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Palavras-chave

Resumo

Cynara carcunculus, extracao solido-liquido, compostos
bioativos, cinaropicrina, solventes eutécticos profundos.

O objetivo principal do presente trabalho foi estudar a
aplicacdo de solventes eutécticos profundos (DES) na
extracdo de cinaropicrina, um composto lipofilico de
elevado valor comercial e com vdrias propriedades
farmacéuticas, a partir das folhas do cardo. Este trabalho
foi dividido em duas partes principais: preparacdo e
caracterizacdo de DES e extracdo e quantificacdo da
cinaropicrina.

Os DES utilizados foram preparados a partir de misturas
de sais de amoénio e acidos carboxilicos. De modo a
avaliar e caracterizar os DES a utilizar no processo de
extracdo, primeiramente determinaram-se 0s parametros
solvatocrémicos, densidade e viscosidade dos mesmos.
Posteriormente foram selecionados os DES com as
propriedades mais promissoras, € os resultados obtidos
no processo de extragdo demonstraram a elevada
seletividade e eficiéncia destes solventes para a extragdao
de cinaropicrina a partir de folhas do cardo. Estudaram-
se também solugdes aquosas de DES, o que permitiu
obter uma eficiéncia maxima de extra¢do de 6,2 (m/m)
% de cinaropicrina. A sustentabilidade do processo de
extracdo foi finalmente otimizada pela realizacdo de
varios ciclos de extracdo, reutilizando quer a biomassa
quer as solugdes aquosas de DES. Este estudo permitiu
obter eficiéncias maximas de extragdo de 8,96 (m/m) %
de cinaropicrina reutilizando a biomassa, e de 7,45
(m/m) % reutilizando o solvente. Apds a extracdo de
cinaropicrina, e tirando partido dos limites de
solubilidade de cinaropicrina em solu¢do aquosa em
funcdo da concentragcdo de DES, adicionou-se agua
como anti-solvente resultando numa percentagem de
recuperagdo maxima de cinaropicrina de 73,6 (m/m) %.
Em resumo, esta dissertacdo demonstra o potencial de
DES na extracdo de compostos bioativos a partir de
fontes naturais. No entanto a complexidade do residuo
solido obtido deste processo deixa em aberto uma serie
de desafios para a continuidade deste estudo, com vista
a valorizacdo da folha do cardo.
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The main objective of this work was to study the
application of deep eutectic solvents (DES) in the
extraction of cynaropicrin, a lipophilic compound of high
commercial value and with various pharmaceutical
properties, from cardoon leaves. This work was divided
into two main parts: preparation and characterization of
DES and extraction and quantification of cynaropicrin.

The DES used were prepared from mixtures of
ammonium salts and carboxylic acids. In order to
evaluate and characterize the DES to use in the extraction
process, their solvatochromic parameters, density and
viscosity were firstly determined. After selecting the
most promising DES according to their properties, the
results obtained in the extraction process demonstrated
the high selectivity and efficiency of these solvents to
extract cynaropicrin from cardoon leaves. Aqueous
solutions of DES were also studied, which allowed to
obtain a maximum extraction efficiency of 6.20 (w/w) %
of cynaropicrin. The sustainability of the extraction
process was finally optimized by carrying out several
extraction cycles, reusing either the biomass or the
aqueous solutions of DES. This study yielded a
maximum extraction efficiency of 8.96 (w/w) % of
cynaropricin reusing the biomass, and of 7.45 (w/w) %
reusing the solvent. After the cynaropicrin extraction,
and taking advantage of the cynaropicrin’s solubility
limits in aqueous solutions according to the DES
concentration, water was added as an anti-solvent
resulting in the recovery of 73.6 (w/w) % of cynaropicrin.
In summary, this work demonstrates the potential of DES
in the extraction of bioactive compounds from natural
sources. However, considering the complexity of the
solid residue obtained a number of challenges will
remain open aiming at the valorization of cardoon leaves.
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1. Introducao







1.1. Contextualizacao

Os produtos de origem natural, em particular derivados de plantas, sao uma fonte
essencial de novos compostos bioativos com potencial nutracéutico. Contudo, algumas
fontes (1) estimam que cerca de 95 % da biodiversidade mundial nio foi avaliada ainda
para qualquer atividade biol6gica. Assim, desenvolver formas eficientes de estudar e
utilizar essa biodiversidade pela sua valorizagao adequada € um grande desafio atual para

a comunidade cientifica (2).

A utilizacao de plantas medicinais remonta ao inicio da histéria da humanidade.
No século XIX, em 1804, o isolamento da morfina a partir de Papaver somnifera
impulsionou o interesse da industria farmacé€utica para a utilizagdo de produtos naturais
como medicamentos (1). Dos 1184 novos medicamentos aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) entre 1981 e 2006, 50 % tém origem em produtos naturais - Figura
1 (3). Um exemplo destes € o farmaco amplamente utilizado no tratamento do cancro da
mama, o paclitaxel (Figura 2), que é isolado a partir de Taxus brevifolia, o teixo do

Pacifico (1).

14% 4% 14%
5%
23%
40%
Origem Biolégica Origem Natural
Derivados de origem natural Farmacos Sintéticos
Sintetizados a partir de origem natural Vacinas de fontes naturais

Figura 1 - Origem dos medicamentos aprovados entre 1981 e 2006 pela FDA. Adaptado de (3).

Por outro lado, nos ultimos anos, a utilizacdo de nutrac€uticos e suplementos
alimentares provenientes de plantas aumentou consideravelmente, como uma abordagem
complementar ao tratamento realizado com medicamentos sintéticos. Recorrendo a
farmacos de origem natural € frequentemente possivel um tratamento menos agressivo de

varias doencas crénicas, nomeadamente cardiovasculares, cancro, diabetes e patologias



do sistema nervoso (4). A eficicia e seguranca dos produtos provenientes de plantas tém
aumentado com o crescente conhecimento cientifico da composi¢dao quimica destas e dos
efeitos fisiologicos dos compostos isolados (5). O uso industrial de fitofarmacos nos
paises ocidentais e plantas tradicionais nos paises em desenvolvimento é uma realidade e
a sua expansdo ¢ significativa nos anos mais recentes (1). No entanto, o isolamento e
elucidacdo da estrutura dos compostos quimicos naturais tornam-se requisitos essenciais
para que possam ser utilizados como medicamentos e/ou suplementos, quer para uso

humano quer animal (2).

E igualmente fundamental o desenvolvimento e aplicacio de métodos de extracio
e/ou purificacdo que permitam uma elevada seletividade e eficiéncia de extracdo para os
compostos bioativos em causa e que sejam simultaneamente compativeis com a utiliza¢ao
final, sustentdveis e ndo nocivos para o ambiente. De forma a responder a estes desafios,
nas ultimas décadas desenvolveram-se novos métodos de extracdo e/ou aplicando
solventes mais benignos (6), nomeadamente extracdo assistida por micro-ondas e por
enzimas, e com recurso a solventes alternativos, como os fluidos supercriticos (6,7), com
o intuito de desenvolver técnicas de extra¢do mais sustentaveis e de substituir os solventes
organicos toxicos e voldteis normalmente utilizados para o efeito. Estes métodos
revelaram aumentar a seletividade para o composto alvo, facilitaram a sua separagdo dos
extratos e aumentaram a seguranca de utilizacdo dos mesmos. Assim, estes métodos mais
recentes de extracdo apresentam-se como alternativas promissoras para a extragcdo de
compostos bioativos, a partir das mais diversas fontes naturais, como por exemplo o cardo

utilizado neste trabalho.
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Figura 2 — Estrutura quimica do paclitaxel.

1.2. Cynara cardunculus L.

O cardo selvagem (Cynara cardunculus var. sylvestris L.) é o antepassado das formas
cultivadas, nomeadamente da alcachofra (Cynara cardunculus var. scolymus L.) e do
cardo cultivado (Cynara cardunculus var. altilis DC.), que evoluiram separadamente
como resultado dos diferentes critérios de selecdo (8,9). Ambas as espécies sdo da familia

botanica Asteraceae, nativa da bacia do Mediterraneo (10).

Figura 3 - Ilustracdo das plantas pertencentes as trés variedades de C. cardunculus L.: A-alcachofra; B-cardo
cultivado; C-cardo selvagem. Adaptado de (11).



As variedades de C. cardunculus L. cultivado ndo apresentam espinhos nos seus
caules, folhas e capitulos florais (Figura 3A e 3B), ao contrario do cardo selvagem (Figura
3C). A alcachofra, como planta doméstica (Figura 3A), exibe inflorescéncias imaturas e
bracteas entalhadas. O cardo cultivado (Figura 3B), desenvolvido para o alargamento da
nervura da folha, apresenta capitulos globosos azul-violeta. Por outro lado, o cardo
selvagem (Figura 3C) apresenta uma roseta caracteristica de grandes folhas e caules

ramificados, com capitulos com espinhos longos (12).

1.2.1. Distribuicao geografica

O cardo selvagem encontra-se ao longo do oeste e parte central da bacia do
Mediterraneo, desde Portugal ao oeste da Turquia, existindo também nas ilhas da Madeira
e Candrias. Esta € também uma espécie colonizadora na Argentina e Califérnia (12). A
alcachofra, planta herbiacea perene, apresenta-se como um produto importante na
economia agricola do sul da Europa e do norte de Africa. Esta planta encontra-se também
na Califérnia, América do Sul (essencialmente Peru e Argentina) e na China (13). O cardo
cultivado, igualmente uma planta herbdcea perene, cresce naturalmente em regides aridas
com temperaturas altas, e regides com salinidade elevada e seca no verao (14,15). Esta
planta encontra-se na Europa, Norte de Africa, Ilhas da Madeira e Candrias e América do
Sul. Na Peninsula Ibérica € encontrada, principalmente no sul de Portugal e de Espanha
(12). Além do cardo apresentar uma reprodugdo vegetativa, com uma produtividade de
biomassa que varia entre 15,2 a 24,2 ton / ha / ano (16), esta planta produz anualmente

cerca de 600 a 30.000 sementes que sao dispersas pelo vento (17).

1.2.2. Importancia econéomica

A C. cardunculus L. é utilizada por todo o mundo e representa um ingrediente
importante da dieta mediterranica, apresentando uma variedade de aplicagdes, desde a
sopa até as saladas (14). As flores do cardo e da alcachofra sdo, tradicionalmente,
utilizadas em algumas regides de Espanha e de Portugal como coagulante natural do leite
para a fabricacdo de queijos de ovinos e caprinos. Estas flores s@o ricas em protéases
asparticas, nomeadamente cardosinas, responsdveis pela coagulacdo do leite (18). O

queijo de ovelha produzido através do coalho desta planta é, atualmente, altamente
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valorizado devido as suas propriedades organoléticas (19,20). Enquanto os capitulos da
alcachofra sdo consumidos em todo o mundo como vegetais, nas formas fresco,
congelado ou enlatado, o extrato das folhas da alcachofra é muito utilizado na produgdo

do licor amargo Cynar (21).

Tradicionalmente, as folhas da alcachofra sdo utilizadas na prética medicinal,
apresentando caracteristicas terapéuticas, como o efeito diurético, colerético,
antidiabético e como agente antimicrobiano (22,23). Além disso, os extratos das folhas e
sementes da alcachofra, devido ao seu elevado teor em cinarina, inulina e ésteres
fendlicos, respetivamente, sdo utilizados no tratamento de hiperlipidemia, arteriosclerose,

entre outros (21).

O crescente interesse na exploracdo do cardo cultivado, como fonte de biomassa
no sul de Portugal e a procura de novos componentes de plantas bioativas, estimulou o
estudo das diferentes partes morfoldgicas desta planta. Por outro lado, existem aplicacdes
industriais propostas para esta planta, como a sua utilizacdo como biocombustivel sélido,
no aquecimento ou producdo de energia (24). Os biocombustiveis liquidos, como o
biodiesel, podem também ser produzidos a partir do 6leo das sementes do cardo, que
apresentam um teor maximo de 6leo de 32,5 % (25). De facto, nos dltimos anos, o estudo
da producdo de biodiesel a partir do 6leo das sementes do cardo tem estado em foco,
sendo uma potencial alternativa aos recursos fésseis na Europa (25,26). Por outro lado, a
semelhanga das propriedades das fibras celuldsicas obtidas a partir do cardo e de
eucalipto, torna esta espécie uma alternativa interessante na producao de pasta de papel

(17,27).

A extragdo de alguns compostos farmacologicamente ativos de Cynara
cardunculus apresenta-se também como uma aplicacdo promissora desta biomassa
vegetal. A sua composic¢do rica em extrataveis bioativos fez com que sejam j4 utilizados
em suplementos dietéticos comerciais para tratamento de problemas digestivos, entre
outros (28). Por outro lado, os metabolitos secundérios podem ser considerados produtos
de quimica fina, uma vez que os compostos biologicamente ativos usados comercialmente
(farmacos, aromas, fragincias, pesticidas) sofrem transformacdo quimica para produzir

produtos de valor acrescentado (29).



1.2.3. Composicao quimica

A composicdo quimica geral do cardo cultivado (Tabela 1) apresenta um teor
superior a 50 % de polissacarideos, entre os quais a celulose (um homopolissacarideo
constituido por unidades de glucose) € o maioritirio (30). As hemiceluloses
compreendem diferentes heteropolissacarideos com um peso molecular inferior ao
apresentado pela celulose. Apesar da presenga de mananas e galactanas, as xilanas sdo as
hemiceluloses mais abundantes no cardo (30,31), sendo essenciais na resisténcia
mecanica das paredes celulares secunddrias das plantas (32). A lenhina é um polimero
fendlico amorfo (33), presente no cardo entre 20 a 30 % da biomassa total, um valor

inferior ao normalmente encontrado em plantas arboreas (34).

Tabela 1 - Composi¢do quimica do cardo cultivado (% m/m). Adaptado de (30).

Extractaveis em acetona 1,4+£0,1
Pectinas 14,4 +0,8
Proteinas 7,0+0,2
Taninos 3,0+0,0
Lenhina 14,9 £0,1
Celulose 41,9+0,0

Hemicelulose 12,8 £0,7
Cinzas 46+14

Os compostos bioativos extraidos a partir de biomassa sdo na sua maioria
metabolitos secunddrios. Estes metabolitos encontram-se normalmente restritos a um
determinado grupo taxondmico (espécie, género, familia, ou grupo restrito de familias)
(29). As vérias familias dos metabolitos secundarios apresentam caracteristicas
estruturais particulares resultantes da sua via biossintética. As quatro principais vias de
biossintese dos metabolitos secunddrios sdao: 1) a via do 4cido chiquimico, responsavel
pela producao de alcaloides, como a quinina, a partir de aminoécidos aromaticos; 2) a via
do 4acido maldnico, que em conjunto com a via do dcido chiquimico, dd origem aos
compostos fendlicos, como o dcido galico; 3) a via do dcido mevalénico; e 4) a via ndo-
mevalonato (Via MEP). As duas dltimas vias sao responsaveis pela producao de terpenos,

como a cinaropicrina (Figura 4) (6).



b\ ._

[ Metabolismo primario do carbono ]

Fotoszintese

—

o\

([ Ciclo } ) ——  Acctil-CoA

.\Q\\TCA // /

e

Aminoacidos alifaticos

[ Via dcido chiquimico ] [ Via dcido maloénico ] [ Via dcido mevalonico ] Via MEP

Aminoacidos aromaticos

-~

Alcaldides

—

Compostos fendlicos Terpenos I

Figura 4 - Vias para a produgdo de trés grandes grupos de compostos bioativos nas plantas. Ciclo TCA define o ciclo
do dcido tricarboxilico. Adaptado de (6).

O isolamento dos metabolitos secunddrios a partir de plantas, e em particular a
partir do cardo para fins meramente analiticos, recorre frequentemente a processos de
extracdo convencional solido-liquido, utilizando solventes organicos de diferentes
polaridades, o que resulta na obtencdo de extratos compostos por familias especificas de

compostos, de acordo com a sua polaridade, como a seguir serd descrito.

A composicao das fragdes lipofilicas nas diferentes partes morfoldgicas de Cynara
cardunculus L. € semelhante do ponto de vista qualitativo, mas consideravelmente
diferente do ponto de vista quantitativo. As folhas sdo a parte da planta que apresenta um
maior teor em compostos lipofilicos (Tabela 2) e, portanto, a parte da planta que sera
explorada nesta tese. No cardo cultivado, as lactonas sesquiterpénicas e os triterpenos

pentaciclicos sdo as principais familias de compostos lipofilicos. Enquanto os triterpenos



pentaciclicos, nomeadamente os taraxastanos, ursanos, lupanos e oleananos (Figura 5),
representam a maior familia de compostos lipofilicos de todas as partes morfolégicas do
cardo cultivado, com a exce¢do das folhas, as lactonas sesquiterpénicas encontram-se
concentradas essencialmente nas folhas. Por outro lado, os 4cidos gordos, esterdis, dlcoois
alifaticos de cadeia longa e alguns compostos arométicos encontram-se presentes em

concentracdes menores (35).

\\\\L
i

iif)

Figura 5 - Principais triterpenos pentaciclicos presentes no cardo: i) Taraxastano; ii) Oleanano; iii) Lupano; iv)
Ursano.

Tabela 2 - Rendimentos das fragdes lipofilicas das varias partes morfoldgicas de Cynara cardunculus. L. var. altilis
DC (35).

Parte exterior 1,0
Caule
Parte interior 2,0
Recetaculo e bracteas 33
Capitulos
Flor 4,5
Folhas 17,3

As lactonas sesquiterpénicas (STLs) sdo um grupo de metabolitos secundarios
presente em todo o reino vegetal que compreende mais de 5000 compostos conhecidos
(36). As STLs sdo mais comuns em familias como a Cactaceae, Solanaceae, Araceae €
Euphorbiaceae, € em particular na familia Asteraceae (37,38). As STLs encontram-se
localizadas nos laticiferos, células secretoras especializadas na maior parte das plantas
Asteraceae, podendo também ser encontradas no interior dos vaciolos de outros tipos
celulares na planta, quando sdo produzidos em resposta ao stress bidtico (39). As STLs
sd0 na sua maioria isoladas a partir das folhas e inflorescéncias das plantas, onde podem

constituir até 5 % do seu peso seco (40).

10



As STLs sao sesquiterpendides incolores e componentes importantes de alguns
Oleos essenciais. Estas apresentam uma cadeia de 15 carbonos e os principais tipos sdo
classificados com base nos seus esqueletos, nomeadamente germacranolido, guaianolido,
pseudoguaianolido, eudesmanolido, eremofilanolido, elemanolido, cadinanolido e
xantonolido (Figura 6) (41). No cardo as STLs do tipo guaianolido sdo a principal familia
de compostos lipofilicos das folhas (Figura 7), e dentro destas, o composto presente em
maior abundancia nas folhas € a cinaropicrina (35) (42) (Figura 8). Este composto é muito
solivel em dlcool e apresenta uma solubilidade baixa em 4gua, de cercade 1,75 g/ L a

20 °C (43).
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Figura 6 — Principais estruturas quimicas das lactonas sesquiterpénicas mais comuns.
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o]

Figura 8 - Estrutura quimica da cinaropicrina.

No cardo, e como ji referido para as STLs, a cinaropicrina acumula-se
principalmente nos tecidos foliares, encontrando-se em menores concentragdes quer no
recetdculo, quer nas bricteas das inflorescéncias exteriores (35). Este composto encontra-
se em maior quantidade no cardo selvagem, estando também presente em concentracdes
elevadas no cardo cultivado e na alcachofra. No entanto, a atividade agricola tem vindo a
selecionar progressivamente as formas com menor concentracio de lactonas
sesquiterpénicas, devido ao seu sabor amargo derivado da presenga destes compostos

(44-46).

O mecanismo de defesa contra a predacdo envolvendo as STLs passa pela sua

alquilacdo com o estabelecimento de ligagdes covalentes com macromoléculas
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bioldgicas. Apesar do vasto grupo de STLs, existem outros grupos menores em que a
atividade bioldgica ndo depende da alquilacdo de biomoléculas, mas de interagdes ndo-

covalentes com recetores especificos (47).

A cinaropicrina, como muitas outras lactonas sesquiterpénicas, apresenta um
vasto leque de atividades bioldgicas: citotoxicidade contra vérios tipos de células
tumorais, sendo um potencial agente anticancerigeno (48) e efeito inibitério sobre a
producdo de citocinas pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
tendo a sua utilizacdo sido sugerida para o tratamento de doencas inflamatérias agudas e
cronicas (49, 50). As suas propriedades citotoxicas e pré-apoptdticas tém sido
amplamente estudadas em vdrias linhas celulares de cancro, demonstrando-se que a
cinaropicrina inibe a proliferacdo celular em varias linhas de cancro tais como U937, Eol-

1 e células T de Jurkat, através da indu¢do de apoptose (49).

A cinaropicrina apresenta outros efeitos benéficos para a saide humana, como a
inibicao do foto-envelhecimento da pele, uma vez que esta lactona inibe a transativagao
dos genes alvo do fator nuclear kB (NF- «B), bloqueando a transloca¢@o nuclear de NF-
kB. Sendo o NF-xB o principal fator no processo de fotoenvelhecimento da pele, a
cinaropicrina demonstra-se eficiente na inibicdo deste (44). Outro exemplo das
propriedades farmacoldgicas deste composto contempla a inibicdo da producdo de
mediadores inflamatérios, como o 6xido nitrico, e a proliferacdo de linfécitos, como a
concanavalina A e a fito-hemaglutinina. O mecanismo de acdo da cinaropicrina nestas
respostas mitogénicas estd relacionado com a interacdo com os grupos sulfidrilo da
proteina alvo (50). Finalmente, a cinaropicrina € o principal composto ativo responsavel
pelo efeito relaxante do musculo liso observado no extrato e fracdes de C. cardunculus,
apresentando assim uma forte atividade antiespasmddica, justificando a sua utilizagdo
popular para combater problemas gastrointestinais através de cha das folhas desta planta

(51).

Os compostos fendlicos sd@o constituidos por um ou varios anéis aromaticos,
contendo um ou mais substituintes hidroxilo. O esqueleto fendlico permite classificar os
varios compostos fenélicos como: 1) fendis simples e benzoquinonas; 2) dcidos fendlicos;
3) 4cidos fenilacéticos; 4) fenilpropenos, dcido cinamico e hidroxicindmico, cromonas e
cumarinas; 5) naftoquinonas; 6) xantonas; 7) estilbenos e antraquinonas; 8) flavonoides;

9) lignanos; e 10) biflavonoides. Os dcidos fendlicos apresentam um conjunto vasto de
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propriedades bioldgicas, tais como antioxidante, anti-alérgica, anti-inflamatdria,

antimicrobiana, efeito vasodilatador, entre muitas outras (52).

No cardo cultivado o conteido fendlico varia consoante as diferentes partes
morfoldgicas. As hastes exteriores, as bracteas e o recetdculo sdo as partes da planta que
apresentam os teores mais elevados de compostos fendlicos, e as folhas apresentam um
teor muito reduzido (53). Os 4cidos hidroxicinamicos (Figura 9) representam a maior
familia de compostos fendlicos presente nos extratos de cardo cultivado, essencialmente
nas hastes exteriores que contém cerca de 59,1 mg / g de extrato. Os d&cidos
dicafeoilquinicos sdo os compostos mais abundantes desta familia. Nas flores, os
flavonoides sdo os compostos fendlicos mais abundantes, correspondendo a cerca de 30,7

mg / g de extrato (53) (Figura 10).
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Figura 9 - Exemplos de compostos fenélicos presentes no cardo [1 e 2-4cidos hidroxicinadmicos (dcido 4-O-
cafeoilquinicos; acido 4,5-di-O-cafeoilquinico); 3-flavonédide (eriodictiol hexoside); 4-cumarina (escopolina)].
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morfoldgicas de C. cardunculus L. var. altilis (DC) (C-cumaridas; F- flavonéides e HA-dcidos hidroxicindmicos).
Adaptado de (53).

Tendo em conta as inimeras propriedades e aplicacdes dos compostos bioativos
presentes no cardo, e em particular a cinaropicrina, a extracao deste composto bioativo
de alto valor comercial (18 €/mg, >97,5 %) (54) a partir desta biomassa considera-se
extremamente promissora, contribuindo assim para a valorizacao desta espécie e para o

desenvolvimento econémico das regides do Mediterraneo.

1.3. Extracao de compostos bioativos

A extracdo € o primeiro passo para a andlise da composi¢cao quimica, e posterior
valorizacdo de extratos de plantas. Esta baseia-se na transferéncia de massa de um ou
mais compostos a partir da biomassa para um determinado solvente. A solubilidade de
um composto no solvente usado ¢ um dos parametros fundamentais no processo de
extragdo e pode ser previsto com base no conhecimento da sua polaridade e miscibilidade
(55). Por exemplo, na extracdo de compostos lipofilicos sdo utilizados solventes como o
hexano ou o diclorometano, e na extracdo de compostos hidrofilicos sdo utilizados

solventes polares, como dgua, metanol e etanol (56).

Ap6s a selecdo do solvente mais adequado, a transferéncia dos compostos da
biomassa para o solvente implica a penetracao deste no interior da matriz e a dissolucao

e remocao do composto a partir dos locais onde se encontra (57). A preparacdo prévia da
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matéria-prima, através da secagem ou liofilizacdo e moagem, é essencial para obter uma
amostra homogénea e para facilitar a penetracdo do solvente (58). A extracao Soxhlet, a
maceracao, a decoccdo e percolacdo sdo os métodos convencionais mais utilizados na

extracdo de compostos bioativos das plantas (58), e também da cinaropicrina.

A maceragdo e decoccdo sdo exemplos deste tipo de extracdo, representado a
primeira escolha dos curandeiros tradicionais que utilizavam normalmente dgua como
solvente (59). Na maceragdo, as matérias-primas sdo colocadas com o solvente num
recipiente fechado, ficando durante um periodo minimo de 3 dias com agitagao frequente
(60). Posteriormente, o extrato € filtrado ou decantado. Na extragdo por Soxhlet (Figura
11), o solvente é aquecido a sua temperatura de ebulicdo e posteriormente condensado
com o auxilio de um condensador para o interior do cartucho de papel que contém a
amostra, dentro da cimara do extrator Soxhlet. A cimara enche lentamente com o
solvente aquecido e quando o nivel de liquido atinge a parte superior do sifao, os solventes
voltam para o baldo, pelo brago lateral do sifao, repetindo-se os ciclos de destilagdo-
condensacdo do solvente (60). Para separar os componentes de uma amostra de acordo
com a sua polaridade, é necessdrio realizar extracdes sequenciais com solventes de
polaridade crescente, tais como n-hexano, diclorometano, acetato de etilo e metanol (59),

tal como esquematizado na Figura 11.
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Figura 11 - Esquema geral de parti¢do e separagdo dos principais metabolitos secundérios presentes nas plantas

(64,66) e representagdo esquematica da extracdo por Soxhlet.

De entre os vdrios sistemas convencionais de extracdo utilizados para a extra¢ao

da cinaropicrina (Tabela 3) destacam-se a extracao por Soxhlet e maceragdo, assim como

sistemas alternativos recorrendo a fluidos supercriticos (35,51,61).

Tabela 3 — Métodos de extracdo de cinaropicrina a partir de vdrias matérias-primas.

extracao analise

Cynara scolymus

M ~
(guinea-pig ileum) aceracao
Cynara cardunculus L.
var. altilis (DC) Soxhlet
Leuzea carthamoides Fluidos
DC supercriticos
Cynara scolymus L. 5
(Minor artichoke) Macerag@o
Centaurea Maceracio
omphalotricha ¢

Metanol, Hexano,
Diclorometano,
Acetato de etilo,

Butanol.

Diclorometano

Dio6xido de carbono
supercritico (SC-CO»)
com etanol

Etanol-Agua.

Etanol, Agua,
Cloroférmio,
Acetato de etilo,
Butanol, Metanol,
Diclorometano.

GC-MS;
RMN.

HPLC

HPTLC;
HPLC.

RMN

(51

(35)

(61)

(62)

(63)
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A caracterizagdo dos extratos obtidos a partir de qualquer método é um passo
essencial, por um lado numa fase inicial para avaliar o seu potencial, e posteriormente
para controlar a eficiéncia dos processos e a qualidade dos extratos obtidos. Os métodos
de andlise normalmente empregues para a dete¢do da cinaropicrina em amostras de cardo
sao a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a detetores diode array
(DAD) ou de espectrometria de massa, € a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS) (35,62). A GC-MS € uma técnica que combina as
propriedades de separagdo da cromatografia gas-liquido, com a capacidade de gerar
informacao espectroscopica de identificagdo e quantificacao de varios compostos (64,65).
O HPLC ¢ a técnica mais utilizada na detecdo e quantificacdo da cinaropicrina. Esta
técnica permite a separacao dos constituintes da amostra consoante as afinidades relativas
das diferentes moléculas para a fase mével e estaciondria (65). Finalmente, a ressonancia
magnética nuclear (RMN) é fundamental na caracterizacdo estrutural de compostos
naturais, nomeadamente a cinaropicrina (35,63), exigindo no entanto o fracionamento

prévio dos extratos.

A termolabilidade e polaridade dos compostos de interesse, as caracteristicas do
solvente, como a toxicidade, volatilidade, polaridade e viscosidade sdo fatores
importantes na escolha do processo e solvente de extracdao (65,66). Os métodos de
extracdo convencionais apresentam varias limitacdes tais como o uso de grandes
quantidades de solventes organicos, tempo de extracdo longo, e em alguns casos baixos
rendimentos de extragdo / purificacdo (67). Nos ultimos anos o desenvolvimento de

técnicas de extracdo alternativas permitiu ultrapassar alguns destes problemas.

1.3.1. Métodos alternativos de extracao de compostos bioativos

No final da década de 70, os métodos convencionais de extragdo de compostos
bioativos usando solventes organicos comegaram a ser substituidos por técnicas
alternativas, mais seletivas, com menos problemas de toxicidade, menor consumo
energético e mais sustentdveis, recorrendo a solventes alternativos mais benignos. Entre
os solventes considerados mais promissores destacam-se a dgua (68), o glicerol (69), o
lactato de etilo (70), os fluidos supercriticos (71), os liquidos i6nicos (72), entre outros.
Por outro lado, a extragdo assistida por micro-ondas e por ultrassons sd@o consideradas
técnicas promissoras uma vez que ultrapassam um dos problemas das extragdes

convencionais mencionado anteriormente, o elevado tempo de extragcdo (73,74).

18



A extracdo com fluidos supercriticos permite superar muitas limitacdes dos
solventes convencionais. Esta técnica utiliza, comummente, o diéxido de carbono como
fluido supercritico (SC-COz). Este solvente apresenta vdrias caracteristicas benéficas,
entre as quais o facto de ser indcuo para a saide humana e para o meio ambiente, e
apresentar uma temperatura e pressdo criticas moderadas (31,2 °C e 72,9 atm
respetivamente), permitindo a preservacdo dos compostos bioativos, prevenindo ainda o
contacto do extrato com o ar e impedido reacdes de oxidagdo (75). A extracdo com SC-
CO; permite a obtencdo de um extrato isento de solvente, uma vez que apds a extracao e
descompressiao do sistema, o CO; gasoso € facilmente eliminado. Devido a sua baixa
viscosidade e elevada difusividade, os fluidos supercriticos difundem facilmente através
de materiais sélidos, tornando o processo de extracdo mais rapido (75). Por outro lado, a
degradacdo dos compostos extraidos e a contaminacdo da amostra com impurezas sao
fatores superados por esta técnica (61). No entanto, devido a sua baixa polaridade, o SC-
CO2 ¢é menos eficiente na extracdo de compostos mais polares, recorrendo-se
normalmente a utilizagdo de co-solventes (76,77), como o etanol e a dgua (78).
Finalmente, o elevado investimento financeiro para os equipamentos necessarios € o
elevado tempo de extragdo sdo as principais desvantagens da extracdo com SC-CO»

(7,61).

Os liquidos i6nicos (ILs) t€ém estado em foco nos tultimos anos devido as suas
propriedades tnicas, que permitem a sua utilizacdo em alternativa aos solventes organicos
na separacdo e melhoria da andlise de componentes de valor acrescentado extraidos a
partir da biomassa (79). Os ILs sdo sais que se caracterizam por apresentar pontos de
fusdo baixos, normalmente inferiores a 100°C, sendo maioritariamente liquidos a
temperatura ambiente, e apresentam uma pressdo de vapor desprezdvel, apresentando
também uma elevada estabilidade térmica. Estes sdo constituidos por catides organicos
(normalmente de maior tamanho) e anides organicos ou inorganicos (mais pequenos),
podendo ambos ser selecionados consoante as polaridades e afinidades para os compostos
de interesse (80). Dada a grande diversidade de catides e anides, a diversidade de ILs
disponiveis é muito elevada, apresentando vdrias propriedades interessantes, como a
viscosidade varidvel, miscibilidade com dgua e solventes orgéanicos, e propriedades de
solvatacdo favoraveis para um amplo espectro de compostos polares e nao polares (80).
Assim, € possivel ajustar a afinidade dos ILs para compostos especificos, aumentando

consideravelmente a efici€éncia de extracao. De facto, um nimero significativo de estudos
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demonstrou o potencial dos ILs, puros ou em solu¢do aquosa, na extracdo de compostos
bioativos, como por exemplo alcaldides, terpenos, flavondides, corantes naturais e lipidos

a partir de fontes naturais (79).

Em 2003, Abbott e colaboradores (82) apresentaram um novo tipo de solventes,
os solventes eutécticos profundos (Deep Eutetic Solvents, DES), constituidos por dois
compostos solidos com pontos de fusdo elevados que por mistura formam um liquido a
temperatura ambiente, sendo o grande exemplo conhecido a mistura de cloreto de colina
e ureia (Figura 12). As fortes ligacdes por pontes de hidrogénio que ocorrem entre um
dador (HBD) e um aceitador (HBA) de protdes sdo o fendmeno responsdvel pela grande
diminui¢do no ponto de fusdo da mistura em relagdo ao ponto de fusdo dos componentes
individuais (83). A diferenca do ponto de fusdo da mistura eutéctica em comparagao com
uma mistura ideal, relaciona-se com a interacao entre A e B. Assim, o ponto eutéctico da

mistura € inferior ao estimado pela mistura ideal (Figura 13) (84).
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Figura 12 - Formagdo de um DES (mistura de ureia e cloreto de colina). Adaptado de (85).
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Figura 13— Diagrama de fases de uma mistura eutéctica com dois componentes. Adaptado de (84).
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A combinacio de diferentes HBDs e HBAs capazes de originar misturas eutéticas
sao indmeras (Figura 14). Os DES apresentam propriedades quimicas diferentes dos
liquidos i6nicos convencionais, mas propriedades fisicas semelhantes, nomeadamente o
seu potencial como designer solventes, sendo ainda mais flexiveis. Uma vez que ndo
ocorre qualquer reacdo entre o HBD e o HBA, é possivel a obten¢do de DES numa gama

alargada de composi¢des molares relativas, utilizando-se normalmente as propor¢des de

1:2,1:1, 2:1 de HBD e HBA (83).
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Figura 14 - Estruturas de HBD e HBA que podem ser combinados para formar (NA)DES. Adaptado de (82).
Os DES apresentam caracteristicas relevantes, como uma baixa pressdo de vapor
e a sua facil preparacdo, uma vez que estes podem ser formados pela simples mistura dos
compostos a temperaturas moderadas sem necessidade de um passo de purificagdo

adicional (83). A maioria destes solventes apresentam uma densidade superior a dgua,
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elevados valores de viscosidade a temperatura ambiente (> 100 cP) quando comparados
com a viscosidade da dgua (~1,0 cP), e valores de condutividade inferiores aos dos
liquidos 16nicos (86). A viscosidade dos DES varia de acordo com a natureza dos
componentes da mistura, a temperatura e quantidade de 4gua presente na mistura (86). A
facil disponibilidade dos componentes da mistura e uma caracterizagao toxicolégica bem

conhecida da maior parte destes sdo outras vantagens destes solventes (87).

Os solventes eutécticos profundos naturais (NADESs) sdo DES compostos por
HBD e HBA de origem natural, e recentemente t€ém-se revelado solventes muito
promissores (88-90). A origem natural dos NADESs (incluindo frequentemente
componentes presentes na alimentacdo humana, ou ja validados em diversas formulacdes
nutracéuticas), sdo assim considerados seguros, sustentdveis e baratos. Os NADESs
apresentam viscosidade ajustavel, podem ser liquidos a temperaturas inferiores a 0 °C,
apresentam elevada capacidade de solubilizacdo para compostos ndo polares e polares,
bem como potencial para a dissolucdo de macromoléculas, reforcando o seu potencial
como solventes para a extracdo de compostos de valor acrescentado para aplicacdo na

industria alimentar e/ou fitofarmacéutica (91).

Nos dltimos anos, a aplicacdo de NADES aumentou em larga escala, desde
processos de catdlise (92), de sintese (93), de eletroquimica (94), de dissolucdo de
substancias (95), de separacdo (96), de preparacdo de materiais (97) e de extracdo (86).
No campo da catélise, os NADES permitem melhorar o contacto entre os reagentes e
catalisadores, contribuindo para processos eco-eficientes (86). A dissolucdo mais
eficiente de substancias em NADES, como farmacos (danazol, itraconazol), comparada
com meios de dissolucdo como a 4gua, é outro exemplo da aplicacdo destes solventes
(98). Nos processos de separagdo, a utilizacdo de NADES € importante devido a sua
elevada polaridade. Assim, estes solventes permitem, por exemplo, a separacdo do
glicerol residual a partir do biodiesel, através de extra¢des do tipo liquido-liquido (99).
No entanto, na separa¢do de compostos lipofilicos com NADES, a elevada polaridade
destes solventes apresenta-se como um problema. Em 2015, Dannie e colaboradores
(100) apresentaram um novo tipo de misturas eutécticas, os DES hidrofébicos, compostos

por acido decandico (HBD) e varios sais de aménio quaterndrios (HBA) (100).

Na Tabela 4, encontram-se sumariados varios estudos de extragdao de compostos
bioativos a partir de plantas, entre os quais terpendides e compostos fendlicos, utilizando
NADES como solventes. Os métodos de extracdo variam desde uma agitacdo simples
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com o solvente até A extracio assistida por micro-ondas. E possivel constatar que estes
solventes permitem geralmente uma extracdo eficiente, e onde a quantificacdo do
composto alvo ocorreu por HPLC, num periodo de 30 minutos a 1 hora (88,91,101), muito
inferiores aos usados nos varios métodos de extracao convencionais (entre varias horas a
alguns dias) (35,62,63). De um modo geral, nos varios estudos sumariados na Tabela 4,
observou-se uma elevada seletividade dos NADES para a extracdo de compostos
bioativos, resultando em rendimentos de extragdo superiores aos obtidos com métodos de

extracdo convencional.

Virios autores (88,91,102) analisaram a capacidade de extracdo de compostos
fendlicos com NADES. Nestes estudos, verificou-se que a quantidade de dgua presente
no NADES influéncia a eficiéncia de extragdo e, de uma forma geral, devido ao efeito
sinergético, as solucdes aquosas com menor quantidade de NADES apresentaram um
melhor desempenho na extragdo de compostos mais polares do que a 4gua ou NADES
puro (91). Assim, a utilizacdo de uma solu¢do aquosa de NADES ao invés do NADES
puro, permite aumentar ainda mais a sustentabilidade da extra¢do de compostos bioativos,
uma vez que € mais eficiente, apresenta um menor custo associado, e apresenta uma
viscosidade menor, o que por sua vez facilita a transferéncia de massa (91). Um estudo
da extracdo de terpendides volateis a partir de fontes naturais, demonstrou que estes
solventes no processo de headspace com micro-extracdo em fase liquida permitem uma
extracdo simples e eficiente, quando comparados com as extragdes por ultrassons,
utilizando metanol como solvente (103). Por fim, os compostos envolvidos na formagao

do NADES sao facilmente recuperdveis devido a inexisténcia de reagdes quimicas

durante a sua formagao (83).
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Tabela 4 - Exemplos de extracdes de compostos bioativos a partir de diferentes espécies vegetais com recurso a DES.

Cajanus cajan
(Compostos fenélicos)

Pyrola incarnata
(Compostos fendlicos)

Carthamus tinctorius
(Compostos fendlicos)

Flos sophorae
(Flavonoides)

Radix scutellariae
(Flavonoides)

Chamaecyparis obtusa
(Flavonoides)

Equisetum palustre
(Flavonoides)

Agave sisalana; Ziziphus
Jjoazeiro
(Saponinas; polidis)

Herba artemisiae scopariae
(Acidos fendlicos)

Chamaecyparis obtusa
(Terpenoides)

Cloreto de colina com acidos
organicos ou dlcoois;
Acido citrico ou lactico com agucares

Cloreto de colina com glicerol

Cloreto de colina com Sacarose
Acido malico com Prolina
Acido lactico com Glucose

Cloreto de colina ou acido citrico com
acucares

Cloreto de colina com alcoois ou
acucares

Cloreto de colina com alcoois

Cloreto de colina com alcoois

Cloreto de colina com acidos
organicos ou dlcoois;
Cloreto de colina com Ureia
Cloreto de tetrametilaménio com
ureia;

Cloreto de colina com alcoois

Cloreto de colina com Etilenoglicol

Extracdo assistida por micro-ondas

Extracdo assistida por micro-ondas;
Extracdo assistida por ultrassons e por
agitacdo e aquecimento
Extracdo com DES usando agitacio e
aquecimento

Extracdo com DES usando agitacdo,
aquecimento e irradiagdo ultrassons

Extracdo assistida por micro-ondas

Extracdo com DES usando agitacdo,
aquecimento e irradiagdo ultrassons

Extracdo com DES assistida por
cavitacdo de pressdo negativa e
ultrassons

Extracdo com DES usando agitacio e

aquecimento

Extracdo com DES usando agitacao,
aquecimento e ultra-sons

Headspace com micro-extracdo em
fase liquida

Cromatografia liquida de ultra
performance (UPLC)

HPLC

HPLC

Cromatografia liquida acoplada
com detetor UV (LC-UV)

HPLC

HPLC

HPLC

Acido sulftrico-vanilina
Folin Denis usando
espectrofotémetro

HPLC

Cromatografia gasosa acoplada
com detetor por ioniza¢do em
chama (GC-FID)

(88)

(102)

oD

(104)

(105)

(101)

(106)

(89)

(107)

(103)
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O conhecimento das propriedades fisicas e quimicas dos DES, como temperatura de
fusdo, densidade, viscosidade e capacidade de solvatagdo € fundamental na escolha do
melhor solvente para a extracdo de um composto especifico. A polaridade assume-se como
uma das caracteristicas mais importantes dos DES quando utilizados como solventes. Os
solventes classificam-se, muitas vezes, consoante a sua capacidade de dissolver espécies
polares e carregadas. Os parametros solvatocromicos ou de Kamlet-Taft sio normalmente
utilizados para caracterizar solventes em termos de capacidade de doar (acidez, o) ou aceitar
(basicidade, p) protdes, e polarizabilidade (7*) (108). De salientar que os corantes/probes
utilizados para este tipo de caracterizagdo e as abordagens experimentais utilizadas podem
originar diferentes valores destes paradmetros para o mesmo solvente. Com o objetivo de
determinar o parametro 1 *, existem muitos corantes que podem ser utilizados e nem todos
originam valores idénticos. Laurence e os seus colaboradores (109) propuseram a utilizagdo
dos corantes 4-nitroanisole e N,N-dimetil-4-nitroanilina. O corante N,N-dimetil-4-
nitroanilina é o mais utilizado na caracterizacdo dos DES. Na determina¢do dos parametros
[ e a, os corantes mais utilizados sdo o 4-nitroanilina e o corante de Reichard,
respetivamente (110). Na Tabela 5, encontram-se alguns exemplos destes parametros para
varios solventes, desde solventes organicos, liquidos i6nicos e DES. Estes pardmetros, em
conjunto, podem ser utilizados para prever uma vasta gama de outros parimetros, como
constantes de velocidade, constantes de equilibrio, solubilidades e frequéncias espectrais

(111).

Tabela 5 - Parametros solvatocromicos Kamlet-Taft de varios solventes, utilizando o corante de Reichard, 4-nitroanilina e
N,N-dimetill-4-nitroanilina (110).

Etanol 0,83 0,77 0,54

Acetato de etilo 0,00 0,45 0,55

Benzeno 0,00 0,10 0,59

Metanol 0,93 0,62 0,60

Acetonitrilo 0,19 0,31 0,75
Diclorometano 0,30 -0,01 0,80
[ethylammonium][NO3] 0,85 0,46 1,24
[1-butil-3-metilimidazélio][BF 4] 0,63 0,38 1,05
[3-metilpiridina octilo][ Tf2N] 0,50 0,33 0,97
Cloreto de colina: Glicerol (1:2) 0,94 0,66 0,98
Cloreto de colina: 1,4-Butanodiol (1:1) 0,65 0,79 1,17
Cloreto de colina: 1,2-Butanodiol (1:1) 0,80 0,75 0,94
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Analisando a Tabela 5, verifica-se por exemplo que os DES apresentam parametros
solvatocrémicos semelhantes ao metanol (solvente organico utilizado frequentemente na

extracdo de compostos bioativos de plantas), com exce¢do do valor de n* que € superior.
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1.4. Objetivos

O objetivo principal deste trabalho consiste na extracdo da cinaropicrina a partir das
folhas de C. cardunculus L., utilizando DES puros e solu¢des aquosas de DES como
solventes alternativos, contribuindo para a valorizacdo integral desta espécie e
desenvolvimento da economia das regides do Mediterraneo. Dadas as inumeras
combinacdes possiveis de HBD:HBA capazes de originar misturas eutécticas, foram
avaliadas as caracteristicas de alguns DES baseados em sais de amoénio e dcidos carboxilicos,
nomeadamente, os seus parametros solvatocrémicos, viscosidades e densidades, assim como
o seu estado fisico a temperatura ambiente. Apds a caracterizacao destes solventes, os DES
mais promissores foram testados na extracdo de cinaropicrina a partir de amostras de C.
cardunculus L previamente caracterizada recorrendo a métodos de extragdo convencionais
e GC-MS. As condig¢des de extracdo destes compostos foram otimizadas com o objetivo de
se obterem rendimentos de extracdo e seletividade elevados. A otimizag¢ao do processo de
extracdo visou, igualmente, a criacdo de processos mais sustentdveis, realizando também um
estudo de utilizagdo de solugdes aquosas de DES na extracdo de cinaropicrina. Por fim,
avaliou-se a utilizacdo de dgua como anti-solvente e a sua capacidade para induzir a
precipitacdo e recuperar o composto alvo. Todas as etapas do processo de extragdo foram

otimizadas tendo por base os resultados quantitativos obtidos por HPLC-DAD.
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2. Materiais e Métodos
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2.1. Reagentes

Os reagentes utilizados neste trabalho encontram-se descritos na Tabela 6, com as

purezas, fornecedores e estruturas quimicas respetivas.

Tabela 6 - Reagentes utilizados neste trabalho (Reagente; Pureza; Fornecedor e Estrutura)

Acido tetradecanéico
Acido dodecanéico
Acido decanéico
Acido octanéico
Acido hexanéico

Acido butanéico
Acido 12- hidroxiestesrico

Cloreto de colina

Cloreto de tetraetilamonio
[N2222]C1

Cloreto de tetrapropilamonio
[N3333]C1

Cloreto de tetrabutilaménio
[Na4aa]C1

Brometo de tetraetilaménio
[N2222]Br

Brometo de
tetrapropilamonio
[N3333]Br

Brometo de tetrabutilaménio
[N4444]Br

98 %

99 %

99 %

98 %

99 %

99 %

95 %

99 %

98 %

98 %

97%

98 %

98 %

98 %

Fluka

Sigma-Aldrich

Acros
Organics

Sigma-Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich

Alfa Aesar

Acros
Organics

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

31



Reagente

Pureza Fornecedor

Corantes — Parametros Solvatocromicos

Estrutura

N, N-dietil-4-nitroanilina 99 % Fluorochem
PR
Si 4
. igma- -
Reichardt 90 % Aldrich O . O
4-nitroanilina 99 % Aldrich
Composto alvo
Cinaropicrina 98 % Extrasynthese
Outros compostos
Diclorometano 99,9 % VWR R i ¥
i
Piridina 99,8 % Aldrich Q
Hexadecano 99 % Aldrich
F
N, O-bis(trimetilsilil)- F F
trifluoroacetamida 99 % Fluka - |
S1 = St
(BSTFA) g ———
H
Trimetilclorosilano
(TMSCI) >99 % Fluka c—si—
e Fisher -
Acetonitrilo 99,99 % Chemical N
n-hexano 99 % Acros W s
Acetona 100 % AL i
°  Chemical )]\
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2.2.  Preparacao dos DES

A preparacdo de DES realizou-se adicionando massas conhecidas do HBD e o HBA
aum frasco de vidro fechado, onde a mistura sélida foi homogeneizada por aquecimento sob
agitacdo constante. A amostra foi aquecida gradualmente até a mistura formar um liquido
transparente no interior do frasco. Apds este passo, a mistura permaneceu 1 hora a esta
temperatura e sob agitacao. As temperaturas necessarias para atingir a fusao dos varios DES
variaram entre os 70 °C e 140 °C. Para os ensaios com DES puros, as amostras de DES foram
colocadas sob agitacdo constante, a vicuo e a uma temperatura de 25 °C, durante um periodo
minimo de 48 horas, para remover impurezas volateis. A preparacdo dos varios DES
encontra-se sumariada na Tabela 6. As solucdes aquosas de DES foram preparadas pela

adicao do DES puro formado a dgua ultra-pura.

Tabela 7 - Combinacdes de HBD:HBA testadas na formagéo de DES.

Acido butanéico [N4444]Br 2:1 Liquido
Acido butanéico [N4444]Br 1:1 Liquido
Acido butanéico [N4g44]Br 1:2 Sélido
Acido butanéico [N4444]Cl1 2:1 Liquido
Acido butanéico [Naaa4]C1 1:1 Sélido
Acido butanéico [N4444]C1 1:2 Sélido
Acido hexan6ico [N2222]Br 2:1 Sélido
Acido hexanéico [N2222]C1 2:1 Liquido
Acido hexanéico [N3333]Br 2:1 Sélido
Acido hexanéico [N3333]Cl1 2:1 Liquido
Acido hexanéico [N3333]C1 1:1 Sélido
Acido hexan6ico [N3333]Cl 1:2 Sélido
Acido hexanéico [N4444]Br 1:1 Liquido
Acido hexanéico [N4444]Br 2:1 Liquido
Acido hexan6ico [Nagas]Br 1:2 Sélido
Acido hexanéico [N4444]C1 2:1 Liquido
Acido hexanéico [N4444]C1 1:1 Sélido
Acido hexan6ico [Naaa4]C1 1:2 Sélido
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Acido hexanéico
Acido hexandico
Acido octanéico
Acido octanéico
Acido octanéico
Acido octanéico
Acido octanéico
Acido octanéico
Acido decanéico
Acido decanéico
Acido decanéico
Acido decanéico
Acido decanéico
Acido decanéico
Acido decanéico
Acido decanéico
Acido decanéico
Acido decanéico
Acido decanéico
Acido dodecanéico
Acido dodecanéico
Acido dodecanéico
Acido dodecanéico
Acido dodecanéico
Acido dodecanéico
Acido tetradecanéico
Acido 12-hidroxiestedrico
Acido 12-hidroxiestedrico

Acido 12-hidroxiestedrico

Cloreto de colina
Cloreto de colina
[Nassa]Br
[Nuysa4]Br
[Nas44]Br
[Nasaa]CI
[Nu444]Cl1
[Nasaa]CI
[N2222]Br
[N2222]Cl
[N3333]Br
[N3333]Cl
[Nus44]Br
[Nassa]Br
[Nassa]Br
[Nus444]Cl1
[N4444]Cl1
[Nasaa]CI
Cloreto de colina
[N3333]C1
[N3333]Cl
[N3333]Cl
[Nassa]Br
[Nusa4]Br
[Nassa]Br
[Nusaa4]Br
[Nu444]Br
[N3333]Cl

Cloreto de colina

2:1

4:1

2:1

1:1

1:2

2:1

1:1

1:2

2:1

2:1

2:1

2:1

2:1

1:1

1:2

2:1

1:1

1:2
1:1/2:1/71:2

2:1

1:1

1:2

2:1

1:1

1:2

2:1
1:1/2:1/1:2
1:1/72:1/1:2
1:1/2:1/1:2

Sélido
Sélido
Liquido
Sélido
Soélido
Liquido
Soélido
Sélido
Sélido
Liquido
Sélido
Liquido
Liquido
Sélido
Sélido
Liquido
Liquido
Sélido
Soélido
Liquido
Soélido
Sélido
Liquido
Sélido
Sélido
Sélido
Soélido
Sélido

Sélido
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2.2.1. Densidade e viscosidade de DES puros

A densidade e viscosidade dos DES previamente secos através de uma bomba de
vacuo, foram determinadas utilizando um viscosimetro — densimetro automatizado SVM
3000 Anton Paar rotacional Stabinger, numa gama de temperaturas entre os 25 e 80 °C, com
uma margem de incerteza de 0,02 °C. A viscosidade dindmica apresenta uma incerteza

relativa de 0,35 % e a densidade uma incerteza absoluta de + 5 x 10 g-cm 3,

2.2.2. Parametros solvatocrémicos

Cerca de 500 pL das amostras de DES puras e em solucio aquosa foram colocadas
em varios eppendorfs, as quais foram adicionados diferentes corantes soélidos,
nomeadamente: Reichardt, N, N-dietil-4-nitroanilina ou 4-nitroanilina. Os corantes foram
adicionados em pequenas quantidades até corar as amostras de DES. Todos os espectros
foram registados a temperatura ambiente (= 25 °C), utilizando um espectrofotometro Perkin-
Elmer Lambda 2 controlado por um computador. Os valores dos pardmetros solvatocromicos

foram determinados com recurso as equagodes 1, 2, 3 e 4, apresentadas abaixo.

Os parametros solvatocrémicos foram determinados através da medi¢do da

absorvancia do comprimento de onda méximo, aplicando as seguintes equacoes:

% _ |4 N,N (DES) |4 N,N (ciclohexano) _
= Equagdo 1
|4 N,N (DMSO) -V N,N (ciclohexano)

— (AV DES AV ciclohexano) X 0’76

AV puso —AV

B

Equacao 2

ciclohexano

AV =V -V Equagéo 3

28591
o= 0,0649 X[ J - 2,03 - (0,72 X 71'*) Equagﬁo 4
‘max R
Onde A, g corresponde ao comprimento de onda da absor¢io méxima, e
Vcomnre = ; X 10_4 °
A

‘max(corante)
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2.3. Extracao da Cinaropicrina a partir das folhas do cardo

2.3.1. Extracio por Soxhlet

A biomassa, Cynara cardunculus L. var altilis DC, proveniente da empresa CEBAL,
apresentava-se seca e embalada sobre vacuo. Cerca de 3 g de folha seca de C. cardunculus
L. foram utilizadas para extracdo por Soxhlet com 250 mL diclorometano, durante 6 horas.
De seguida, o solvente foi evaporado sob vicuo até a secura, recorrendo a um evaporador
rotativo a uma temperatura de 30 °C. O diclorometano foi escolhido uma vez que é um
solvente especifico para compostos lipofilicos (112). Os extratos secos foram pesados e os
resultados expressos como percentagem de extrato por biomassa seca. No final do processo,

o extrato foi armazenado para posterior injecdo e andlise por GC-MS.

2.3.2. Extracao com DES e solventes organicos

Cerca de 0,25 e 0,125 g (consoante a razdo sé6lido-liquido) da amostra de biomassa
(seca e embalada sob vicuo) foram utilizadas para extragdo com solventes alternativos
durante 2 horas, sob agitacdo constante de 1000 rpm e a 25 °C (Figura 15). A extracdo foi
realizada em duplicado para cada conjunto de condi¢des experimentais. Para os ensaios com
DES, a quantidade de cinaropicrina no solvente foi determinada por HPLC — DAD, ap6s um
passo prévio de centrifugacdo. A injecdo das vdrias amostras foi realizada em duplicado.
Para além dos DES também se estudou dgua pura e os seguintes solventes organicos: n-

hexano, acetona e diclorometano.

Figura 15 - Placa de aquecimento com agitacdo utilizada nas extragdes com DES.
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2.3.3. Otimizacio do processo de extracao

A influéncia de vdrios parametros experimentais foi analisada na otimizag¢do do
processo de extracdo de cinaropicrina. Os ensaios de otimizacdo realizaram-se avaliando a
influéncia dos parametros individualmente, mantendo as restantes condi¢des de extracao.
Assim, selecionaram-se as condi¢des que permitiram obter uma eficiéncia de extracdo
superior, para avaliar os restantes parametros. As varidveis experimentais avaliadas foram o
tempo (30min, 40min, 50min, 1h, 2h, 5h e 24h), a temperatura de extra¢do (25 °C, 35 °C e
45 °C), a razdo sélido-liquido biomassa-solvente (1:10; 1:20; 1:30; 1:40 e 1:50 m/m) e a
quantidade de dgua no DES (0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 100 m/m %).

2.3.3.1. Reutilizacido dos solventes e biomassa

De modo a desenvolver um método mais sustentavel, realizaram-se 6 ciclos
sucessivos de extracdo com a mesma biomassa e novas solucdes aquosas de DES. Este
estudo também permite inferir se as solugdes aquosas de DES atingem a saturacdo. A
biomassa foi filtrada em cada ciclo e novamente utilizada. Posteriormente, avaliou-se a
capacidade de reutilizacdo de DES na extragdo de cinaropicrina com nova biomassa.
Realizaram-se 4 ciclos sucessivos de extracdo em cada caso, reutilizando a solu¢dao aquosa

de DES, em cada um dos novos ciclos.

2.3.3.2. Recuperacao da cinaropicrina extraida a partir dos extratos de DES

Ap0s 4 ciclos de extragdo com a reutilizagdo de solvente, a solucdo aquosa de DES
obtida foi utilizada com duas finalidades: (1) quantificacdo da cinaropicrina por HPLC-
DAD; (2) testes de recuperacdo da cinaropicrina. No teste de recuperagdo da cinaropicrina,
e tendo por base o conceito de hidrotropia (113), adicionaram-se diferentes quantidades de
dgua com o intuito de precipitar o produto alvo por diminui¢io da sua solubilidade/saturacgao.
Cerca de 0,5 mL do extrato foram diluidos em 5, 10, 15, 25 e 50 mL de 4gua desionizada,
de forma a precipitar o composto alvo. Apds a adi¢do de dgua, centrifugou-se a solucdo a
6000 rpm durante 30 minutos, e filtrou-se sob viacuo com um filtro de membrana
microporosa de 0,45um. O residuo sélido foi seco na estufa a 50 °C durante 2 dias, sendo
depois quantificado gravimetricamente. A confirmacdo da precipitacdo de cinaropicrina,
realizou-se redissolvendo uma amostra do precipitado em 9 mL de metanol que foi
identificada e quantificada por HPLC-DAD. A pureza relativa do composto recuperado foi

avaliada com base nas dreas dos vdrios picos obtidos pelo cromatograma do HPLC-DAD.
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Em paralelo, realizou-se a quantificagdo por HPLC-DAD da cinaropicrina residual presente

na fase liquida apds dilui¢do com dgua desionizada.

2.3.4. Caracterizacao do extrato em diclorometano de C. cardunculus L. por GC-MS

Ap6s a extragdo com diclorometano, cerca de 10 mg de extrato seco foi dissolvido
em 250 pL de piridina, contendo 1 mg de hexadecano (padrio interno). Os compostos com
grupos hidroxilo e carboxilo foram convertidos em derivados trimetilsililados (TMS), pela
adicao de 250 uLL. de BSTFA e 50 uL. de TMSCI. A mistura reacional foi mantida a 70 °C

durante 30 min.

As andlises por GC-MS foram realizadas utilizando um cromatégrafo Trace gas
(série 2000), equipado com um espetrémetro de massa Thermo Scientific DSQ II. A
separacdo dos compostos foi realizada numa coluna capilar DB-1 da J & W (30 m x 0,32

mm de didmetro interno e 0,25 um de espessura do filme), utilizando hélio como gas de
arraste (35 cm.s'l). As condigdes cromatogréficas utilizadas foram as seguintes: temperatura

inicial de 80 °C durante 5 min; rampa de 4 °C por minuto até aos 260 °C, seguido de uma
rampa de 2 °C por minuto até aos 285 °C; a temperatura de 285 °C foi mantida durante 20
min; temperatura do injetor de 250 °C; temperatura da linha de transferéncia 290 °C; razao
de splitt: 1:33. O espectrometro de massa foi usado no modo de ionizagdo por impacto
eletrénico (70 eV) e os dados obtidos foram recolhidos a uma velocidade de varrimento de
1 scan por segundo, ao longo de uma gama de massas de m/z 33-700. A fonte de ionizacdo
foi mantida a 250 °C (114). A cinaropicrina foi identificada por comparacdo do espetro de
massa com uma amostra pura adquirida comercialmente e com dados da literatura (35,114).
A estabilidade da cinaropicrina em solug¢des aquosas foi analisada redissolvendo uma
amostra do extrato obtido com diclorometano numa mistura de etanol:dgua 1:1 e deixada

durante 2 horas a 25 °C.
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2.3.5. Quantificacao da cinaropicrina por HPLC-DAD

2.3.5.1. Condicoes cromatograficas

A quantifica¢do da cinaropicrina extraida a partir de folhas do cardo usando DES e
solugdes aquosas dos mesmos foi realizada recorrendo a um equipamento de cromatografia
liquida de alta pressdo, com detetor diode array (HPLC-DAD), da Shimadzu, do Modelo
unico PROMINENCE, equipado com um forno termostatizado e amostrador automatico. Foi
utilizada uma coluna Reprosil C18, 5 um e com um diametro do poro de 100 A (dimensdes
da coluna: 250 x 4,6 mm), da empresa Maisch. Os dados foram adquiridos e tratados com

recurso ao software labsolution.

Como fase movel foi utilizada uma mistura de 75 % de 4dgua pura e 25 % de
acetonitrilo, com um fluxo de 0,5 mL/min. A temperatura da coluna manteve-se constante a
30 °C e os espetros UV foram registados a 198 nm. Uma aliquota de 200 pL de solugdo apds
a extragao foi dissolvida em 800 uL de metanol. Todas as solu¢des padrao e amostras foram
filtradas com um filtro de seringa de 0,20 um. Apds a filtracdo, foi injetado um volume de

10 uL, com um tempo de corrida na ordem dos 30 min.

2.3.5.2. Curva de calibracao para quantificacio da cinaropicrina por HPLC

A curva de calibragdo por HPLC para quantificacdo da cinaropicrina foi preparada
com recurso a 12 solucdes padrdo, preparadas por diluicdo a partir de uma solu¢do mae do
padrdo de cinaropicrina em metanol, de concentracdo 4,09 mg/mL (Tabela 7). Cada padrao

foi injetado em duplicado.

Tabela 8 - Preparagdo das solugdes padrdo.

A - Solucao Mae 4,09
3,07
2,04
1,64
1,53
1,28
1,02
0,82
0,61
0,41
0,26
0,12

FR~=TITOmETOw

39



O tratamento dos dados obtidos com base na drea dos picos cromatograficos permitiu

obter a reta de regressao (Figura 16).
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Figura 16 - Curva de calibrag@o para a cinaropicrina.

40



3. Resultados e Discussao

41



42



3.1. Formacao dos DES

O estudo da formacao de DES iniciou-se utilizando vérias misturas de cloretos de
colina como HBA e &cidos organicos carboxilicos (Cs, Cio, C12) como HBD. Com estas
misturas ndo foi possivel obter um liquido transparente e homogéneo e consequente
formacgdo do DES a temperatura ambiente. Assim, com base na literatura (100), e tendo em
conta as caracteristicas da cinaropicrina, consideraram-se como HBA o0 [Ns444]Br e
[N4444]Cl, e dcido decandico como HBD (100). Uma vez que estas duas misturas levaram a
formacdo de um liquido transparente e homogéneo a temperatura ambiente, exploraram-se
outras combinagdes utilizando 6 &cidos carboxilicos (dcidos butandico, hexandico,
octandico, decanodico, dodecandico e tetradecandico) como HBD, e [Na444]Br e [Nua44]Cl
como HBA, em trés razoes molares (2:1, 1:1, 1:2) (Tabela 6). De entre os varios DES
formados verificou-se que a razdo molar HBD:HBA de 2:1 proporciona, em quase todas as

misturas, a formacdo de um DES liquido a temperatura ambiente.

3.1.1. Densidade e viscosidade dos DES puros

Os DES formados com o objetivo de substituir os solventes organicos na extracao da
cinaropicrina foram também caracterizados relativamente a sua densidade e viscosidade. A
variacdo destes parametros em fungdo da temperatura encontra-se representada nas Figuras
17 a 20. Analisando a Figura 17 e 18, € possivel verificar que a densidade diminui com o
aumento da temperatura para todos os DES. Por outro lado, mantendo a razao molar das
misturas a densidade aumenta com a diminui¢do da cadeia carbonada dos varios 4cidos
utilizados. Esta tendéncia encontra-se de acordo com um estudo anterior acerca da densidade
de varios 4cidos organicos em funcdo da temperatura, onde se registou uma relagdo linear
entre o aumento da densidade e a diminui¢do da cadeia carbonada dos dcidos orginicos
(115). Apesar dos valores de densidade dos vérios DES analisados ndo apresentarem
diferencas significativas, as diferencas observadas podem ser explicadas com base na
variacdo de densidade dos dcidos carboxilicos usados como HBD, ja que o HBA foi mantido
([N4444]Br e [Na444]Cl). De facto, embora estes dcidos tenham densidades préximas, verifica-
se amesma tendéncia de variagdo, sendo o dcido butandico o que apresenta maior densidade,

cerca de 959,50 kg.m3 (116).

43



1.05

Acido Butanéico: N4444Br (2:1) Acido Hexanéico: N4444Br (2:1)
1.03 Acido Octanéico: N4444Br (2:1) Acido Decanéico: N4444Br (2:1)

3
—_
=
2

Densidade (g-cm-
o o
e} Nel
3 O

g
o
o

<
Nel
@

0.91
20 30 40 50 60 70 80 90
Temperatura (°C)

Figura 17 - Densidade dos DES obtidos em func¢io da temperatura numa razdo molar de 2:1, utilizando como HBA
[N4444]Br e como HBD diferentes acidos carboxilicos.
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Figura 18 - Densidade dos DES obtidos em fungdo da temperatura numa razdo molar de 2:1, utilizando como HBA
[Na4444]Br e como HBD diferentes acidos carboxilicos.

Por outro lado, os DES apresentam valores significativamente mais elevados de
viscosidade do que a maioria dos solventes organicos e liquidos i6nicos (117). Analisando a
Figura 19 e 20, constata-se que a viscosidade dos DES diminui com temperatura e que a
medida que a cadeira carbonada do 4cido organico aumenta, a viscosidade também aumenta.
Esta tendéncia encontra-se de acordo com um estudo prévio de vérios parametros que afetam
a viscosidade, onde se constatou que esta € influenciada pelo tamanho da cadeia carbonada

dos acidos organicos (118).
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Figura 19 — Viscosidade dos DES obtidos em fungdo da temperatura numa razdo molar de 2:1, utilizando como HBA
[N4444]Br e como HBD diferentes acidos carboxilicos.
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Figura 20 — Viscosidade dos DES obtidos em fungdo da temperatura numa razdo molar de 2:1, utilizando como HBA
[Na4444]Br e como HBD diferentes acidos carboxilicos.

Como supramencionado, a transferéncia de massa é favorecida para solventes com
baixa viscosidade. Assim, comprovou-se a elevada viscosidade e densidade dos DES puros,
sugerindo que solugdes aquosas de DES podem ser mais promissoras. Os resultados
determinados para os DES estudados indicam que a utilizagdo de [N4444]Cl como HBA
conduz a solventes com menor viscosidade e densidade, sugerindo assim uma extracao mais
eficiente da cinaropicrina ao invés da utilizacao de [Na444]Br. No entanto, a utilizacdo de
solucdes aquosas de DES, na extracdo de cinaropicrina, prossupde uma diminui¢do da
viscosidade dos solventes, facilitando a transferéncia de massa. Como tal, neste trabalho,
foram utilizados DES puros com [N4444]Cl como HBA maioritariamente, e solucdes aquosas

de DES ([N4444]Cl:4cidos organicos de cadeia alifatica longa) na extragdo da cinaropicrina.
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3.1.2. Parametros Solvatocrémicos

A literatura disponivel sobre parametros solvatocréomicos de DES € muito reduzida,
sendo inexistente para os DES utilizados neste trabalho (Tabela 6). Assim, de forma a
aumentar o conhecimento sobre estes DES e retirar informacao relevante para a selecao dos
sistemas mais adequados para a extracdo da cinaropicrina, foram estudados os parametros
solvatocromicos de alguns DES utilizados neste trabalho, que se encontram apresentados na

Tabela 8.

Tabela 9 - Parametros solvatocrémicos Kamlet-Taft de alguns DES utilizados neste trabalho determinados a 25 °C.

Ac. Butanéico: [N4a44]Br (2:1) 3,49 0,89 0,89
Ac. Hexandico:[Naa44]Br (2:1) 3,48 0,90 0,87
Ac. Octanéico: [N4a44]Br (2:1) 3,49 0,94 0,83
Ac. Decandico:[Nas44]Br (2:1) 3,50 1,00 0,75
Ac. Hexanéixo: [N4aa4]CI (2:1) 3,46 1,03 0,78
Ac. Hexanéixo: [N3333]CI (2:1) 3,51 1,02 0,88
Ac. Hexanéixo: [N2222]CI (2:1) 3,44 0,96 0,83
Solucdo aquosa
(50 % agua 50 % DES) 3,51 0,93 0,85

Ac. Decan6ico:[Nusu]Cl (2:1)

Os DES estudados apresentam um valor de o muito elevado quando comparados com
outros solventes, como 0s solventes organicos e os liquidos i6nicos, descritos na Tabela 5.
Como supramencionado, o parametro o quantifica a capacidade de doar protdes em ligagcdes
por pontes de hidrogénio. Assim, como os DES analisados sdo constituidos por um acido
carboxilico como HBA (um forte dador de protdes), estes valores encontram-se dentro do
esperado. Esta observagdo foi confirmada, determinando os parametros solvatocrémicos dos
varios 4cidos carboxilicos (liquidos a temperatura ambiente) utilizados nas formulacdes dos

DES (Tabela 9).
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Tabela 10 - ParAmetros solvatocrémicos Kamlet-Taft dos dcidos carboxilicos e dgua utilizados nas vdrias formulac¢des
dos DES determinados a 25 °C. Valor de (a) adaptado de (110).

Acido butanéico 441 247  -043
Acido hexanéico 4,42 245 0,44
Acido octanéico 4,38 2,46 -0,48

Agua 1,17@ 0,13 1,28

O valor de p dos DES selecionados (Acidos carboxilicos:[Nasu4]Br na proporcio
molar de 2:1) aumenta com o aumento da cadeia carbonada dos 4cidos organicos utilizados.
No entanto, estes valores ndo apresentam variagdes significativas. No que respeita aos DES
constituidos por 4cido hexandico (HBD) e [N2222]Cl, [N3333]Cl e [Nasas]Cl (HBA), na
propor¢ao molar 2:1, o parametro 3 apresenta a tendéncia verificada anteriormente. Assim,
o valor de f aumenta com o aumento da cadeia alquilica dos DES estudados, sendo o DES
constituido por acido hexan6ixo:[Nua444]Cl o que apresenta maior capacidade de aceitar

protdes em ligacdes por pontes de hidrogénio.

O parametro =w* representa as interacdes nado especificas ido-corante,
polarizabilidade, interagdes dipolo-dipolo e dipolo-dipolo induzido. Analisando os valores
obtidos constata-se que o DES baseado em 4cido decandico e [Ns444]Br € o que apresenta
um menor valor de n*, o que se deve a sua cadeia alifitica longa. A determinacdo dos
parametros solvatocromicos da solu¢do aquosa de DES baseada em &cido decandico e
[N4444]Cl, com 50 % de agua, permitiu verificar que a utilizacdo de dgua nestes solventes

ndo interfere significativamente com os seus parametros.

Os resultados dos parametros solvatocréomicos de Kamlet-Taft para os DES
estudados indicam que a utilizag¢do de dcidos orgéanicos de cadeia alifatica longa como HBD
apresentam menor polaridade, sugerindo assim o seu uso na extracdo da cinaropicrina.
Assim, neste trabalho, foram utilizados DES com 4cidos organicos de cadeia alifatica longa

como HBD, e [N4444]Br e [N4444]Cl como HBA na extragdo da cinaropicrina.
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3.3. Extracao da cinaropicrina a partir das folhas do cardo

3.3.1. Caracterizacio do extrato lipofilico de C. cardunculus L. por GC-MS

Esta parte do trabalho iniciou-se com a caracterizacio do extrato obtido com extracdo
em Soxhlet com diclorometano da folha de C. cardunculus, que serve de referéncia para a
avaliacdo e otimizagcdo do processo de extracdo com DES. As duas extracdes Soxhlet
efetuadas permitiram obter rendimentos de extracao de 17,42 e 17,54 (m/m) %, valores

concordantes com a literatura para amostras da mesma regido: 17,3 (m/m) % (35,114).

A andlise por GC-MS, apds derivatizagdo dos extratos obtidos, permitiu a
identificacdo do composto de interesse neste trabalho, a cinaropicrina, assim como dos
demais extrataveis com diclorometano as condi¢des estudadas. Para tal, analisaram-se os
cromatogramas obtidos por GC-MS (Figura 21), comparando-os com resultados anteriores
do grupo de investigacdao (35,114). Assim e com base na caracterizagdo detalhada deste
extrato por Ramos et al. (35,114), em que a cinaropicrina foi inequivocamente identificada,
a andlise comparativa dos cromatogramas obtidos e dos respetivos espetros de massa dos
derivados TMS, com os dados da literatura (35,114), confirmou a presenga de cinaropicrina,

com um tempo de retencao de 51,30 min.
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Figura 21 - Cromatograma de GC-MS do extrato em diclorometano das folhas de C. cardunculus.
Sendo a cinaropicrina um éster, confirmou-se a sua estabilidade em solu¢do aquosa
(utilizadas na extracdo com DES), verificando que a intensidade do pico correspondente a
cinaropicrina nao sofre qualquer alteracdo, pelo que em principio o composto serd estivel

em solucdo aquosa nas condi¢des de temperatura e tempo usadas na extracao com DES.
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3.3.2. Caracterizacio do extrato lipofilico de C. cardunculus L. por HPLC-DAD
Embora quer o HPLC quer o GC-MS sejam usados na detecdo e quantificagdo da
cinaropicrina (35,62), considerando a natureza especifica dos DES, a anélise dos extratos
por GC-MS exigiria diversos passos de pré-purificacdo da amostra (essencialmente para
remog¢do do DES), o que ndo € necessdrio na andlise por HPLC. Por este motivo, o HPLC-
DAD foi selecionado como o método de quantificagdo de compostos bioativos extraidos
com DES, e tal como ja utilizado na literatura (91,106). De salientar que as amostras
resultantes da extracdo por Soxhlet foram também analisadas por HPLC-DAD (Figura 22).
O pico correspondente a cinaropicrina encontra-se destacado dos restantes, com um tempo

de retencdo de 27,62 min.
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Figura 22 - Cromatograma de HPLC-DAD do extrato resultante da extragdo por Soxhlet com diclorometano das folhas
do cardo.

3.3.3. Extracao da cinaropicrina com DES

Na extracdo de cinaropicrina com DES selecionaram-se varios acidos carboxilicos
como HBD e vdrios sais de am6nio quaternarios como HBA. As condi¢des iniciais de
extragdo da cinaropicrina com DES incluiram: um tempo de extracdo de 2 horas a 25 °C,
com uma Rsy. de 1:10 sob agitacdo constante de 1000 rpm. Os rendimentos de extracao
(massa de cinaropicrina/massa de biomassa seca) %, (Figura 23), foram determinados com

base na reta de calibracio para quantificacao da cinaropicrina descrita na Figura 16.
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Figura 23 - Rendimentos de extracdo de cinaropicrina com varios DES, nas seguintes condigdes de extracdo: Rsde 1:10;
2 horas e 25 °C.

Na Figura 23 verifica-se um aumento da eficiéncia de extracdo da cinaropicrina com
o aumento da cadeia alquilica do 4cido carboxilico do DES (HBD). Mantendo o HBA
([N4444]CI ou [N4444]Br), e variando a cadeia alquilica dos 4acidos carboxilicos, os DES
derivados do 4cido butandico e decandico (HBD) sdo os que exibem uma menor e maior
eficiéncia de extracdo, respetivamente. Esta observacdo encontra-se concordante com a
literatura (100). Dannie et al. (100) observaram que a efici€éncia de extracdo de dcidos gordos
voléteis aumenta com o aumento do comprimento da cadeia do HBA, do HBD ou de ambos
os componentes dos DES. Igualmente, neste trabalho, verifica-se uma diminui¢do da

eficiéncia de extracdo menor com a utilizacao de [N2222]Cl como HBA.

Analisando a Figura 23, verifica-se que a capacidade extrativa do solvente aumenta
significativamente, quando a proporcdo molar de HBD:HBA utilizada € 2:1, ao invés da
propor¢do molar 1:1. O aumento da eficiéncia de extracdo, utilizando uma propor¢do molar
de 2:1 de HBD:HBA, deve-se possivelmente a diminui¢do da viscosidade e da tensdo
superficial do solvente (106). Da literatura, foi também demonstrado que a propor¢do molar

de HBD:HBA do DES influencia a capacidade extrativa de compostos bioativos (90).

A viabilidade do processo de extracdo da cinaropicrina com DES foi avaliada
também realizando apenas a extragdo com os HBD constituintes dos DES utilizados. Assim,

selecionaram-se os 4cidos carboxilicos liquidos a 25 °C, nomeadamente os dcidos butandico,
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hexandico e octandico, comparando-se a efici€ncia de extracdo com os DES correspondentes

(Figura 24).
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Figura 24 - Rendimentos de extragdo de cinaropicrina com DES (Acidos carboxilicos: [N444]Cl) e com os HBD destes
solventes, nas seguintes condi¢des de extragdo: Rs de 1:10; 2 horas e 25 °C.

Verifica-se (Figura 24) que a eficiéncia de extragdo dos DES estudados € sempre
superior ao correspondente HBD, pelo que se espera que para o DES mais eficiente (mistura
de 4cido decandico:[N4444]Cl, na propor¢do de 2:1) se observe o mesmo fendmeno

relativamente ao HBD correspondente (ndo testado por ser s6lido a temperatura ambiente).

De forma a comparar os resultados da eficiéncia de extracdo com o DES que permitiu
obter uma melhor eficiéncia de extraco (Acido decandico:[Nus]Cl, na proporgdo molar de
2:1, Figura 23), esta foi comparada com a efici€éncia obtida com vdrios solventes organicos,
nomeadamente, o n-hexano, a acetona, o diclorometano e a 4gua nas mesmas condicdes de

extragdo (Figura 25).
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Figura 25 - Rendimentos de extragdo de cinaropicrina com DES e com solventes organicos e d4gua pura nas seguintes
condigdes de extracdo: Rsde 1:10; 2 horas e 25 °C.
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Verifica-se que apenas a extracdo com o diclorometano, nas mesmas condicdes de
extracdo com DES), permite obter uma efici€éncia de extracdo superior (4,52 (m/m) %) a
obtida com o melhor DES (2,84 (m/m) %), sendo que apesar de se perder em rendimento de

extracdo, por outro lado, recorre-se a utilizacdo de um solvente mais biocompativel.

3.3.3.1. Otimizacao das condicoes de extraciao da cinaropicrina com DES

A extracdo de cinaropicrina a partir do cardo com DES puros, nas condi¢des iniciais
de extragdo (Figura 23), permitiu uma eficiéncia de extracdo méaxima de 2,84 (m/m) %. Na
fase seguinte otimizaram-se as diferentes varidveis experimentais, nomeadamente o tempo
e temperatura de extragdo, a Rsp e a quantidade de 4dgua no DES. Estas condicdes
operacionais foram otimizadas utilizando o DES mais eficiente na extracdo da cinaropicrina

(Acido decan6ico:[N4444]Cl, na propor¢io molar 2:1).

Inicialmente estudou-se a influéncia da temperatura (Figura 26) sob a eficiéncia de

extracdo da cinaropicrina, mantendo as restantes condi¢des (Rsi.de 1:10; tempo de 2 horas).
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% Rendimento de Extragdo
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Temperatura de reagéio

Figura 26 - Rendimentos de extragdo da cinaropicrina com dcido decandico:[N4444]Cl, na propor¢ao molar 2:1, variando a
temperatura (25 °C, 35 °C e 45 °C).

Foi observada uma diminui¢do da eficiéncia de extracio com o aumento da
temperatura - Figura 26. O rendimento de extracio maximo obtido foi de 2,84 (m/m) % a 25
°C. Antoaneta et al. (119) estudaram a extracdo de lactonas sesquiterpénicas a partir de Inula
helenium L., verificando também uma reducdo dos rendimentos de extracdo de lactonas
sesquiterpénicas com o aumento da temperatura (25 °C, 45 °C e 65 °C). Os menores
rendimentos de extragdo a temperaturas mais elevadas podem ser explicados pela
possibilidade de degradacdo térmica dos compostos em estudo (119). A temperatura de 25

°C foi entdo a selecionada para os ensaios seguintes.
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De seguida foi avaliada a influéncia do tempo de extracdo (Figura 27), mantendo

constantes as restantes condi¢des de extracao.
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Figura 27 - Rendimentos de extragdo da cinaropicrina a partir do cardo com DES (4cido decandico:[Na444]Cl, na
proporg¢do molar 2:1), variando o tempo de extra¢do (30 min, 40 min, 50 min, 1 h, 2h, 5 h e 24 h).

Observa-se um aumento da eficiéncia de extracdo desde os 30 min até 1 hora,
atingindo um valor maximo de 3,13 (m/m) %. A partir de 1 hora, a eficiéncia de extracao
diminuiu gradualmente até as 24 horas. Esta tendéncia de passagem por um méximo na
eficiéncia de extracdo ao longo do tempo foi também verificada por vérios autores
(103,107,119), quer na extracio de diversos compostos bioativos a partir de fontes naturais
utilizando DES (103,107), quer na extracdo de lactonas sesquiterpénicas utilizando etanol
como solvente (119). Esta observacao pode ser explicada pela degradacdo dos compostos de
interesse provocada por uma exposi¢cao mais longa a ambientes quimicos desfavorédveis
(120). Assim, o decréscimo da eficiéncia com o tempo de extracdo deve-se possivelmente
as mesmas razdes que provocam o decréscimo do rendimento com a temperatura, sendo 1
hora o tempo de reacdo 6timo para a extragcdo da cinaropicrina a partir das folhas do cardo
com DES. Nos ensaios seguintes, o tempo de 1 hora foi selecionado, ao invés das 2 horas de

extracdo utilizadas inicialmente.

No processo de extracdo, a razao solido liquido Rs/i. € um parametro essencial uma
vez que uma elevada quantidade de solvente estd associada a processos complexos € com
maior desperdicio, e uma baixa quantidade de solvente pode levar a uma extragao incompleta
(106). As Rs1.estudadas variaram de 1:10 até 1:50 (m/m) (Figura 28), mantendo as restantes

condi¢Oes operacionais otimizadas anteriormente.
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Figura 28 - Rendimentos de extragdo da cinaropicrina a partir do cardo com DES (4cido decandico: [N4444]Cl, na
propor¢ao molar 2:1), variando a razdo sélido-liquido (1:10; 1:20; 1:30; 1:40 e 1:50).

De um modo geral, o aumento do volume de solvente leva a um aumento do
rendimento de extracdo do composto alvo (121), tal como verificado neste trabalho.
Analisando a Figura 28, observa-se um aumento da eficiéncia de extracdo de cinaropicrina
com o aumento da quantidade de solvente, atingindo um valor maximo de 5,05 (m/m) %.
No entanto, entre as Rsi.de 1:30 e 1:50, as diferencgas de eficiéncia de extracdo sdo menos
significativas. Considerando as quantidades de solvente utilizadas e os custos associados, €
que nas Rs. 1:30 e 1:50 os rendimentos de extracao obtidos sao muito préximos (4,84 e 5,05
(m/m) %), respetivamente, considera-se que a Rsy. de 1:30 € globalmente a mais adequada.
Wei et al. (88) também estudaram a eficiéncia de extracdo de compostos bioativos a partir
de Cajanus cajan com DES, e verificaram que as efici€ncias de extracao dos compostos alvo

aumentou com o aumento da razdo sélido-liquido (de 1:10 até 1:40).

A otimizagao do processo de extracdo visa a criacdo de processos mais econémicos
e ambientalmente benignos, mantendo a eficiéncia de extracao elevada. Neste contexto, e a
semelhancga do j4 observado com as solugdes aquosas de ILs (79), a utilizagdo de solugdes
aquosas de DES pode apresentar beneficios significativos, diminuindo a viscosidade do
solvente, e consequentemente diminuindo o custo da extracdo dos compostos alvo (106),
desde que sejam mantidos rendimentos de extragdo aceitdveis. Assim, estudou-se a
influéncia da percentagem de dgua (massa de dgua/massa de DES) no DES, na eficiéncia da
extracdo da cinaropicrina. A percentagem de dgua variou desde os 5 % até os 100 %,
mantendo as restantes condi¢des otimizadas anteriormente: temperatura de 25 °C, tempo de

extracdo de 1 hora, Rs/i.de 1:30. Os resultados obtidos estdo descritos na Figura 29.
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Figura 29 - Rendimentos de extracdo da cinaropicrina a partir do cardo com DES (4cido decanéico: [N4444]Cl, na
propor¢do molar 2:1), na Rs/de 1:30, variando a percentagem de dgua no DES (entre 0 e 100 %)

Observou-se um aumento da eficiéncia de extrag@o de cinaropicrina desde os 5 % até
os 70 % de agua no DES, atingindo um valor maximo de rendimento de extracdo de
cinaropicrina de 6,2 (m/m) %; a partir de 70 % de dgua no DES a eficiéncia de extracdo
diminuiu gradualmente (Figura 29). Este efeito serd provavelmente devido a diminui¢io da
viscosidade do solvente que permite uma melhor transferéncia de massa (105). Esta
tendéncia de variacdo da efici€éncia de extracdo de compostos bioativos, passando por um
méximo de quantidade de 4gua, ja foi verificada por varios autores (88,101,102,106). No
entanto, todos estes autores demonstraram uma eficiéncia maxima de extracao, ao utilizar
apenas 20 % ou 30 % de dgua no DES, ao invés dos 70 % obtidos neste trabalho. Este
resultado € bastante promissor tendo em conta que uma maior quantidade de dgua é favoravel

quer em termos de compatibilidade do solvente quer em termos econdmicos.

A otimizacgdo das condi¢des de extragdo permitiu obter uma eficiéncia maxima de
extragdo da cinaropicrina de 6,2 (m/m) % a partir das folhas do cardo utilizando DES. Esta
eficiéncia maxima foi atingida a 25 °C durante 1 hora de extracio, com a solu¢@o aquosa de
DES (4cido decandico: [N4444]Cl, na propor¢ao molar 2:1, com 70 % de dgua), numa Rs/.de
1:30. Assim, verifica-se que a extragdo de cinaropicrina com DES é um processo
economicamente rentdvel uma vez que uma temperatura proxima da ambiente e apenas 1
hora de extracdo permitem obter a eficiéncia maxima de extragdo. Ambientalmente, o

aumento da eficiéncia de extracdo com a utilizagc@o de solugdes aquosas de DES, aumenta a
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sustentabilidade do processo de extracdo. A utilizacdo destes solventes permitiu também
uma eficiéncia de extracdo de cinaropicrina superior a todos os solventes organicos
estudados, com a mesma técnica de extracdo. No entanto, a extracdo por Soxhlet com
diclorometano demonstrou uma capacidade extrativa superior aos DES (8,65 (m/m) %),

apresentando bastantes desvantagens associadas, enumeradas anteriormente.

3.3.3.2. Reutilizacao dos solventes e biomassa

Com o intuito de desenvolver métodos de extracdo mais sustentdveis estudou-se a
capacidade de reutilizar a mesma biomassa adicionando novas solu¢des de DES.
Realizaram-se 6 ciclos sucessivos de extragdo com solucdes aquosas de DES, nas condi¢des
operacionais de extracdo otimizadas anteriormente. Os resultados obtidos encontram-se

apresentados na Figura 30.
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Figura 30 - Rendimentos de extrac@o da cinaropicrina a partir do cardo com solugdes aquosas de DES (dcido
decandico:[N4444]Cl, na proporgdo molar 2:1, com 70 % de dgua), realizando 6 ciclos de extragdo sucessivos, com
reutilizac@o da biomassa.

Analisando a Figura 30, verifica-se que a cinaropicrina presente na amostra ndo €
totalmente extraida no primeiro passo, atingindo um rendimento médximo de 8,96 (m/m) %
apos 6 ciclos de extragdo. No entanto, apds o 3° ciclo, a quantidade de cinaropicrina extraida
passa a ser pouco significativa. De salientar que este valor maximo alcancado apds as 6
extracdes € mais elevado que o obtido por extragdo com Soxhlet com diclorometano obtido

neste trabalho (8,65 (m/m) %).
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A reutilizacdo do solvente de extragdo apresenta beneficios econdmicos e ambientais
significativos (122). Assim, estudou-se a capacidade de reutiliza¢do da solucdo aquosa de
DES, adicionando nova biomassa, a cada ciclo de extragdo (Figura 31). Neste ensaio,
realizaram-se 4 ciclos de sucessivos de extragdo, nas condi¢des otimizadas, nomeadamente

a Rspde 1:30, a uma temperatura de 25 °C durante 1 hora.
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Figura 31 - Rendimentos de extra¢@o da cinaropicrina a partir do cardo com solugdes aquosas de DES (dcido

decandico:[N4444]Cl, na proporgdo molar 2:1, com 70 % de dgua), realizando 4 ciclos de extra¢do sucessivos, com
reutilizagdo do solvente.

O aumento do ndmero de ciclos de extracdo com reutilizagao do solvente permitiu
um aumento da efici€éncia de extracdo, atingido no 4° ciclo, até 7,45 (m/m) % de
cinaropicrina. No entanto, o aumento do rendimento de extra¢do apds cada ciclo é pouco
significativo indicando que o solvente se encontra préximo da saturacdo. Este resultado é
concordante com vérios estudos (122,123) que demonstraram a capacidade de reutilizacao
do solvente, quer com DES (122) quer com liquidos i6nicos (123), ndo perdendo a eficiéncia

de extracgdo.

3.3.1.3. Recuperacio da cinaropicrina a partir das solu¢oes aquosas de DES

A recuperagdo de cinaropicrina extraida com solugdes aquosas de DES foi avaliada
utilizando 4gua como anti-solvente, tendo em consideragdo a baixa solubilidade da
cinaropicrina em dgua (1,75 g/ L de dgua a 20 °C) e o perfil de rendimento de extracdo em
funcdo da concentragdo de dgua em solucdes aquosas de DES (Figura 29). Para tal,
adicionaram-se volumes crescentes de dgua (5, 10, 15, 25 e 50 mL) a 0,5 mL de solucao
aquosa de DES apds o 4° ciclo de extragdo do ensaio anterior, de modo a induzir a

precipitacdo da cinaropicrina, e quantificando-se a sua quantidade residual em solucdo
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(mg/mL) e apds a precipitagdo como forma de determinar o rendimento de precipitagdo

(m/m). Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 10.

Tabela 11 - Concentragdo de cinaropicrina em mg por mL na solugdo aquosa de DES e cinaropicrina precipitada ((m/m)
%) ap6s a adicdo de diferentes volumes de dgua (5, 10, 15, 25 e 50 mL).

(mg/mL) (m/m) %
5mL 0,145 38,3
10 mL 0,183 48,3
15 mL 0,199 52,5
25 mL 0,249 65,7
50 mL 0,279 73,6

Para a quantificacdo da cinaropicrina precipitada recorreu-se numa primeira fase a
quantificacdo da cinaropicrina restante em solugdo apds a adi¢do de dgua (Tabela 10).
Observa-se um aumento da precipitacdo desta com o aumento do volume de &dgua
adicionado. Globalmente este processo permite recuperar entre até 73.6% da cinaropicrina

extraida com a solugdo aquosa de DES.

Ap6s a filtragdo da solug@o a qual se adicionaram 5 mL de 4gua, recuperou-se o
precipitado (Figura 32), que foi seco e quantificado gravimetricamente, observando-se que

o rendimento aumenta igualmente com o volume de 4gua adicionada.

1 PDA Multi 2 198am, 4nm)

"
5]
n >22.“2

min

Figura 32 - Precipitado obtido ap6s adi¢do de dgua e Cromatograma de HPLC-DAD do precipitado obtido apds
dissolucdo em metanol.

No entanto, a andlise por HPLC dos residuos sélidos obtidos apds dissolu¢do em
metanol, permitiu observar que estes extratos apresentam ainda uma composicao
relativamente complexa (Figura 32) evidenciando a co-precipitagdo de outros componentes

da amostra, e em que a cinaropicrina representa apenas cerca de 10 % em massa.
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Assim numa préxima etapas etapa serd fundamental avaliar a natureza dos restantes
compostos presentes neste precipitado e, a partir dai, considerando a elevada recuperacio da
cinaropicrina avaliar a potencial utiliza¢do do extrato como tal, por exemplo em aplicagdes
nutracéuticas ou necessario desenvolver estratégias que permitam obter a cinaropicrina com

niveis elevados de pureza.
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4. Conclusao e Trabalho futuro
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Neste trabalho, avaliou-se a utilizacdo de DES como solventes alternativos na
extragdo de biomoléculas de elevado valor comercial a partir de biomassa, nomeadamente a
cinaropicrina a partir das folhas do cardo cultivado. As propriedades fisicas e quimicas
destes solventes foram primeiramente avaliadas, visando o conhecimento das suas
caracteristicas e a otimizacao da eficiéncia de extracdo. Os resultados obtidos indicam que o
tamanho da cadeia alifatica do 4cido organico utilizado como HBD no DES influencia a
eficiéncia de extragdo. Assim, a utilizac¢ao de 4dcidos organicos de cadeia alifdtica longa como
HBD permitem a obtencao de efici€éncias de extracdo de cinaropicrina superiores, uma vez
que apresentam uma menor polaridade. Dada a complexidade de combina¢des de HBD:HBA
na formacdo de DES, verificou-se que a combinacdo de dcido decandico: [N4444]Cl foi a mais
seletiva e eficiente para a extracdo de cinaropicrina. Além disso, a utilizacao de solucdes
aquosas de DES permitiu uma extragao mais eficiente da cinaropicrina que os DES puros e
solventes organicos tradicionais. Foi também avaliada a reutilizacdo do solvente e da
biomassa visando o desenvolvimento de processos de extragdo mais sustentdveis. Nas
condi¢des otimizadas alcancou-se um rendimento de extragdo da cinaropicrina de 8,96
(m/m) %, que € superior ao obtido com solventes organicos voldteis nas mesmas condicoes.
Também se avaliou a recuperacio da cinaropicrina por adicdo de dgua as solucdes aquosas
de DES, permitindo um rendimento de recuperacdo de 73,6 (m/m) %. Em suma, os DES
apresentam-se como uma alternativa interessante aos solventes organicos na extracido de

cinaropicrina a partir das folhas do cardo.

Como perspetiva futura, sendo a cinaropicrina um composto bioativo de alto valor
comercial, torna-se essencial o desenvolvimento do método de recuperagao e purificagio do
composto a uma escala piloto até a escala industrial. Por outro lado, apesar de os extratos
obtidos se terem mostrado complexos, os restantes componentes presentes podem nao ser
impeditivos da sua utilizacdo em aplicacdes nutracéuticas, ou serem até benéficos (124),
permitindo a utilizacdo direta daqueles extratos neste tipo de aplicagdes, pelo que esta
abordagem deve ser objeto de estudo, no que concerne a avaliacio da atividade

bioldgica/propriedades nutricionais destes extratos.

Finalmente, e tento em conta a referida complexidade dos extratos obtidos serd
igualmente fundamental desenvolver abordagens que permitam aumentar a seletividade de

extracdo do processo desenvolvido, ou estratégias de purificagdo dos extratos.
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