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No presente estudo foi realizada a otimizagdo de extracdo de compostos fenolicos a partir das folhas de
Croton blanchetianus por extragdo assistida por ultrassom (EAU), avaliando o efeito das variaveis
concentragdo de etanol em agua, relagdo solvente para solido e tempo de extracdo por meio de um
planejamento Box-Behnken, e a comparag@o dos resultados fitoquimicos e antioxidantes obtidos pelos
extratos otimizados com aqueles dos extratos preparados por métodos convencionais de extragdo
(infusdo e decocgdo). Os resultados mostraram que as melhores condi¢des de extragdo foram:
concentragdo de etanol 40,40%, relagdo solvente para solido de 72,52 mL/g e tempo de 20,67 min, o que
resultou em um TFT (teor de fenolicos totais) de 154,99 + 3,96 mg EAG/g ms. O extrato obtido nas
condigdes otimizadas apresentou valores de TFT, teor de flavonoides totais (TFLT) e atividade
antioxidante maior que aqueles de infusdo e decoc¢do, constatando que o método EAU foi superior aos
demais métodos extrativos quanto a recuperacdo de compostos fenolicos. Através dos perfis
cromatograficos dos extratos obtidos pelas diferentes técnicas extrativas, foram observados a presenca
de compostos quimicos pertencentes as classes dos acidos fendlicos, fenilpropanoides e flavonoides.
Assim, este estudo inicial de avaliagdo das varidveis que afetam a extragdo de compostos fenolicos a
partir da espécie C. blanchetianus servira de base para a realizacdo de estudos adicionais com essa
espécie medicinal visando a obtengdo de preparacdes enriquecidas de compostos fenolicos
biologicamente ativos.

Palavras-chave: flavonoides, perfil cromatografico, antioxidantes.

In the present study, the optimization of the extraction of phenolic compounds from Croton
blanchetianus leaves by ultrasound-assisted extraction (UAE) was carried out, evaluating the effect of
the variables ethanol concentration in water, solvent-to-solid ratio and extraction time using a
Box-Behnken design, and comparing the phytochemical and antioxidant results obtained by the
optimized extracts with those of the extracts prepared by conventional extraction methods (infusion and
decoction). The results showed that the best extraction conditions were: ethanol concentration of 40.40%,
solvent-to-solid ratio of 72.52 mL/g and time of 20.67 min, which resulted in a TPC (total phenolic
content) of 154.99 + 3.96 mg EAG/g ms. The extract obtained under optimized conditions presented
values of TPC, total flavonoid content (TFC) and antioxidant activity higher than those of infusion and
decoction, confirming that the UAE method was superior to the other extraction methods regarding the
recovery of phenolic compounds. Through the chromatographic profiles of the extracts obtained by the
different extraction techniques, it was observed the presence of chemical compounds belonging to the
classes of phenolic acids, phenylpropanoids and flavonoids. Thus, this initial study of evaluation of the
variables that affect the extraction of phenolic compounds from the species C. blanchetianus will serve
as a basis for carrying out additional studies with this medicinal species aiming at obtaining preparations
enriched with biologically active phenolic compounds.

Keywords: flavonoids, chromatographic profile, antioxidants.

087210 -1



J.M. Silva et al., Scientia Plena 21, 087210 (2025) 2

1. INTRODUCAO

As plantas medicinais figuram ha muitos anos como fontes alternativas para o alivio de
doengas. No Brasil, essa forma de tratamento € utilizada para enfermidades tanto agudas quanto
cronicas, justificando o constante interesse por fitoterapicos e produtos derivados de plantas,
devido a presenca de metabolitos secundarios em sua composi¢do como, por exemplo, acidos
fendlicos, fenilpropanoides e flavonoides [1-3].

Entre as diversas plantas medicinais encontradas no Brasil, podemos destacar aquelas do
género Croton (familia Euphorbiaceae) que compreende mais de 1300 espécies de plantas
distribuidas em regides tropicais e subtropicais do planeta, sendo classificadas como arvores,
arbustos e ervas. Em relagdo a constituicdo quimica, plantas do género Croton apresentam
metabolitos secundarios da classe dos terpenoides, como monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenoides e triterpenoides, além de alcaloides e compostos fenolicos, como flavonoides,
lignoides e proantocianidinas [4].

As espécies representativas do género possuem efeitos farmacoldgicos diversos como
atividades antilipidémicas, cicatrizantes, gastroprotetoras, antibacterianas, antifiingicas,
antivirais, antimalarica, antioxidantes, anticancer, entre outras [4]. Essa diversidade de efeitos
farmacologicos torna os representantes desse género atrativos para pesquisa ¢ desenvolvimento
de novos farmacos e produtos de interesse economico.

A espécie Croton blanchetianus Baill, também conhecida como marmeleiro-da-caatinga, é
uma espécie endémica da vegetagdo da caatinga brasileira [5]. Como composi¢do quimica
podemos citar os diterpenos, os quais sao os principais responsaveis pela expressao de seus efeitos
farmacologicos antimicrobianos, antiinflamatorios e gastroprotetores [6]. Além disso, extratos
etanolicos das folhas apresentam alcaldides, agucares redutores, derivados do acido cinamico,
entre outros constituintes quimicos [7]. Popularmente, o uso das folhas e cascas convergem em
sua composi¢cdo quimica, pois sdo indicadas para distirbios gastrointestinais, reumatismo e
cefaleia [6].

Recentemente, um estudo utilizando modelos de roedores com uma fragdo enriquecida em
flavonoides proveniente das folhas de C. blanchetianus revelou um efeito antinociceptivo
significativo, atuando sobre os sistemas opioide e colinérgico, destacando o potencial bioativo
dessa espécie [8].

Estudos tém demonstrado que os metabolitos secundarios podem também exprimir efeitos
bioldgicos antibacterianos, anticancer e antienvelhecimento [9-11]. Além disso, as plantas
medicinais apresentam em sua composic¢ao diversos compostos polifenolicos, como flavonoides,
acidos fendlicos e antocianinas, os quais podem atuar como antioxidantes e combater o estresse
oxidativo no organismo humano, que esta associado a patogénese ¢ a fisiopatologia de inimeros
impasses cronicos a saude, como doengas cardiovasculares, doengas inflamatorias, doengas
neurodegenerativas, cancer e envelhecimento [12].

Um dos métodos eficazes para a extracao destes compostos ¢ a extragado assistida por ultrassom
(EAU), considerada um método extrativo sustentavel e conveniente se comparado aos métodos
convencionais, pois demanda tempos de extragdo reduzidos, baixo uso de solventes, utilizagdo de
poucos aparelhos, refletindo em baixos impactos economicos ¢ ambientais [13, 14].

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi otimizar a extracdo de compostos fenolicos das
folhas de Croton blanchetianus por ultrassom, utilizando um planejamento Box-Behnken (BBD),
avaliando para isso o efeito de diferentes variaveis (concentracdo de etanol em agua, relacao
solvente para sélido e tempo de extragdo) no processo de extragdo. Além disso, foi realizado a
comparagdo dos resultados fitoquimicos e da atividade antioxidante obtidos por EAU com aqueles
dos extratos preparados por métodos convencionais de extrag¢ao (infusdo e decoc¢ao), sendo todos
eles utilizados para gerar um perfil cromatografico, através de um Cromatografo Liquido de Alta
Eficiéncia acoplado a um detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD), para a indicagdo da
presenca de diferentes classes de fendlicos em suas composigdes.
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2. METODOLOGIA

2.1 Reagentes e solventes

Metanol grau HPLC (TEDIA, Fairfield, OH, EUA) foi usado nas analises cromatograficas.
Etanol grau analitico foi adquirido da Merck (Darmstadt, Alemanha). Acido formico grau
analitico (85% v/v) foi adquirido da Dinamica (Indaiatuba, Sdo Paulo, Brasil). Agua deionizada
foi obtida de um sistema Milli-Q (Millipore, Sdo Paulo, Brasil). Reagente de Folin & Ciocalteu,
2,2-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH), acido galico, catequina e &cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). Todos os outros produtos quimicos usados, como tricloreto de aluminio hexa-hidratado,
hidroxido de sodio, carbonato de so6dio anidro e nitrito de s6dio foram de grau analitico ou
superior.

2.2 Material Vegetal

As folhas de C. blanchetianus foram coletadas em novembro de 2022, no municipio de
Aquidaba, interior do Estado de Sergipe, Brasil (coordenadas 10°17°45,2°’S, 37°02°10,7°W).
Exsicata da planta foi depositada no Herbario da UFS com nimero de registro 42844 (acesso
CBA-01). Apos coletadas, as folhas foram secas em estufa de circulagio de ar forgado (Modelo
MA 035, Marconi, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) a 40 °C durante 48 h. Apds a secagem, as folhas
foram trituradas utilizando liquidificador (Electronic Pro 2 em 1, Britania, Joinville, Brasil) e as
particulas foram selecionadas em granulometria entre 35 ¢ 60 mesh, com auxilio de tamis
especifico (Bertel, Caieiras, Sao Paulo, Brasil).

2.3 Obtencao dos extratos de Croton blanchetianus Baill.

Os extratos das folhas de C. blanchetianus foram obtidos a partir das técnicas de Extracdo
Assistida por Ultrassom (EAU), infus@o e decoc¢ao para estabelecer comparagdes.

2.3.1 Extrag¢do por infusdo

Para a extragdo por infusdo, a massa de 0,5 g de folhas de C. blanchetianus foi adicionada a
um béquer de 20 mL, ¢ deixadas imersas em 10 mL de dgua ultrapurificada, previamente aquecida
com o auxilio de um micro-ondas, atingindo a temperatura inicial para infusdo de 75 °C. A
amostra permaneceu sob infusdo durante o tempo de 10 minutos. A extracdo foi realizada em
duplicata.

2.3.2 Extragdo por decocgdo

Para a extragdo por decoccao, a massa de 1,0 g de folhas de C. blanchetianus foi transferida
para Erlenmeyers de 50 mL e submetida a extracdo com 20 mL de agua ultrapurificada
previamente aquecida com o auxilio de um micro-ondas, e mantida sob uma chapa aquecedora
até entrar em ebuli¢do. O frasco permaneceu sob a placa aquecedora durante 2 minutos ¢ mantido
em repouso por 8 minutos, totalizando 10 minutos de extragdo. A extragcdo foi realizada em
duplicata.

2.3.3 Extragdo por ultrassom e planejamento Box-Behnken

Para determinar o efeito da concentragao de etanol, da relagdo solvente para sélido e do tempo
de extragdo no teor de compostos fenolicos dos extratos obtidos foi realizado um planejamento
experimental Box-Behnken [15]. Primeiramente, a massa de 0,5 g das folhas de C. blanchetianus
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foi transferido para um Erlenmeyer de 50 mL e submetidas as condi¢des de extracdo estabelecidas
na Tabela 1. Trés réplicas no ponto central foram utilizadas para a estimativa do erro experimental
e os experimentos foram realizados de forma aleatoria. O frasco de Erlenmeyer foi posicionado
no centro do banho ultrassonico (Elmasonic P 60H, Alemanha) e a extragdo realizada em uma
frequéncia de 37 kHz e temperatura de 30 £ 1 °C. A temperatura e o tempo de extracdo foram
continuamente monitorados através do painel do equipamento. Para manter a temperatura do
banho constante (+1 °C), quando necessario, pequenos volumes de agua destilada foram retirados
do banho e substituidos por volumes iguais de agua destilada gelada.

Tabela 1: Planejamento Box-Behnken contendo as variaveis independentes avaliadas e os resultados de
TFT dos extratos obtidos por EAU a partir das folhas de Croton blanchetianus. As varidveis codificadas
estdo nos niveis baixo (-1), intermediario (0) e alto (1).

Variaveis Resposta
Ensaios Concentracdo de etanol Relagdo solvente para Tempo % TF]::F AG/
(X1, %) s6lido (X,, mL/g) Xsmin) (¥ mfl 9 &
1 0(-1) 20 (-1) 17,5 (0) 77,17
2 80 (1) 20 (-1) 17,5 (0) 114,21
3 0(-1) 100 (1) 17,5 (0) 103,12
4 80 (1) 100 (1) 17,5 (0) 98,43
5 0(-1) 60 (0) 5,0(-1) 107,96
6 80 (1) 60 (0) 5,0(-1) 79,72
7 0(-1) 60 (0) 30,0 (1) 94,44
8 80 (1) 60 (0) 30,0 (1) 107,48
9 40 (0) 20 (-1) 5,0 (-1) 117,01
10 40 (0) 100 (1) 5,0 (1) 154,74
11 40 (0) 20 (-1) 30,0 (1) 150,80
12 40 (0) 100 (1) 30,0 (1) 160,25
13¢ 40 (0) 60 (0) 17,5 (0) 157,35
14¢ 40 (0) 60 (0) 17,5 (0) 166,28
15¢ 40 (0) 60 (0) 17,5 (0) 165,43

¢ ponto central

A relagdo entre as variaveis dependentes e independentes em cada planejamento foi explicada
por uma fungdo polinomial do segundo grau (Equagdo 1).

n n n n
Y = ﬁo + Zﬁin‘ + Zﬁquz + Z Z BL]XLX] Equag:ﬁo 1
i=1 i=1

i=1 j=i+1

onde Y corresponde a variavel resposta medida; X; e X; (n entre 1 e 3) correspondem as variaveis
independentes avaliadas em cada planejamento; B¢ € uma constante; B, Pii, Bij sdo os coeficientes
de regressdo do modelo: B; para os termos lineares; B; para os termos quadraticos; e fij para os
termos de interagao.

Para os calculos utilizados na determina¢ao das condi¢des Otimas de extragdo por EAU,
considerando a maximizagdo do TFT das folhas da espécie estudada, foi adotada a seguinte
consideragdo: todas as variaveis possuem igual importancia, ou seja, mesmo fator de peso e
impacto [16]. Para a validag@o das condigdes de extragdo otimizada, foram realizadas extragdes
em triplicata por EAU, empregando as condi¢des 6timas preditas por meio do planejamento BBD.
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2.4 Tratamentos dos extratos e rendimento de extracao

Apos a extragao, todos os extratos foram filtrados em papel de filtro, sob pressao reduzida. Em
seguida, os extratos hidroetandlicos foram evaporados a 45 °C, sob pressdo reduzida, para
remog¢do do solvente organico. Subsequentemente, os extratos aquosos e hidroetanolicos
resultantes da evaporacdo foram congelados a —80 °C em ultrafreezer (Liotop UFR30, Liobras,
Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil) e liofilizados a —58 °C e pressao abaixo de 100 uHg por tempos
variaveis de 32 a 72h (Liotop L101, Liobras, Sdo Carlos, Sao Paulo, Brasil). Os extratos brutos
foram colocados em frascos de vidro e armazenados em freezer em temperatura abaixo de —10 °C
e protegidos da luz.

O rendimento de cada extrato foi calculado de acordo com a Equacéo 2:

me
Rendimento (%, m/m) = s 100% Equagio 2
onde, me ¢ a massa do extrato (g) e ms ¢ a massa de material seco (g).

Os extratos foram dissolvidos no solvente extrator correspondente, na concentragdo de
0,5 mg/mL e, entdo, centrifugados (Eppendorf MiniSpin, BioResearch, Sdo Paulo, Brasil) a
13.400 rpm por 5 min antes dos ensaios fitoquimicos e antioxidante.

2.5 Teor de compostos fendlicos totais (TFT)

Os valores de TFT dos extratos foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu de acordo
com a metodologia descrita por Jesus et al. (2024) [15]. Primeiramente, uma aliquota de 25 pL
do sobrenadante de cada extrato foi misturada com 50 pL do reagente de Folin-Ciocalteu
(10% v/v, em agua) em uma microplaca de 96 pogos. Ap6s 5 min, um volume de 100 uL de
carbonato de sodio (Na,COs, 7,5% p/v) foi adicionado a mistura. A microplaca foi mantida em
temperatura ambiente (25 = 1 °C) por 1 h, protegida da luz, e a absorbancia da mistura foi medida
a 765 nm usando um leitor de microplacas (Synergy H1, BioTek). Os valores de TFT foram
expressos como mg de equivalente de acido galico por grama de massa seca de planta
(mg EAG/g ms, Equagdo 3), determinados a partir de uma curva calibragao (0-300 mg/L,
y=0,0052x + 0,1057, R? = 0,9923). Os experimentos foram realizados em triplicata e os
resultados foram expressos como média + desvio padrao.

EAG x REND N
TFT (mg EAG/g ms) = m Equag:ao 3

onde, EAG ¢ o equivalente de acido galico (mg/L) obtido a partir da curva de calibragdo, CE é a
concentracdo do extrato (g/L) e REND ¢ o rendimento de cada extrato (%).

2.6 Teor de flavonoides totais (TFLT)

Os valores de TFLT dos extratos foram determinados pela reagdo de complexagdo usando
tricloreto de aluminio hexa-hidrato (AlCI3.6H,O) de acordo com a metodologia descrita por Jesus
et al. (2024) [15]. Uma aliquota de 25 pL do sobrenadante de cada extrato foi misturada com
25 uL de uma solugdo aquosa de NaNO: (5% p/v), em uma microplaca de 96 pogos, ¢ deixada
em repouso por 5 min. Um volume de 50 pL de uma solug@o aquosa de AlCl3.6H>O (10% p/v)
foi adicionado e a mistura foi deixada em repouso por 5 min. Um volume de 200 pL de solucao
aquosa de NaOH (5% p/v) foi adicionado a cada pogo da microplaca contendo a mistura de reagéo,
seguido de incubagdo por 20 min em temperatura ambiente (25 £ 1 °C) e protecdo da luz. A
absorbancia foi entdo medida a 510 nm usando um leitor de microplacas. Os valores de TFLT
foram expressos como mg de equivalente de catequina por grama de massa seca de planta
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(mg EC/g ms, Equagdo 4), determinados a partir de uma curva calibracdo (0-300 mg/L,
y=0,0019x + 0,0528, R? = 0,9975). Os experimentos foram realizados em triplicata e os

resultados foram expressos como média + desvio padrao.
TFLT EC —EC x REND Equacao 4
= u
(mg EC/9ms) = C5 5 T00% auas
onde, EC ¢é o equivalente de catequina (mg/L) obtido a partir da curva de calibragdo, CE ¢ a

concentracao do extrato (g/L) e REND ¢ o rendimento de cada extrato (%).

2.7 Atividade antioxidante

A atividade de eliminacdo de radicais DPPH foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Jesus et al. (2024) [15]. Primeiramente, uma aliquota de 25 puL do sobrenadante de
cada extrato foi misturada com 150 uL de solugdo DPPH (400 umol/L) em uma microplaca de
96 pocos. Apo6s incubagdo em temperatura ambiente (25 + 1 °C) por 30 min, protegida da luz, a
absorbancia de cada amostra foi medida a 517 nm, usando um leitor de microplacas. A capacidade
antioxidante de cada extrato foi expressa como micromol de equivalente Trolox por grama de
peso seco de planta (umol ET/g ms, Equagdo 5), usando uma curva calibragdo (0-700 umol/L,
y=-0,0019x + 1,7464, R? = 0,9977). Os experimentos foram realizados em triplicata e os
resultados foram expressos como média + desvio padrio.

ET x REND
DPPH (umol ET/g ms) = e Equagdo 5
" g CE x 100%

onde, ET ¢ o equivalente Trolox (umol/L) obtido a partir da curva de calibragdo, CE ¢ a
concentracdo do extrato (g/L) e REND ¢ o rendimento de cada extrato (%).

2.8 Analises cromatograficas por CLAE-DAD

As andlises dos perfis quimicos dos extratos de C. blanchetianus foram realizadas em um
cromatédgrafo liquido da marca Shimadzu (Quioto, Japdo) modelo Prominence composto por:
modulo de comunicagdo CBM-20A, degaseificador DGU-20A3, sistema binario de bombas
LC-20AT, injetor automatico SIL-20AHT, detector espectrofotométrico com arranjo de diodos
SPD-M20A, forno de colunas CTO-20A. O software LC Solution foi utilizado para a aquisigdo e
tratamento dos dados.

Todos os extratos analisados foram preparados na concentragdo de 5 mg/mL. Os extratos de
EAU foram dissolvidos em uma solucdo de metanol 50% em agua. Os extratos de infusdo e
decoccdo foram dissolvidos em agua ultrapura. Na sequéncia, cada extrato solubilizado foi
centrifugado a 13.000 rpm por 5 min e transferido para o vial de analise.

A separacdo cromatografica foi realizada usando fase movel constituida por uma mistura
binaria de metanol (B) e uma solug¢do aquosa de acido formico (HCOOH) a 0,5% (v/v) (A) na
vazao de 0,8 mL/min, empregando-se o seguinte gradiente de elui¢do: 5-100% de B em 60 min;
isocratico em 100% de B durante 5 min; retornando para a condi¢ao inicial variando-se de 100 a
5% de B em 5 min. O tempo de recondicionamento da coluna entre as analises foi de 30 min
mantendo 5% de B. Foi utilizada uma coluna analitica Kinetex Cis (250 x 4,6 mm, 5 um, 100 A,
Phenomenex) acoplada a uma coluna de guarda de mesma fase estacionaria, ambas a uma
temperatura de 45 °C, com volume de injecdo da amostra de 15 puL. Os comprimentos de onda
utilizados para a detecgdo dos compostos quimicos foram 320 nm e 380 nm.

2.9 Analises estatisticas

A andlise de regressdo dos dados experimentais foi realizada usando o software Minitab 19®
(Minitab, LLC., State College, PA, USA) versdo teste. A analise de variancia (ANOVA) foi
realizada para verificar a significancia estatistica das varidveis independentes analisadas
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(p < 0,05). Os pardmetros estatisticos coeficiente de determinagdo (R?), coeficiente de
determinagdo ajustado (R%juswdo) € teste de Fisher (teste F) foram usados para verificar a
adequacdo dos modelos propostos aos dados obtidos. Para as analises de média, desvio-padrao e
confecgdo dos graficos, foi utilizado o software Excel. Para as analises de diferencgas estatisticas
entre os resultados de TFT, TFLT e antioxidantes das amostras, foi utilizado o software PAST,
utilizando os testes estatisticos ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Planejamento Box-Behnken

Nesse trabalho foi utilizado um planejamento Box-Behnken (Tabela 1) para se otimizar a
extracao de compostos fendlicos das folhas de C. blanchetianus, avaliando os efeitos das variaveis
concentracao de etanol, a relagdo solvente para sélido e o tempo, uma vez que elas podem afetar
significativamente a recuperacdo de compostos fenolicos por ultrassom [15, 17, 18].

Pode-se observar através da Tabela 1 que os valores de TFT dos extratos variam de acordo
com as condigdes de extracdo (entre 77,17 e 166,28 mg EAG/g ms), o que sugere influéncia de
alguma varidvel nessa resposta. No entanto, para avaliar qual varidvel apresenta influéncia
significativa nos resultados recorre-se ao grafico de Pareto (Figura 1), o qual apresenta os termos
significativos (p < 0,05) referentes as variaveis estudadas e efeito relativo (positivo ou negativo)
de cada um no TFT.

Termo 2,57

XF

HaXz

HaXz

Xz

Xz

X5

X2

X=X

-

0 2 4 ] 8 10

Efeitos Padronizados

Figura 1: Grdfico de pareto dos efeitos padronizados das variaveis concentragdo de etanol (X;), relagdo
solvente para solido (X;) e tempo de extragdo (X3) sobre a resposta do TFT das folhas de Croton
blanchetianus.

Como pode ser observado na Figura 1, apenas o termo quadratico (X,?), referente a variavel
concentracdo de etanol, apresentou efeito significativo negativo. Os demais termos ndo foram
significativos. Um efeito quadratico negativo (como observado para X;?) indica um ponto de
maximo de recuperacdo dos compostos extraidos com a modificacdo dessa variavel [17, 19].
Esses resultados estdo de acordo com a literatura, uma vez que € constatado que o uso de misturas
de solventes polares (etanol:agua e metanol:agua) aumenta a extragdo dos compostos fendlicos,
se comparado ao uso desses solventes puros [18].

As Figuras 2A e 2B ilustram o efeito das variaveis independentes no TFT por meio de um
grafico de superficie de resposta tridimensional analisando-se duas variaveis de cada vez.
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Figura 2: Graficos de superficie de resposta dos efeitos da concentragdo de etanol, da relagdo solvente
para solido e do tempo de extragdo no valor de TFT dos extratos das folhas de Croton blanchetianus
obtidos por EAU. (a) concentragdo de etanol versus relagdo solvente para solido (Relagdo S-S),

(b) concentracgdo de etanol versus tempo de extragdo.

Nas Figuras 2A e 2B, ¢é possivel evidenciar o efeito quadratico significativo da concentragdo
de etanol no TFT dos extratos de C. blanchetianus. O TFT aumenta até um valor de maximo com
o aumento da concentracdo de etanol até proximo de 40% e diminui com o aumento posterior
dessa variavel até 80%. Esses resultados podem ser atribuidos ao fato de que a eficiéncia de
extragdo depende fortemente da semelhanca de polaridade entre o solvente de extragdo e os
compostos a serem extraidos, o que se relaciona com o grau de solubilidade desses compostos
quimicos no solvente. Assim, considerando o principio da solubilidade de que “semelhante
dissolve semelhante” os compostos fendlicos extraidos tém polaridade semelhante aquela da
mistura de 40% de etanol em agua. Redugdo do TFT apos 40% de etanol pode estar relacionado
ao fato de que uma alta concentracao de etanol pode causar desnaturagdo de proteinas, o que pode
impedir a dissolu¢ao dos compostos fenolicos presentes na matriz vegetal e influenciar, portanto,
o processo de transferéncia de massa [17, 20].

No estudo realizado por Brahmi et al. (2022) [21] para a recuperagdo de compostos fenolicos
a partir das flores de Opuntia ficus-indica por EAU, o maior valor de TFT foi obtido empregando
concentracdo de etanol de 40%. Tendéncia semelhante foi observada por Luo et al. (2018) [22]
na recuperagdo de compostos fenolicos a partir de Sorghum bicolor por EAU; com o maior valor
de TFT sendo obtido com uma solucdo de etanol a 50%. O efeito do solvente na extracdo de
compostos fenolicos a partir das folhas de Lantana camara foi observado por Jesus et al. (2024)
[15]. Nesse caso, o valor de TFT dos extratos obtidos aumentou com o aumento da concentra¢ao
de etanol em agua de 10 até 30% e diminuiu com o aumento posterior da concentracdo desse
solvente até 50%.

Na Tabela 2 estdo mostrados os valores obtidos através da analise de variancia (ANOVA) para
a resposta estudada (TFT). Os termos que apresentaram efeito significativo (p < 0,05) estdo
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destacados com asterisco (*), o que corrobora os resultados observados no grafico de Pareto
(Figura 1).

Tabela 2: Andlise de variancia (ANOVA) para o modelo polinomial quadratico considerando a extragdo
por ultrassom (EAU) proposta para o TFT. Os efeitos significativos (p < 0,05) estdo marcados com um
asterisco (*).

TFT (mg EAG/g ms)
Fonte GL SQ (Aj.) MQ (Aj.) Valor F Valor-P
Modelo 9 13801,3 1533,5 13,19 0,006"
Xj (Concentragdo de etanol) 1 36,8 36,8 0,32 0,598
X2 (Relagdo Solvente para solido) 1 411,1 411,1 3,54 0,119
X3 (Tempo de extragao) 1 358,1 358,1 3,08 0,140
XX 1 11804,1 11804,1 101,57  0,000"
X2Xo 1 251,0 251,0 2,16 0,202
X3X3 1 304,2 304,2 2,62 0,167
XX 1 435,0 4350 3,74 0,111
X1X3 1 4259 4259 3,66 0,114
X2X3 1 200,0 200,0 1,72 0,247
Erro 5 581,1 116,2
Falta de ajuste 3 532,5 177,5 7,30 0,123
Erro puro 2 48,6 243
Total 14 14382.4
R? 95,96%
RZajustado 88,69%

GL = Graus de liberdade, SQ = Soma dos quadrados, MQ = Média dos Quadrados, R? = Coeficiente de
determinagdo, TFT = Teor de fenodlicos totais, EAG = Equivalente de acido galico, ms = Material seco.

O modelo proposto foi considerado significativo, apresentando um alto valor de F (13,19) e
baixo p-valor (0,006) (Tabela 2). O modelo apresentou bom ajuste as respostas observadas como
evidenciado pelo alto valor do coeficiente de determinagdo (R* = 0,9596), onde 95,96% da
variagdo dos dados de rendimento de extracdo pode ser explicada pelo modelo proposto; pois
quanto mais proximo de 1 for o valor de R? melhor serd o ajuste do modelo as respostas.
Adicionalmente, o alto valor do coeficiente de determina¢do ajustado (R%jusado = 0,8869),
proximo ao R, confirma a grande significancia do modelo obtido € o alto grau de correlagio entre
os valores experimentais e os preditos. Esses resultados indicam uma alta capacidade do modelo
em prever a relacdo entre as varidveis independentes e dependentes (respostas) [17, 23]. Esses
resultados indicam que o modelo estimado pode ser adequadamente utilizado para prever o TFT
do extrato da espécie C. blanchetianus nas condi¢des estudadas [17, 19, 22, 23].

Com base na analise de regressdo, a relacdo entre as variaveis independentes € o TFT de
extracdo pode ser descrita por uma equacao polinomial quadratica (Equacao 6).

TFT (Y) = 31,800 + 2,911X; + 1,306X> + 2,59X; — 0,006X.X> + 0,021X;X; — 0,014X:X; —
0,035X,% — 0,005X,% — 0,058X 3> Equagdo 6

onde Xi, X» e X3 s@o as variaveis codificadas concentracdo de etanol, relagdo solvente para
solido e tempo de extragdo, respectivamente.

Segundo o modelo matematico, as condigdes dtimas de extragdo por EAU determinadas foram
40,40% de etanol, relag@o solvente para solido de 72,54 mL/g e tempo de 20,67 min. O TFT 6timo
previsto nessas condic¢des foi de 165,02 mg EAG/g ms.
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3.2 Validac¢ao das condi¢des otimizadas simultaneamente por EAU

Para realizar a validacdo das condi¢des previstas pelo planejamento Box-Behnken foram
realizadas 3 extragdes utilizando os valores 6timos determinados estatisticamente (concentragdo
de etanol de 40,40%, relacdo solvente para so6lido de 72,52 mL/g e tempo de 20,67 min). Na
Tabela 3, € possivel verificar os valores preditos e os valores experimentais obtidos.

Tabela 3: Comparagdo entre os valores preditos estatisticamente de TFT e os valores reais obtidos por
experimentos de extrac¢do assistida por ultrassom com as folhas de Croton blanchetianus.

Desvio Padrao Relativo
(%)
TFT (mg EAG/g ms) 154,99 + 3,96 165,02 4,44

Resposta Valor Experimental Valor Predito

Os valores de TFT experimentais e preditos mostrados na Tabela 3 foram muito préximos,
apresentando baixo desvio relativo (4,44%). Esses resultados indicam que o modelo explica
adequadamente o processo de extragao e possui alta capacidade de prever o TFT dos extratos por
EAU, além de prever a melhor concentragiao de etanol, o melhor tempo de extracdo e a melhor
relacdo solvente para solido considerando os intervalos avaliados para cada variavel [16, 24].

3.3 Comparacao dos resultados fitoquimicos e antioxidantes dos diferentes extratos de
C. blanchetianus

Pelos ensaios realizados com os extratos obtidos pelas diferentes técnicas extrativas, foi
possivel avaliar as diferengas entre as amostras em termos de resultados fitoquimicos e
antioxidantes. Na Figura 3 estdo mostrados os resultados de rendimento, TFT e TFLT
apresentados pelos diferentes extratos de C. blanchetianus.

OEAU Olnfusdo O Decocgao

180,00 T
160,00 +
140,00 +
120,00 +
100,00 a
80,00 +
60,00 b b
40,00 T b .
20,00 m

0,00 . . .

Rendimento TFT TFLT

Figura 3: Comparagdo entre o Rendimento (%), TFT (mg EAG/g ms) e TFLT (mg EC/g ms) dos extratos
obtidos por Extragdo Assistida por Ultrassom (EAU), infusdo (INF) e decocg¢do (DEC) a partir das
folhas de Croton blanchetianus. Letras diferentes nas colunas de cada série de dados significam que ha
diferencga significativa entre os resultados segundo o teste de Tukey (p < 0,05).

Pela analise da Figura 3, percebe-se uma superioridade do extrato de EAU em comparagao aos
demais com relagdo aos valores de rendimento de extragcdo, TFT e TFLT. A eficacia do método
de ultrassom ¢ atribuida, principalmente, ao fendmeno da cavitagdo aclstica resultante da
propagacdo das ondas ultrassonicas no solvente. Nesse fendmeno, as ondas ultrassonicas geram
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bolhas no solvente que crescem durante os momentos de rarefacdo e compressdo das ondas
sonoras até¢ colapsarem. Ao colapsar, as bolhas implodem emitindo jatos de alta velocidade,
pressao e temperatura que causam quebra de particulas e erosdo de membranas, o que favorece o
rompimento da parede celular vegetal e aumenta a transferéncia de massa durante o processo de
extragdo, potencializando a extragdo de polifendis, compostos aromaticos, antocianinas, 6leos e
polissacarideos [13, 14].

Diversos estudos mostram que a EAU apresenta melhores resultados de recuperagdo em
comparagdo a diferentes técnicas de extragdo [15, 17, 25-27]. O extrato de EAU das folhas de
Piper betle (empregando as condig¢des otimizadas de extragao) resultou em maiores valores de
rendimento de extracdo, TFT e TFLT em comparagdo ao da maceragéo [17]. O extrato obtido por
EAU a partir de Punica granatum apresentou maior TFT em comparagio aos extratos obtidos por
decocgdo e maceracao a partir dessa espécie [27]. Em um trabalho realizado por Jesus et al. (2024)
[15], o extrato obtido a partir de Lantana camara por EAU apresentou maior TFT e TFLT em
comparagdo ao extrato obtido por infusdo e decocgio.

Os efeitos das técnicas de ultrassom, infusdo e decoc¢do na atividade antioxidante dos extratos
e estdo mostrados na Figura 4.

700.00 +

600.00 +

500.00 +

S

400.00 +

300.00 +

pmol ET/g m

200.00 +

100.00 +

0.00
EAU Infusao Decoccao

Figura 4: Comparacao entre os resultados de atividade antioxidante dos extratos das folhas de Croton
blanchetianus obtidos por EAU, infusdo e decocgdo. As letras sobrescritas diferentes indicam que ha
diferencga estatistica entre as médias segundo a ANOVA e teste Tukey (p < 0,05). ET: equivalente de

Trolox.

Na Figura 4 observa-se que o extrato de C. blanchetianus obtido por EAU apresentou maior
atividade antioxidante em comparagdo aos extratos de infusdo e decoccdo. Esses dados
corroboram os resultados de TFT e TFLT (Figura 3) desses extratos, onde percebe-se uma
correlagdo direta com os valores das atividades antioxidantes observadas [15].

Esses resultados de EAU em comparacao a essas técnicas convencionais podem ser atribuidos,
principalmente, ao efeito de cavitagdo acustica. Este efeito favorece a destruicdo da parede celular
vegetal, o que possibilita 0 aumento na transferéncia de massa do processo de extracao [19, 22].

3.4 Perfil cromatografico dos extratos de C. blanchetianus

A partir da obtencao dos extratos originados de diferentes métodos extrativos, foram realizadas
analises cromatograficas para verificagdo do perfil quimico de cada extrato. Esse perfil pode ser
visualizado na Figura 5.



J.M. Silva et al., Scientia Plena 21, 087210 (2025) 12

200001 g
a
175000] )
150000]
—
>
3 125000]
8
Q  100000]
(% 3
2 7
g 75000]
'-O ~
< soood] | Decocgao
: | il ~
2500(}4@ LJULW M‘U“‘w Infusdo
ww EAU

L T e e e A e e e B L S e e e e B LA A B ey e e e e e g B e e A
50 10.0 15.0 200 250 30.0 350 40.0 450 50.0 55.0 60.0 min

Tempo (min)

150000 8
140006] b)

§ 130000]

3. 120000]

N

¢3S 1100007

o

g 1000004

“® 90000}

E 7

o 800004

'8 700004 6

< ool 45 :
s0000] Decocgao
%) I Infusdo
300001 “\‘
| Luw@i
100004

o JK/\JLJJLJ

Tempo (min)

Figura 5: Perfis cromatogrdficos dos extratos das folhas de Croton blanchetianus (a) A=320 nm e
b) A=380 nm) preparados por diferentes métodos de extracdo: ultrassom (EAU), infusdo e decocg¢do.

Através dos cromatogramas da Figura 5 [a) A=320 nm e b) A=380 nm] pode-se observar que ndo
houve varia¢do quimica qualitativa significativa entre os extratos obtidos pelas diferentes técnicas
extrativas utilizadas, considerando o método de deteccao utilizado. As diferengas, mesmo que
aparentemente pouco significativa, provavelmente estdo relacionadas as diferencas entre os
métodos de extracdo, como observado nos resultados de TFT e TFLT entre os extratos.

Com base na resolugdo dos picos cromatograficos, foram selecionados alguns deles
(numerados de 1 a 8) para sugerir a identificacdo das suas classes quimicas de acordo como seus
respectivos espectros no Ultravioleta (UV). Os espectros obtidos estdo mostrados na Figura 6.

Como pode ser observado na Figura 6, os espectros dos picos 1 (Amax = 326 nm),
2 (Amax = 326 nm) € 3 (Amax = 241 nm, 327 nm) apresentam espectros no UV condizentes com
fenilpropanoides contendo um sistema do tipo carbonilico a,f-insaturado [28-30]. Os picos
4 (Amax =262, 355 nm), 5 (Amax = 256, 351 nm), 6 (Amax = 256, 355 nm), 7 (Amax = 256, 354 nm) e
8 (Amax = 256, 350 nm), apresentam espectros no UV condizentes com os de flavonoides [28-30].
Esses resultados estdo de acordo com aqueles relatados na literatura por de Oliveira et al. (2022)
[31], que mostrou a presenca dessas classes de compostos nos extratos obtidos de C.
blanchetianus.
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Figura 6: Espectros de absor¢do no UV (210 a 400 nm) dos compostos quimicos presentes no extrato das
folhas de Croton blanchetianus, os quais estdo numerados no cromatograma da Figura 4.

Em geral, com base nas analises por CLAE-DAD dos extratos de C. blanchetianus realizadas
neste trabalho, foi possivel avaliar quais as classes de compostos quimicos estdo presentes nas
preparagdes dessa espécie. Entretanto, analises adicionais por espectrometria de massas sdo
necessarias para se conhecer a identidade dos compostos quimicos que sdo responsaveis pelas
atividades antioxidantes dessa espécie.

A semelhanga dos perfis cromatograficos entre os extratos de C. blanchetianus (Figura 5)
mostra que oS mesmos compostos quimicos estdo presentes nos diferentes extratos, sendo
necessarios estudos adicionais para quantifica-los.

4, CONCLUSAO

No presente trabalho foi possivel observar que a concentragdo de etanol foi a variavel que mais
influenciou o processo de extracdo dos compostos fenolicos. As condigdes 6timas obtidas foram
40,40% de etanol, relacdo solvente para so6lido de 72,53 mL/g e tempo de 20,6 min, resultando
em um valor de TFT experimental de 154,99 + 3,96 mg EAG/g ms.

O extrato obtido por EAU, nas condi¢des 6timas de extracdo, apresentou maiores valores de
rendimento de extragdo, teor de fenolicos totais (TFT), teor de flavonoides totais (TFLT) e
atividade antioxidante em comparagdo aos extratos obtidos por infusdo e decocgdo. Além disso,
a analise dos perfis cromatograficos permitiu verificar a presenca de diferentes classes de
compostos fenolicos nos diferentes extratos: acidos fendlicos ou fenilpropanoides e flavonoides.

Desta forma, pode-se sugerir com mais seguranga que o uso das técnicas EAU para a extracdo
de compostos fendlicos antioxidantes a partir das folhas de C. blanchetianus ¢ uma alternativa
mais eficiente em relagdo as técnicas de infusdo e decocgdo. Adicionalmente, os resultados
obtidos sugerem que essa espécie pode ser uma importante fonte de compostos fenolicos
antioxidantes a ser explorada tendo em vista seu potencial biolégico e econdmico.
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