo convencional utilizando o alecrim

inteiro e o solvente 50%EtOH.

Pela analise da figura pode-se afirmar que extracdo convencional com solventes
contendo etanol conduz aos melhores resultados comparativamente a extracdo
assistida por ultrassons. Os valores mais baixos pertencem como ja referido a extra¢ao
assistida por ultrassons com o material inteiro. Mais uma vez o material inteiro ndo

favorece a extracdo por ultrassons.

A agua foi o solvente que levou aos menores valores de concentracdo de compostos
fendlicos, pelo que ndo serd recomendada para a recuperacao destes compostos,
apresentado para o caso do alecrim inteiro pela extracdo assistida por Ultrassons o

menos valor de compostos fendlicos (1,04+0,03 mg/mL).
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mais baixa.

J4 no que diz respeito a cascarilha verificou-se o mesmo padrdo que no alecrim

relativamente ao método, sendo que a extracdo convencional foi a que obteve

melhores resultados. Ja relativamente ao solvente e forma de material, os melhores

resultados foram obtidos com o uso do 50%EtOH em conjugacdo com o material

vegetal inteiro, apresentando assim o valor de 3,77+0,42 mg/mL. Para cada um dos

conjuntos de extrato analisado, comparando os trés tipos de solventes aplicados a

agua revelou-se o menos eficaz, enquanto o 50%EtOH foi o mais eficiente.
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Relativamente ao método de extracdo, apesar de na horteld as concentra¢des de
fendlicos mais elevadas terem sido alcancadas através do método assistido por
ultrassons, para as restantes matrizes vegetais foi o método de extragao convencional

gue permitiu atingir os melhores resultados.

O mesmo principio se aplica para o solvente utilizado e a forma do material vegetal
com a qual se procedeu as extragdes, pois uma vez mais, com exce¢ao da hortelg,
tanto a cascarilha como o alecrim se destacaram com os resultados conseguidos pelo
solvente 50%EtOH com recurso a material inteiro. Para a horteld temos como melhor

solvente a agua e os valores mais elevados dizem respeito ao produto moido.

Para cada uma das extracdes o solvente menos eficaz no rendimento de extracdo foi a
agua, obtendo sempre para cada matéria vegetal analisada o menor valor de

concentracdo em compostos fendlicos.

Quanto a forma da matéria prima os melhores resultados foram a hortela e o alecrim
moido, enquanto que na cascarilha foi o material vegetal inteiro que teve os valores
mais elevados de fendlicos (quando comparado com o pd nas mesmas condicdes de
extracdo).

27



5.2. Teor de flavonoides totais
A caracterizagao quantitativa do teor de flavonoides dos extratos de alecrim, hortela e

cascarilha de café, a semelhanca da determinac¢do do teor de compostos fenélicos, foi
realizada aos extratos resultantes do processo de concentracdo por evaporacao. Esta
caracterizacdo foi feita com recurso a trés réplicas, afim de assegurar a integridade e

homogeneidade dos resultados.

Os graficos apresentados nas figuras 6, 7 e 8, apresentam os resultados obtidos para o
teor de flavonoides em cada umas das amostras analisadas. Os respetivos valores
médios e desvio padrdo para cada extratos podem ser consultados nas tabelas que se

encontram no Anexo |l.

Comparando os resultados provenientes desta analise para todas as matrizes
analisadas, é possivel afirmar que a horteld inteira (Figura 6), sujeita a extracdo
convencional combinada com o solvente 50%EtOH, apresentou um alto teor de
flavonoides (4,02 + 0,40 mg CAT/mL) quando comparado ao valor mais baixo registado
para esta planta (extracdo com e 4gua assistida por ultrassons, aplicada no produto
moido (1,40 + 0,16 mg CAT/mL). Das trés matrizes analisadas, a horteld detém os trés
resultados mais significativos, todos eles usando solvente 50%EtOH. Para todos os
casos é claro que a medida que a quantidade de etanol aumenta no solvente a
concentracao de flavonoides extraidos é também mais significativa. Nos dois tipos de
métodos de extracdo utilizados, os valores mais baixos obtidos para os flavonoides
foram usando a dgua como solvente, tanto no material vegetal inteiro como material

vegetal moido.
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Figura 6- Teor de flavonoides na horteld. Barra laranja - concentragdo mais elevada,; Barra vermelha — concentra¢Go mais baixa.

Para os extratos de alecrim (Figura 7), os valores mais elevados (1,86 + 0,04 mg
CAT/mL) foram cerca de metade em comparacdo com os da horteld. Nos extratos de
alecrim destaca-se novamente o solvente 50%EtOH na matéria moida e usando a

extracao convencional.

Pela observacdo do grafico da figura 7 é notdria a diferenca de resultados entre os dois
tipos de extracdo utilizados, enquanto que na convencional o valor de concentracao
mais elevado foi 1,86 + 0,04 mg CAT/mL, na extracdo assistida por ultrassons foi 1,53

0,06 mg CAT/mL.

Para todos os resultados obtidos do alecrim o valor de concentracdo mais baixo é
representado pela extracdo assistida por ultrassons com a dagua, sendo que na
extracdo convencional o valor mais baixo também é dado pela agua, quer para o

material inteiro ou moido.
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Na analise dos extratos de cascarilha de café (Figura 8) encontraram-se resultados
mais homogéneos, contudo percebesse o mesmo padrdo encontrado anteriormente,
ou seja independentemente da extracao aplicada e da forma da matéria para extragao,

o solvente 50%EtOH é o mais aproximado para maximizar a extracao de flavonoides.
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Figura 8- Teor de flavonoides na cascarilha. Barra laranja - concentragdo mais elevada; Barra vermelha —
concentra¢do mais baixa.
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Comparativamente com os outros extratos analisados, o valor mais alto para a
cascarilha é significativamente mais baixo (0,37 * 0,16 mg CAT/mL). Neste caso ao
contrdrio do que foi previamente observado, ndo foi a extragcdo convencional que se
destacou, mas sim a extracao assistida por ultrassons, apresentando globalmente as

maiores concentragdes.

Globalmente é possivel concluir que para os trés tipos de materiais, a agua é o
solvente menos eficaz na extracdo de flavonoides, enquanto na maioria dos resultados

o solvente mais eficaz foi 50%EtOH, seguido do 25%EtOH.

No que a forma do material vegetal diz respeito, os melhores resultados variam
consoante o extrato da planta analisado e o método de extracdo. Para a horteld a
planta inteira apresenta as maiores concentracdes quando comparada com os valores
do pd, quer seja na extracdo convencional que seja na ultrassom. Para o alecrim a
conclusdo segue no mesmo sentido, mudando apenas o facto de que aqui as maiores
concentragdes sao resultantes da matéria em pd. J4 para a cascarilha temos resultados
opostos: para a extracdo convencional o teor de flavonoides é maior com a planta

inteira, enquanto na extra¢do ultrassom o teor é mais elevado com a forma de pé.

5.3. Atividade antioxidante

Apds a etapa de evaporacdo dos extratos procedeu-se a andlise que permitiu
determinar a atividade antioxidante de cada amostra, que foi expressa em termos de
IC50 (mg/mL). Relembrando que um IC50 baixo significa que o extrato apresenta uma
atividade antioxidante elevada pois este valor traduz a concentracao de extrato que

inibe 50% do radical DPPH.

Analisados os resultados, a maior atividade antioxidante encontra-se na hortel3,
comum valor =0,002 pg/mL de extrato. Este numero surge de uma extragdo
convencional aplicada ao material vegetal inteiro tendo d4gua como solvente.

Cada um dos graficos tem assinalado a laranja a concentracdo de valor mais elevado

enguanto a vermelho se encontra destacado o menor valor de concentracao.
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Através do grafico que se apresenta na figura abaixo, é claramente visivel o destaque
que este valor tem do mais baixo, com uma diferenca dada por 3,95 pug/mL de extrato
(uma diferenca entre o valor mais elevado e o mais baixo).

No que diz respeito ao valor mais baixo temos a extragao convencional, com a d4gua na

horteld moida com o respetivo valor de 3,96+0,0022ug/mL.
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Figura 9- Atividade antioxidante na horteld. Barra laranja - concentragdo mais elevada; Barra vermelha —
concentra¢do mais baixa.

No caso do alecrim n3do existem margens de duvidas que o método convencional
usando 50%EtOH destacou-se no teor de antioxidantes tanto no material vegetal
inteiro como no material vegetal moido, com valores muito proximos entre si. Obteve-
se assim respetivamente = 0,02 pug/mL de extrato e = 0,022 ug/mL de extrato para

cada um destes extratos (inteiro e moido).

Tendo em conta que o teor mais alto é dado por 0,02+0,001 pg/mL e o mais baixo
dado por =1,413ug/mL de extrato a diferenca de valores entre este dois extremos é

substancial.

Contudo, apesar do notério destague que um método tem sobre os outros, é possivel
concluir que 50%EtOH foi o solvente de maior sucesso, alcancando em cada condicdo

de extracdo o maior teor de antioxidantes.
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Ja aquele se que se revelou o menos eficiente foi a solvente agua, apresentamos todos

os valores mais baixos.
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Figura 10- Atividade antioxidante no alecrim. Barra laranja - concentra¢éo mais elevada, Barra vermelha —
concentrag@o mais baixa.

Para a cascarilha esta possui o terceiro valor de antioxidantes mais elevados das trés

matérias analisadas, com 0,00025 + 0,00002 mg/mL.

Para cada tipo de extracdo e forma da matéria vegetal (inteira ou em pd), é o solvente
50%etOH, seguido do solvente 25%EtOH, que conseguiu extrair o maior teor de

antioxidantes, tendo valores que se destacam bastante dos outros solventes.

Relativamente a forma da cascarilha, foi a inteira que teve melhor rendimento de

extracado nas duas condicdes de extracao.

Comparativamente a horteld e ao alecrim ndo existe uma disparidade de resultados
tao grande, sendo possivel estabelecer algumas relagdes tais como: a dgua foi o pior

solvente em conjugacdo com a forma inteira, seguida da forma moida.
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6. Conclusoes
Os métodos de extracdo aplicados a obtencdo de extratos bioativos evoluiram ao

longo dos anos, impulsionados pela necessidade de eficdcia e diminuicdo do tempo de
resposta, mas que ao mesmo tempo sejam capazes de garantir a qualidade dos

produtos obtidos.

Considerando-se as mais variadas aplicagcdes de extratos na industria cosmética, os
métodos de extracdo e analise aplicados desempenham um papel importante,
garantindo a qualidade dos produtos finais, pois sdo estes que permitem determinar e
quantificar o teor de compostos fendlicos totais, flavonoides e antioxidantes, entre

outros.

Das trés matrizes vegetais estudadas (horteld, alecrim e cascarilha de café) a que mais
se destacou em termos de concentracdo em compostos fendlicos e flavonoides foi a
horteld. Apesar de haver variacbes entre as concentracdes obtidas para o teor de
compostos fendlicos entre as matrizes, os valores médios ndo sdo muito discrepantes.
O mesmo ja ndo acontece para o caso dos flavonoides, que sdo significativamente mais
elevados para o caso das ervas aromaticas do que para o caso do subproduto

estudado.

Na recuperacdao dos compostos fendlicos do alecrim e da cascarilha, o método de
extragdo que se mostrou mais eficaz foi a extragao convencional (banho-maria a 50 °C
com agitacdo, durante 4h), com a excecdo para o caso da horteld em que a extracao
ultrassom se mostrou mais eficaz. Aquele que se revelou na generalidade o melhor
solvente foi 50%EtOH. Relativamente a forma do material vegetal, quando aplicado o
método de extracao convencional parece que este parametro nao tem influéncia nos
resultados, no entanto, no caso no método de extracdo assistida por ultrassons o

material moido contribuiu positivamente para a extra¢do destes compostos.

Para a andlise do teor de flavonoides o método de extracao assistida por ultrassons foi
globalmente o mais eficiente. No que diz respeito ao solvente na maioria dos
resultados o mais eficaz foi o 50%EtOH, seguido do 25%EtOH, enquanto a agua revelou

ser o pior.
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Relativamente a atividade antioxidante, temos a extracdo convencional com os
melhores resultados, enquanto que como solvente temos o 50%EtOH seguido do

25%EtOH.

Podemos concluir que de entre os tipos de extracdo estudadas neste trabalho, a
extracdo assistida por ultrassons revelou ser a mais promissora, ndo sé pelos
resultados obtidos, como também pelas vantagens operacionais que apresenta, sendo
gue a mais importante é a diminuicdo do tempo de extracdo. Esta diferenca ndo sé
permite realizar mais extragdes como também permite um aumento da extragdo de
compostos bioativos. Convém realcar que para a aplicacdo deste tipo de extracdo é

conveniente que a matriz vegetal esteja moida.

No que diz respeito aos solventes, a resposta seria igualmente clara, a utilizacdo do
solvente 50%EtOH revelou-se a opg¢dao mais vidvel para a extragdo de fendlicos e

flavonoides, o que também se traduz numa maior atividade antioxidante.

Globalmente a melhor forma da matéria vegetal a utilizar foi o pd, isto pode estar
relacionado com o facto de durante o processo de trituragdo da planta as células
vegetais sdo mais expostas e, por conseguinte, quando aplicado o método assistido
por ultrassons promove um aumento da extracdo para o caso da matéria moida. No

entanto, para se comprovar esta possibilidade teriam que ser realizados mais estudos.
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Anexos

Anexo |

Tabelas do teor de compostos fendlicos no material vegetal pelo método de extracdo
convencional e ultrassom

Tabela 2- Teor de compostos fendlicos da horteld

Média Desvio padrido

H20 1.73 0.15
Inteiro 25%EtOH 3.79 0.17
Convencional 50%EtOH 2.79 0.15
H20 3.59 0.71
Moido 25%EtOH 2.70 0.15
Hortels 50%EtOH 2.98 0.11
H20 2.42 0.42
Inteiro 25%EtOH 2.44 0.44
50%EtOH 2.63 0.47
Ultrassons
H20 5.14 0.41
Moido 25%EtOH 3.88 0.42
50%EtOH 3.84 0.41
Tabela 3- Teor de compostos fendlicos do alecrim
Média Desvio padrdo
H20 2.48 0.69
Inteiro 25%EtOH 3.31 0.48
. 50%EtOH 3.55 0.91
Convencional
H20 2.59 0.14
Moido 25%EtOH 3.55 1.08
. 50%EtOH 2.89 0.54
Alecrim
H20 1.04 0.03
Inteiro 25%EtOH 1.45 0.29
Ultrassons 50%EtOH 1.14 0.02
H20 1.38 0.06
Moido 25%EtOH 2.47 0.06
50%EtOH 2.55 0.58

Tabela 4-Teor de compostos fendlicos da cascarilha

Média [Desvio padrdo|

H20 1.84 0.02
Inteiro 25%EtOH 2.23 0.54
. 50%EtOH 3.77 0.42
Convencional
H20 1.02 0.23
Moido | 25%EtOH 2.13 0.17
. 50%EtOH 2.83 0.36
Cascarilha
H20 1.56 0.07
Inteiro 25%EtOH 1.27 0.18
S50%EtOH 2.03 0.88
Ultrassons
H20 0.90 0.15
Moido 25%EtOH 1.51 0.40
50%EtOH 1.57 0.27
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Anexo Il

Tabelas do teor de compostos flavonoides no material vegetal pelo método de extracdo

convencional

Tabela 5- Teor de compostos flavonoides na horteld

Média Desvio padrao

Hortela

e

ultrassom

H20 1.96 0.03

Inteiro |25%EtOH 3.14 0.29

. 50%EtOH 4.02 0.40
Convencional

H20 1.41 0.25

Moido |25%EtOH 2.60 0.14

50%EtOH 3.42 0.81

H20 2.62 0.36

Inteiro |25%EtOH 2.59 0.12

50%EtOH 3.66 0.55
Ultrassons

H20 1.40 0.16

Moido |25%EtOH 2.92 0.24

50%EtOH 3.62 0.81

Tabela 6- Teor de compostos flavonoides no alecrim

Alecrim

Média Desvio padrao
H20 1.09 0.07
Inteiro 25%EtOH 1.42 0.04
. 50%EtOH 1.78 0.15
Convencional
H20 0.80 0.12
Moido 25%EtOH 1.82 0.41
50%EtOH 1.86 0.04
H20 0.06 0.01
Inteiro 25%EtOH 0.11 0.05
50%EtOH 0.33 0.14
Ultrassons
H20 0.81 0.06
Moido 25%EtOH 1.53 0.06
50%EtOH 0.84 0.10
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Tabela 7- Teor de compostos flavonoides na cascarilha

Média Desvio padrao

Cascarilha

H20 0.19 0.02

Inteiro 25%EtOH 0.19 0.02

. 50%EtOH 0.26 0.02
Convencional

H20 0.16 0.02

Moido | 25%EtOH 0.21 0.01

50%EtOH 0.24 0.04

H20 0.16 0.00

Inteiro | 25%EtOH 0.22 0.01

50%EtOH 0.24 0.03
Ultrassons

H20 0.15 0.01

Moido | 25%EtOH 0.27 0.03

50%EtOH 0.37 0.16
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Anexo Il
Tabelas da atividade antioxidante do alecrim pelo método de extra¢do convencional e

ultrassom

Tabela 8-Atividade antioxidante na horteld

Média Desvio padrao

H20 0.000002 0.000008
Inteiro 25%EtOH 0.000380 0.000635
. 50%EtOH 0.000565 0.000931
Convencional
H20 0.003957 0.002204
Moido 25%EtOH 0.000706 0.001202
o 50%EtOH 0.000030 0.000010
Hortela
H20 0.000974 0.001394
Inteiro 25%EtOH 0.000336 0.000309
50%EtOH 0.000193 0.000300
Ultrassons
H20 0.000392 0.000315
Moido 25%EtOH 0.001128 0.000765
50%EtOH 0.000149 0.000106

Tabela 9- Atividade antioxidante no alecrim

Média Desvio padrao

H20 0.000053 0.000015
Inteiro 25%EtOH 0.000042 0.000003
. 50%EtOH 0.000020 0.000001
Convencional
H20 0.000255 0.000062
Moido 25%EtOH 0.000036 0.000003
. 50%EtOH 0.000022 0.000001
Alecrim
H20 0.001413 0.002133
Inteiro 25%EtOH 0.000047 0.000008
50%EtOH 0.000045 0.000022
Ultrassons
H20 0.000086 0.000002
Moido 25%EtOH 0.000031 0.000007
50%EtOH 0.000033 0.000019
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Tabela 10- Atividade antioxidante na cascarilha

Média Desvio padrao

H20 0.00180 0.00035
Inteiro 25%EtOH 0.00026 0.00003
. 50%EtOH 0.00025 0.00002
Convencional
H20 0.00100 0.00025
Moido 25%EtOH 0.00035 0.00002
. 50%EtOH 0.00039 0.00001
Cascarilha
H20 0.00154 0.00083
Inteiro 25%EtOH 0.00082 0.00081
Ultrassons 50%EtOH 0.00034 0.00002
H20 0.00083 0.00064
Moido 25%EtOH 0.00029 0.00002
50%EtOH 0.00036 0.00006
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