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RESUMO

Neste trabalho procedeu-se ao estudo da macroalga Codium tomentosum,
efetuando-se extra¢des por métodos convencionais € ndo convencionais. A extracao
em Soxhlet, foi realizada com trés solventes distintos hexano, etanol e metanol,
obtendo-se um rendimento superior utilizando o metanol, de 42,62 %. Dentro dos
métodos ndo convencionais, foi realizada a extragédo supercritica com CO; a 400 bar e
60°C, obtendo-se um rendimento de 1,88 % e a 550 bar a 60°C obtendo-se um
rendimento de 0,62 %. Efetuou-se também dois ensaios similares aos anteriores, mas
com uma adicdo de um co-solvente (etanol a 10 %), verificando-se que ndo existe
diferenca significativa no rendimento da extragdo supercritica. A extracdo com liquido
pressurizado, PLE, com etanol foi efetuada a 200 bar, 40°C e com um caudal de 1L/min,
obtendo-se um rendimento de 8,75 %. Extragbes preliminares com micro-ondas, MAE,
foram igualmente efetuados tendo-se obtido rendimentos superiores aos das outras
técnicas ndo convencionais.

Avaliou-se a atividade antioxidante dos diversos extratos obtidos através de trés
métodos, DPPH, radical ABTS e poder de reducéo do ferro, verificando-se que os dois
primeiros métodos ndo sdo reprodutiveis e incoerentes para as amostras em estudo.
Determinou-se ainda, o teor de polifendis e flavonoides dos diversos extratos,
verificando-se que existe uma maior quantidade de polifendis na extracdo supercritica
com etanol a 400 bar e 40°C e uma maior quantidade de flavonoides na extracdo por
PLE. O MAE apresentou valores, para estes dois Ultimos parametros, coerentes e
reprodutiveis.

ApOGs a andlise destes resultados, optou-se pela técnica de extragdo por micro-
ondas, aplicando-se um desenho experimental, utilizando uma Metodologia de
Superficie de Resposta para sistematizar os estudos a efetuar a analise
simultaneamente do rendimento e flavonoides obtidos em cada ensaio. Um
delineamento fatorial fracionario, FFD, seguido por um delineamento composto central,
CCD, permitiu determinar as melhores condi¢des experimentais para o MAE, otimizando
simultaneamente o maior rendimento e quantidade de flavonoides nas condi¢fes
estudadas para a macroalga. Finalmente, extratos selecionados em diferentes
condicbes de extracdo foram testados em macds para analisar a sua atividade, quanto
a sua capacidade de inibir a oxidacdo das mesmas, nomeadamente através da medida

do seu indice de escurecimento.

Palavras-chave: Codium tomentosum, macroalgas, extracdo por micro-ondas,

polifendis e flavonoides, metodologia de superficie de resposta, fluidos supercriticos.



ABSTRACT

In this work, we proceeded to the study of Codium tomentosum macroalgae,
extracting by conventional and non-conventional methods. Soxhlet extraction was
performed with three distinct solvents: hexane, ethanol and methanol, acquiring a higher
yielding using 4,62 % methanol. Within non-conventional methods, supercritical fluid
extraction with CO, were carried out at 400 bar and 60°C and at 550 bar and 60°C, being
the yield obtained 1,88 and 0,62 %, respectively. Two similar tests were also performed,
but with the addition of a co-solvent (10 % ethanol), and no significant difference was
detected in the yield of supercritical extraction. Extraction with pressurized, PLE, liquid
with ethanol was carried out at 200 bar, 40 °C and a flow rate of 1 L / min, yielding 8,75
%. Preliminary extractions with microwave, MAE, were also carried out and higher yields
were obtained than other unconventional techniques. The antioxidant activity of the
various extracts was evaluated, by three methods: DPPH, ABTS radical and iron
reducing power. It was found the first two methods were not reproducible and
inconsistent for the samples under study. It was also determined the polyphenols and
flavonoids content of the various extracts, which led to the conclusion that there is a
higher content of polyphenols in the supercritical ethanol extraction at 400 bar and 40°C
and a higher amount of flavonoids in PLE extraction. The MAE exhibit coherent and

reproducible values for these last two parameters.

Analyzing these results, microwave extraction technique, was chosen to apply an
experimental design. This design used a Response Surface Methodology to systematize
the studies and perform a simultaneous analysis of yield and flavonoids obtained in each
assay. A fractional factorial design, FFD, followed by a central composite design, CCD,
allowed to determine the best experimental conditions for MAE, while optimizing the

highest yield and content of flavonoids under studied conditions for the macroalgae.

Finally, extracts selected under different extraction conditions were tested on apples,

for their ability to inhibit their oxidation, by measuring their browning index.

Key-words: Codium tomentosum, macroalgae, microwave extraction, polyphenols

and flavonoids, response surface methodology, supercritical fluids.
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1. OBJETIVO

O presente trabalho, tem como objetivo valorizar os extratos da alga Codium
Tomentosum, nomeadamente:

e Estudar métodos de extragcdo, convencionais e ndo convencionais, no
que se refere a tecnologias designadas mais verdes;

e Determinar o rendimento dos diversos tipos de extragao;

e Caracterizar os extratos obtidos referente ao seu poder antioxidante,
quantificacdo em polifendis e flavonoides;

e Avaliar os diferentes parametros na extracdo em micro-ondas,

recorrendo a uma ferramenta de desenho experimental.



2. INTRODUCAO

2.1 Algas

Mundialmente existe um crescimento de interesse no desenvolvimento e
comercializacdo de produtos funcionais com base em algas, sendo que nos ultimos anos
a sua importancia econémica e nutricional tem vindo a aumentar de uma forma
significativa. As algas marinhas, sdo um recurso natural renovavel e hoje em dia sédo
utilizadas para diversos fins, como por exemplo, diretamente na alimentacao, cosmética,

fertilizantes e extracdo de compostos com atividade antiviral [1], [2], [3].

Das fontes marinhas, as algas sdo espécies de enorme interesse e em
desenvolvimento. Sao organismos fotossintéticos e podem ser caracterizadas de
diferentes formas, organismos unicelulares microscépicos designados por microalgas e
organismos multicelulares de grande dimensdo designados por macroalgas. As
macroalgas marinhas, sdo organismos semelhantes a plantas que geralmente se ligam

a rochas ou outros substratos rigidos em areas costeiras [4], [5].

As algas agrupam-se em trés categorias, dois reinos e trés filos sendo estes
constituidos pelas algas vermelhas e verdes pertencentes ao reino Plantae e aos filos
Chlorophyta e Rhodophyta respetivamente, e pelas algas castanhas pertencentes ao

reino Plantae, ao filo Phaeophyta e a classe Phaeophyceae [6].

Em Portugal podem ser encontradas cerca de 250 espécies de algas vermelhas
(Rhodophyta), 100 espécies de algas castanhas (Phaeophyta) e 60 espécies de algas
verdes (Chlorophyta). Dependendo do tipo de alga, extraem-se compostos com
diferentes propriedades, por exemplo, as algas vermelhas séo ricas em galactanas (ex:
estrutura de uma galactana na figura 1), como o agar e carragenina. Nas algas
castanhas séo extraidos compostos como os polissacarideos, que podem ser utilizados

como antioxidantes na inddstria alimentar [7], [8], [9].

Figura 1 - Estrutura quimica geral de uma galactana.



As algas marinhas sobrevivem em ambientes bastante complexos e com niveis de
salinidade elevados, em ambientes que sofram grandes variac@es de temperatura e em
ambientes que tenham défice de nutrientes, pois as algas produzem uma grande
variedade de metabolitos secundarios, biologicamente ativos que ndo podem ser

encontrados noutros organismos [4].

As algas marinhas quando se encontram em habitats de 4guas baixas podem ser
expostas a uma combinacéo de luz ultravioleta e ar que conduz a formagéo de radicais
livres e outras espécies reativas de oxigénio (ROS). Contudo, apesar das algas sofrerem
de tal exposicdo, as algas saudaveis ndo sofrem danos oxidativos nos seus
componentes estruturais e resistem a oxidagdo durante o seu armazenamento, que
indicam a presenca de sistemas protetores da defesa antioxidante presentes nas suas
células. Ao ser doado um electrdo os antioxidantes neutralizam os radicais livres e por
consequéncia oxidam biomoléculas conduzindo a morte celular e danos nos tecidos
celulares. Por tais razdes a pesquisa de antioxidantes naturais das algas tem vindo a
aumentar ao longo dos anos, tendo como objetivo encontrar compostos que possam
neutralizar o0s processos de oxidacdo, induzidos por radicais livres e
consequentemente,diminuindo a incidéncia de doencas humanas diretamente

relacionadas a esses processos [10].

As algas contém componentes tais como, fibras, proteinas, minerais, vitaminas, e
acidos gordos polinsaturados. Todas as algas, contém também, uma elevada
quantidade de macrominerais (Ca, Mg, Na, P e K) e elementos vestigiais (Zn, |, Mn). E
de salientar que as algas marinhas séo constituidas geralmente, por Na, K, Ca, Fe e Mg
em gquantidades significativas, até 15-25% do seu peco seco, sendo por isso uma das
principais fontes de calcio e fosforo. Uma das vantagens deste tipo de algas, é
apresentarem uma razao Na/K baixa, o que faz com que ao ingerir-se como alimento, a

hipertensao seja reduzida [11], [12].

Como ja referido, as algas marinhas sdo uma fonte bastante rica e vantajosa a nivel
da saude, mas ndo s, também oferecem uma vasta gama de sabores, fragancia e
texturas. A sua versatilidade como alimento permite o seu consumo de diversas formas,
frescas, secas, em conserva, cozidas ou como um componente numa vasta variedade

de outros produtos [8], [13].

As algas contém na sua constituicdo carotenoides, apresentando estas funcdes
bastante importantes, como suplementos alimentares, nutracéuticos, farmacéuticos e
cosmética. A sua presenca nas algas pode originar compostos volateis resultantes, da

clivagem oxidativa dos carotenoides, que podem significar o desenvolvimento das algas



e as suas funcdes como agentes antifiingicos. Os principais carotenoides presentes nas
algas verdes sdo o [(-caroteno, luteina, neoxantina, violaxantina e zeaxantina, nas
vermelhas séo a e B-caroteno, zeaxantina e luteina e nas algas castanhas, (3-caroteno,

fucoxantina e violaxantina [4], [14].

Contudo, como a maioria das floras, os seus teores de nutrientes séo afetados por
fatores externos, tais como a localizacdo geografica e ambiental, condicbes de
amostragem, temperatura da 4gua, salinidade, intensidade da luz, ou a combinacéo de
todos estes fatores [11], [15].

O valor nutricional de cada alga é dependente de diversas carateristicas, como a

sua forma, toxicidade e tamanho [16].

2.2 Codium tomentosum

De todos os grupos de algas, as algas verdes encontram-se nas mais diversificadas
existindo mais de 17000 espécies. Geralmente vivem em habitats de agua doce, mas
também surgem em outros habitats como, casca de arvores, neve fundida e, sobre
outros organismos, como por exemplo no interior do pélo dos ursos polares. Estas algas
podem ser classificadas em unicelulares ou multicelulares, e as suas formas de maiores
dimensdes sdo marinhas, como o género da Codium, que pode atingir entre 25 a 30 cm
de comprimento. A coloracdo verde destas algas, devem-se ao facto de apresentarem

para além dos carotenoides, clorofilas a e b em propor¢des similares [17].

Um dos géneros mais comuns e difundidos de algas marinhas no mundo é o Codium
Stackhouse (Chlorophyta, Bryopsidales, Codiaceae) existindo cerca de 100 espécies
em habitats rochosos ou arenosos em aguas temperadas. E de importancia extrema,
salientar que a espécie tipo (holétipo) deste género é a Codium tomentosum, onde a

sua classificagdo taxonomica se encontra na tabela seguinte [17].

Tabela 1 — Classificagdo taxondémica da Codium tomentosum [19].

Reino Plantae
Filo Chlorophyta
Ordem Bryopsidales
Familia Codiaceae
Género Codium
Espécie Codium tomentosum



s

A Codium tomentosum enguadra-se nas macroalgas marinhas verdes e é
caracterizada por ser verde escura e possuir um talo ou fronde (parte ereta de uma
macroalga) constituido por uma estrutura dicotdbmica muito ramificada, cujas
ramificacdes sao finas e cilindricas com 8 a 10 milimetros de diametro. As suas frondas
séo solidas e esponjosas cobertas com pelos incolores visiveis quando se encontram
dentro de agua. O talo desta espécie € constituido por células cenociticas

multinucleadas de dimensdes consideraveis [18],[20].

Em Portugal, este género pode também ser conhecido por chordo do mar e pode
ser confundido com o Codium fragile, sendo esta uma espécie invasora. No entanto
estas diferem em alguns aspetos, tais como o facto dos utriculos da Codium fragile
serem mucronados (terminam em ponta aguda e direita), enquanto, que os da Codium

tomentosum apresenta uma fronde mais fina de pontas arredondadas [20].

Figura 2 - Exemplo de uma Codium tomentosum [21].

Fatores ambientais como, a temperatura, intensidade da luz e salinidade s&o
fundamentais para o crescimento vegetativo e reproducéo da Codium tomentosum. Por
exemplo, com base na Codium fragile ssp. tomentosoides, conclui-se que o talo n&o
cresce a temperaturas inferiores a 6°C e ndo sobrevive a temperaturas superiores a
33°C [22],[23].

A espécie em estudo possui um alto contetdo das proteinas lectinas, conferindo
alguns beneficios tal como a capacidade anti-inflamatéria. E utilizada em medicina,
farmacologia, alimentacdo humana e cosmética. Uma das razdes desta alga ser
utilizada em cosméticos, nomeadamente cremes hidratantes, esfoliantes, cremes anti-

envelhecimento, é possuir uma quantidade significativa de &cido glucurénico, cuja



funcao € regular a distribuicdo de agua na pele, protegendo-a dos efeitos adversos de

um ambiente excessivamente seco [22],[25].

A Codium tomentosum é originaria do nordeste do Oceano Atlantico e a sua
distribuicao geografica vai desde as ilhas britanicas até ao sul dos Acores e Cabo Verde,
encontrando-se também ao longo das costas de Africa. Em Portugal é comum encontrar
esta espécie ao longo de todo o litoral. Relativamente ao habitat desta espécie, ela pode
ser encontrada em locais abrigados ou expostos, no horizonte superior do patamar
infralitoral e no horizonte inferior do patamar médio litoral. Anualmente séo recolhidas
cerca de 4 milhdes de toneladas de alga a nivel mundial, a fim de serem realizados
diversos estudos envolvendo a espécie em estudo. As algas séo renovaveis mas finitas,
portanto € de extrema relevancia que o seu cultivo ou uma exploracdo ordenada seja

realizada para as comunidades costeiras [26].

2.3 Métodos de extracao

A obtencgdo dos extratos pode ser efetuada com recurso a vérias tecnologias de
extracdo. A obtencdo das diferentes substancias obtidas tais como um éleo essencial,
6leo resina ou 0 mais comum designado como extrato, depende e sao influenciados por
diversos fatores, tais como, a tecnologia de extracdo, o tipo de solvente, matriz da

planta, presséo, temperatura e tempo, entre outros [27],[30].

Os métodos de extracdo podem ser classificados em dois grupos, os métodos
convencionais e nao convencionais. Os convencionais tém como base o poder de
extracdo solventes usados e na utilizacdo de calor e agitacdo, como por exemplo a
extracdo em Soxhlet, j& os ndo convencionais sdo mais recentes e tém sido
desenvolvidos nos ultimos anos. Os métodos ndo convencionais tém diversas
vantagens face aos outros, tais como, utilizacao reduzida de solventes organicos e por
consequéncia sao menos prejudiciais para o0 meio ambiente, menor tempo de operacao
e resultados comparaveis ao rendimento e qualidade do extrato. Exemplos destes
métodos sdo a extracdo com fluidos supercriticos, extracdo supercritica com CO- e

extragdo por micro-ondas [30], [31].

2.3.1 Extracdo em Soxhlet

Este tipo de extracdo tem sido bastante utilizado para extrair compostos bioativos a

partir de diversas fontes naturais e atualmente, é utilizada como técnica de referéncia



face a novas alternativas de extracdo. De uma forma genérica a técnica inicia-se
colocando uma pequena quantidade de amostra seca num cartucho, sendo este
posteriormente colocado num extrator de Soxhlet. Este, é conectado a um baldo que
contém o solvente a ser utilizado no processo. Apds atingir um nivel, obrigando a
solucgéo a transbordar, via siféo, a solugéo que se encontra dentro do cartucho volta ao

baldo de destilagéo, reiniciando todo o procedimento [27].

s

Uma vantagem bastante relevante da extracdo deste tipo, € ser um processo
semi-continuo, isto €, consoante a solugcdo saturada em metabolitos solubilizados é
descarregada no baldo, o solvente é novamente condensado e efetua a extracdo do
material de forma continua. Como geralmente todos os métodos apresentam algumas
desvantagens, este ndo é excecdo, como o extrato é aquecido repetidamente até atingir
o ponto de ebulicdo do solvente utilizado, isso pode danificar os compostos termolabeis

e/ou originar a sua degradacao [30].

Condensador

Céamara de extracio

[~ Extrator de Soxhlet

Valvula de saida
Baldo de fundo redondo

Figura 3 — Esquema geral da técnica de extracdo em Soxhlet [32].

2.3.2 Extracdo Supercritica com CO»

A extracdo supercritica com CO, (ESC), tem como objetivo a separacdo de
substancias solUveis de uma matriz solida, através do contato com um solvente que se
encontra acima de um determinado valor de presséo e temperatura, designado por
ponto critico. O ponto critico de qualquer substancia pura define-se pelo valor de
temperatura e pressao a partir do qual a substancia deixa de existir em equilibrio liquido-
vapor. Acima do ponto critico a substancia ndo apresenta qualquer diferenca entre o
estado liquido e o gasoso, denominando-se assim como fluido homogéneo, também

designado por fluido supercritico [30].



Os fluidos supercriticos (FSC’S) apresentam a particularidade de se comportarem
como um meio compressivel perto do ponto critico, 0 que conduz a que pequenas
alteracbes na pressédo originem significativas alteracdes na densidade. Estes fluidos
possuem caracteristicas tanto similares as de um gas como as de um liquido, tais como
boa compressibilidade, alta difusividade, baixa viscosidade referente aos gases, e baixa

tensao superficial e densidade comparavel com as dos liquidos [27], [29].

As propriedades que caracterizam os FSC’S, fazem com que estes sejam
considerados solventes eficientes e seletivos. Apresentam uma capacidade de
dissolucdo equiparado a um solvente organico liquido e as propriedades de transporte
de um gés, conduz a tempos de retencdo menores e melhores rendimentos,
favorecendo assim a extracdo [31]. Assim, a utilizagcado dos FSC’S apresenta inUmeras
vantagens, a sua maioria encontra-se com um bom grau de pureza e a baixo custo, ndo
sdo téxicos nem inflamaveis, sdo facilmente recuperados e apresentam uma boa

seletividade no processo de extracdo [33].

Existem varias substincias que podem ser utilizadas como FSC’S,
nomeadamente etano, butano, propano, pentano, 6xido nitroso, amoniaco, agua e
dioxido de carbono. A utilizagdo do didxido de carbono como fluido supercritico tem
vindo a aumentar nos ultimos anos devido as suas vantagens, destacando-se o facto da
extracdo supercritica poder ocorrer a baixas temperaturas garantindo, a conservagao

térmica dos compostos [30], [33].

A maior utilizacdo do CO; deve-se ao facto deste ser um solvente inerte, de baixo
custo, ndo apresentar toxicidade nem inflamabilidade, facilmente disponivel e reciclavel
para usos posteriores. Aliadas a essas vantagens, existe o facto dos seus valores de

temperatura e pressao critica serem relativamente baixos (T. = 31,1°C e P, = 72,8 atm),



0 que permite uma extracdo de compostos termolabeis com menor risco de degradacao
[34], [35].
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Figura 4 - Diagrama de fases do COz, para identificac&o do ponto critico. [36]

Devido ao seu comportamento nao polar, o CO; é o composto mais adequado
para a extracdo de compostos lipofilicos e substancias ndo polares. Apresenta baixa
afinidade para com compostos polares, sendo possivel contornar este valor mais baixo
de solubilidade adicionando um co-solvente (tipicamente até 10%), nomeadamente

agua, etanol ou metanol, acetato de etilo e acetona [37].

A utilizacdo de co-solventes tem como vantagens, melhorar a eficiéncia da
extracdo, aumentando a produtividade e alterando a seletividade do processo. Estes,
podem modificar determinadas caracteristicas da mistura de solventes (CO;, e co-

solvente), como por exemplo, a polaridade [38].

2.3.3 Extracado Liquida Pressurizada

A extracdo liquida pressurizada (PLE) tem como principio, a utilizacdo de
solventes, de modo a possibilitar extracées a altas pressdes e temperaturas, sempre

abaixo dos seus pontos criticos, de forma, a que o estado liquido seja mantido durante



todo o processo de extracdo. Uma maior temperatura permite que a amostra seja mais
soltvel e atinja uma taxa de difusdo mais alta, enquanto que uma pressao elevada
mantém o solvente abaixo do seu ponto de ebulicdo [39],[40].

O desenvolvimento deste método envolve a otimizacao de diferentes fatores que
podem influenciar o processo de extracdo para cada amostra em particular. A
temperatura é um dos fatores importantes, teoricamente temperaturas altas poderiam
fornecer melhores resultados em termos de rendimentos. Contudo, ao ser realizada a
compostos bioativos, este fator tem de ser analisado, uma vez que para compostos
bioativos termolébeis, pode ter impacto negativo através da sua degradacao [40].

O PLE é utilizado na extracao de diversos compostos de matrizes vegetais como
0 seu Oleo vegetal, utilizado ou ainda na extracdo de componentes minoritarios nas
matrizes, como por exemplo, fendis, carotenoides, esterdis e fosfolipidos, devido a
poderem ser extraidos a temperaturas mais elevadas [40].

Relativamente aos solventes os mais utilizados neste tipo de extracdo séo
etanol, agua ou uma mistura de ambos. Outros mais prejudiciais sendo toxicos e nocivos
podem ser também utlizados, como por exemplo diclorometano [40].

Os métodos convencionais utilizam grandes quantidades de solventes organicos
téxicos, envolvem grandes tempos de extracdo e possuem baixas seletividades.
Contrariamente, o PLE utiliza quantidades de solvente menores e é realizada em
tempos mais curtos [40],[41].

Existem diversas vantagens na utilizacdo deste método, tais como, 0
melhoramento do rendimento da extracdo, menor tempo de extragdo e por
consequéncia menor consumo de solvente, facilidade na utilizacdo de misturas de
solvente proporcionando uma melhor qualidade de extracdo. Uma das desvantagens
deste método é ser necessario obter pressdes elevadas, o que faz com que seja
essencial a utilizacdo de equipamento adequado, como bombas de alta presséo para

manusear o solvente, fazendo com que o processo fiqgue mais dispendioso [40].

2.3.4 Extracdo por micro-ondas

Ao longo do tempo, diversos métodos de extracdo tém vindo a ser
desenvolvidos, de modo a que se consiga extrair componentes bioativos de produtos,
incluindo algumas técnicas inovadoras, como a extracdo assistida por micro-ondas

(MAE), extracao por ultrassom, entre outros [42].
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A extracao assistida por micro-ondas (MAE) é um método relativamente recente,
que tem recebido atencdo crescente como um método alternativo. O principio do
aquecimento durante a irradiacdo da micro-onda é baseado no efeito direto das micro-
ondas em moléculas pela conducéo iénica e pela rotacao do dipolo [43].

Este processo utiliza a energia de micro-ondas para aquecer a partir do interior
da matriz vegetal e os solventes em contato de modo, a se extrair o0s componentes
naturais da planta. Uma extracao tipicamente assistida por micro-ondas é concluida em
poucos minutos com maior rendimento e menor consumo de solvente [43].

A extracdo por micro-ondas, € um método mais verde e mais eficaz,
comparativamente a outras técnicas recentes. Apresenta varias vantagens, tais como,
reducdo do tempo de extracdo, melhor eficiéncia a nivel de energia, o que por
consequéncia melhora a extragdo e a natureza favordvel ao meio ambiente e
geralmente aumenta a pureza do extrato. Outras importantes vantagens deste método
face a Hidrodestilagdo e Soxhlet, é o facto de provocar menores alteracdes quimicas de
componentes vegetais originais, como rearranjo, desidratacdo e isomerizacdo e a

utilizacdo de menor quantidades de solvente [42], [43], [44].

O uso de solventes polares numa primeira etapa do processo pode ser uma
desvantagem deste método, uma vez que 0s compostos de matriz polar sdo co-
extraidos, o que poderd interferir durante as seguintes etapas analiticas. Ou seja,
quando se pretende analisar compostos ndo polares por vezes € necessario, outra
extragdo utilizando solventes apolares, permitindo um melhor fracionamento e
separacao de familias de compostos. Além disso, os processos de arrefecimento e
filtracdo que sao necessarios apos a fase de extracdo em caso de processos em vasos
fechados, tornando-os mais morosos. Outra das desvantagens deste método é o
equipamento que se utiliza ser dispendioso, 0 que acaba por condicionar a escolha de

utilizacdo deste método [43], [44].

Na extracdo de compostos de uma matriz assistida por micro-ondas, a poténcia
do equipamento, o tempo de extracdo, a natureza do solvente, a razao entre sélido e
solvente e a condigdo da matriz vegetal sdo importantes fatores que influenciam a

eficiéncia do processo [43].

2.4 Quantificacdo e caracterizacao dos extratos

A caraterizacéo a nivel dos seus constituintes elementares das matrizes é um fator
a ser considerado que pode ser efetuado recorrendo a sua andlise elementar,

nomeadamente na composicdo total em termos de azoto, N, carbono,C, hidrogénio,H,
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oxigénio, O, e enxofre, S. Simultaneamente, a quantidade de clorofilas é igualmente

importante nas macroalgas marinhas verdes, sendo por isso um parametro a quantificar.

Por outro lado, as macroalgas ndo apresentam danos oxidativos na sua
componente estrutural e apresentam grande estabilidade a oxidagdo durante o
armazenamento, o que se pode dar devido ao facto das suas células apresentarem
defesa antioxidante. [10] A atividade antioxidante abrange a capacidade de um
composto em inibir, retardar e prevenir a oxidacdo de materiais oxidaveis através da
eliminacao de radicais livres, reduzindo assim o stress oxidativo. Este ocorre quando as
espécies reativas de oxigénio (ROS) se encontram em excesso, podendo oxidar e
danificar a membrana lipidica, proteinas e DNA, conduzindo a sua alteragcédo, podendo
inibir a sua fungcdo. Assim sendo, os antioxidantes podem proteger o corpo humano

contra danos causados por ROS. [10], [45]

2.4.1 Determinacdo das clorofilas aeb

Existem trés principais classes naturais de pigmentos, sendo as clorofilas a classe
mais relevante, pois estas sdo o pigmento responsavel pela fotossintese, processo que

converte energia luminosa em energia quimica [46].

Em 1818, Pelletier e Caventou propuseram o nome clorofila derivado das palavras
gregas que significam verdes (chloros) e folha (phyllon). Os pigmentos fotossintéticos
presentes e a sua existéncia em abundéancia variam de acordo com a espécie. As
clorofilas s&o os pigmentos naturais mais abundantes presentes nas plantas e ocorrem

nos cloroplastos das folhas e em outros tecidos vegetais [47], [48].

Todas as plantas verdes apresentam na sua constituicdo, clorofila a e b, sendo que
em plantas superiores a clorofila a é o principal pigmento, sendo utilizada para realizar
0 primeiro estagio do processo fotossintético e a clorofila b um pigmento acessorio,
presente em algas verdes e algumas bactérias. As diferencas apresentadas na cor do
vegetal devem-se a presenca e distribuicdo variavel de outros pigmentos associados,
como por exemplo os carotenoides, que acompanham sempre as clorofilas [46].

A clorofila a e b diferem em apenas um atomo de uma cadeia lateral no terceiro
carbono, estando na clorofila o terceiro carbono ligado a um grupo metilo, enquanto que
na clorofila b encontra-se ligado a um grupo aldeido, tal como se pode verificar na figura
5. [46], [47].
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Clorofila a ®=
Clorofila b ®= /JLH

CHy

Figura 5 — Estrutura quimica da clorofila a e da clorofila b [47].

O carater hidrofilico e hidrofébico de uma substéncia influencia de maneira
significativa a escolha de qual solvente a utilizar na extracdo. Os solventes polares mais
eficazes para a extracéo das clorofilas séo a acetona, o metanol, o etanol e o acetato
de etilo. Ja, os solventes apolares com menor eficicia, sdo o hexano e o éter de petréleo
[47].

2.4.2 Método do Radical Livre DPPH

Este método consiste numa reagdo de doacao de electrdes ou hidrogénios de uma
determinada amostra com potencial antioxidantes, na presenca de um radical livre
estavel de DPPHe. Deste modo, o efeito dos antioxidantes presentes na amaostra,
possibilitam a neutralizacdo do DPPH+ para DPPH-H, ocorrendo uma alteragéo da cor
inicial, violeta, para amarelo, o que acontece devido a diminuicdo do valor da
absorvancia ao longo do tempo, geralmente 40 minutos. Quanto maior for o decréscimo

do valor de absorvancia, maior o poder antioxidante da amostra [49].

Uma das formas da atividade antioxidante ser representada € a determinacéo do
ICs0. Ou seja, determinar a concentracdo da quantidade necessaria de antioxidante de
modo a que se consiga inibir os radicais livres de DPPH em 50%. A percentagem de

inibicdo é calculada através da expressao abaixo apresentada [50].
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controlo ~— Aamostra

A
%inibicdo = ( ) X 100

Acontrolo

Onde,
Acontrolo = Absorvancia medida do DPPH ¢ em metanol
Agmostra = Absorvancia medida do DPPH ¢ na amostra em estudo

A atividade antioxidante da amostra aumenta, quanto menor for o valor de ICsyo, isto
€, sera necessaria uma quantidade inferior da mesma, de modo a inibir 50% da

concentracao de radicais livres de DPPH+ em solucgéo [51].

Este método apresenta varias vantagens, como ser de facil execucdo, a
possibilidade de avaliar diversas amostras em simultédneo, diminuindo assim o tempo de
ensaio e a possibilidade de realizacdo de ensaios com baixas concentragdes. Existem
também algumas desvantagens, como as moléculas de DPPHe+ serem volumosas,

dificultando o acesso ao radical [52].

2.4.3 Método radical Catido ABTS*

Tal como ja referido, o método do DPPH é o mais utilizado para a anélise da
atividade antioxidante de produtos naturais. No entanto, devido a alguns problemas na
sua aplicacao, utiliza-se um método alternativo baseado na eliminacéo do catido radical

ABTS.+, um centro radical de azoto moderadamente estavel [53].

Este método avalia a capacidade que 0s extratos, potencialmente antioxidantes,

apresentam de modo a que, o catido radical ABTS* seja eliminado na fase aquosa [54].

Através da reacdo de oxidacao do ABTS com persulfato de potassio, € formado o
radical de ABTSe+ € este € reduzido na presenca de antioxidantes que doam
hidrogénios. Este composto pode ser encontrado ou na forma sdlida ou como cristais,

apresentando uma cor esverdeada [55].

A determinagdo do poder antioxidante e o ICsp através deste método é similar ao
método do DPPH, onde se utiliza a mesma equacao (equacao 1) para a determinagéo
do ICs0 [55]
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E um método mais versatil que o DPPH, pois permite analisar amostras polares
e nao polares, e para além disso, é possivel monitorizar a atividade da amostra ao longo
de um determinado periodo de tempo [53].

As condicbes de armazenamento, o pH, o tempo de conversdao do ABTS.-,
temperatura utilizada no ensaio e o agente oxidante utilizado, sdo diversos fatores que

podem afetar de forma significativa o0 método mencionado [52].

2.4.4 Método do Poder de Reducédo do ido Fe3*

O aumento da absorvéancia de uma determinada mistura reacional, influencia o
aumento do poder de reducdo de um composto, devido a presenca de determinados

antioxidantes e redutores, como por exemplo, o 4cido ascorbico [56].

Neste método os extratos atuam como doadores de electrées, em que o ido Fe3* é
reduzido a ido Fe?*, transformando a solucdo amarelada do composto que continha o
ido férrico, numa solucdo azul ou esverdeada, dependendo da capacidade de cada
extrato [57].

z

Este meétodo € simples, pouco dispendioso e apresenta boa precisdo e
reprodutibilidade [58].

2.4.5 Determinacdo do teor em polifendis

Os polifendis sdo uma das familias principais de metabolitos secundarios, presente
nas plantas. Este tipo de familia inclui diversos nimeros de compostos, variando entre
compostos de estrutura simples a compostos com estruturas altamente polimerizadas
[59], [60].

Estes possuem um ou mais anéis aromaticos com grupos hidroxilo e estédo
associados ao crescimento e reproducdo da planta. Os polifenéis também tém como
funcdo oferecer resisténcia a agentes patogénicos e parasitas, e proteger a planta da
radiacao Ultravioleta [35].

O método utilizado para determinacdo dos polifendis, é o Folin-Ciocalteu, onde a
reacdo forma um croméforo azul constituido por um complexo de fésfomolibdénio, cuja
absorcdo maxima dos cromoforos depende da solugéo alcalina e da concentracdo dos

compostos fendlicos. Este reagente apresenta uma desvantagem, decompde-se em
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soluc@es alcalinas rapidamente, o que faz com que seja necessario utilizar um excesso

de reagente de modo, a que se consiga obter uma reacao completa [61].

2.4.6 Determinacdo do teor em flavonoides

Os flavonoides sdo compostos caraterizados pela sua estrutura C6-C3-C6 em que
um anel heterociclico piranico (C) une dois anéis fendlicos (A e B), tal como se pode
verificar na figura 6. As modificagdes estruturais do anel central C estdo na origem das
diferentes familias de compostos. Os flavonoides pertencem ao grupo de polifenéis que
inclui os flavondis, as flavanonas, as flavonas, os flavandis, as antocianinas e as

isoflavonas [62].

Figura 6 — Estrutura basica de um flavonoide [62].

Atualmente estdo identificadas mais de 4000 variedades de flavonoides, em que
a maioria é responsavel pelas cores das flores, folhas e frutas. Estes apresentam para
além de propriedades antioxidantes, outras propriedades a nivel da salde como, anti-

inflamatdrias, anticancerigenos e anti-hipertensivos [63].

2.5 Escurecimento enziméatico

O escurecimento que ocorre geralmente em frutas, € resultado de oxidacdes
enzimaticas. Na degradacédo oxidativa dos compostos fendlicos existem duas enzimas
que sao de extrema importancia em termos de qualidade alimentar que conduzem a
producéo de produtos acastanhados, a polifenol oxidase (PPO) e a polifenol peroxidase
(POD) [64], [65].
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Os compostos fendlicos, amplamente distribuidos no reino Plantae sé&o
considerados como metabolitos secundéarios. Estruturalmente contém um anel
aromatico com um ou mais grupos hidroxilos, juntamente com outros substitutos. A
composicao fendlica de frutas e hortalicas varia de acordo com alguns fatores, tais
como, a espécie, cultivo, grau de amadurecimento e condicbes ambientais de

desenvolvimento e de armazenamento [66].

Métodos diversos tém sido estudados para inibir o escurecimento enzimatico, um
deles é a selecdo de variedades que contenham baixas concentracdes de substratos
para essas reacdes, sendo esta medida demorada e dispendiosa. Ou seja, 0 controlo
[66].

O SO; é dos agentes quimicos o mais eficiente no controlo do escurecimento
enzimatico, tendo como vantagem o facto de ser pouco dispendioso. Outro composto
bastante utilizado é o acido ascorbico, que é utilizado a temperaturas baixas, contudo,
este acaba por ser destruido ao longo de todo o processo, mas é bastante util em
produtos minimamente processados que apresentem uma elevada taxa de
escurecimento [67].

Varios compostos quimicos tém sido estudados para utilizagcdo no combate ao
escurecimento enzimatico, mas na maioria ttm como grande desvantagem o facto de
serem tOxicos [66].

Outro fator bastante importante na inibicdo do escurecimento enzimético € a
temperatura, ou seja, a realizacdo de tratamentos térmicos € um método bastante
utilizado. No entanto este método se for de uma natureza drastica apresenta como
desvantagem, alteragBes da textura do produto, prejudicando assim a sua qualidade
[64].

2.6 Desenho Experimental (DOE)

O desenho experimental (DOE) é uma técnica que possibilita estimar os efeitos
das diversas condicdes operacionais, homeadamente fatores, nos resultados do
processo, nomeadamente respostas. Ou seja, para um determinado sistema,
especificamente extracdo em micro-ondas é possivel identificar os principais fatores do
processo [68], [69].

O método designado convencional consegue identificar os efeitos de um

determinado fator, mantendo os restantes constantes [69].

17



O DOE apresenta como vantagem significativa, o facto de existir a possibilidade
de alteracdo simultanea de fatores distintos, reduzindo assim o nimero de ensaios
experimentais necessarios. Ou seja, o0 método convencional apesar de ser um método
simplificado requer um vasto nimero de ensaios, desvantagem esta face ao desenho
experimental [69].

O planeamento e andlise de experiéncias devem seguir alguns passos, tais como:
1) identificar e definir o problema, escolher os fatores e niveis e selecionar a variavel-
resposta; 2) escolher o plano experimental; 3) realizar a experiéncia; 4) analisar
estatisticamente os resultados; e 5) elaborar conclusdes ou recomendacoes.

Os requisitos mais importantes para o planeamento duma experiéncia podem ser
descritos como: evitar 0s erros sistematicos ou enviesamentos; minimizar 0s erros
aleatdrios; ser possivel estimar a extensdo dos erros aleatdrios; os resultados devem
ser 0 mais preciso possivel e deve-se utilizar a estrutura especial dos dados através do
ajuste de fatores. Em suma, os trés principios basicos do desenho experimental sdo: a
replicacdo (estimacdo do erro aleatdrio), a aleatorizacdo (reducdo dos erros
sistematicos durante a experiéncia e para caucionar a relativa independéncia das
observacdes e dos erros) e a utilizacdo de blocos (técnica destinada a reduzir ou
eliminar a variabilidade introduzida por fatores que podem influenciar a experiéncia mas
que ndo interessam e/ou nao foram explicitamente incluidos durante o planeamento).

Existe uma relacdo estreita entre 0 desenho experimental e a posterior analise
dos resultados da experiéncia, uma vez que o0 seu objetivo é tornar a analise e
interpretacdo dos resultados simples e clara. A técnica estatistica associada a esta

analise é designada por Andlise de Variancia (ANOVA).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Amostra

A amostra em estudo, Codium tomentosum, foi previamente recolhida nas praias
da zona Oeste, mais concretamente na zona de Peniche. Apds a sua recolha, foi seca,
moida e congelada a -80°C até ser utilizada. A sua andlise elementar e caraterizagéo
foi efetuada no LAIST.

3.1.1 Determinacdo do teor de humidade

Foram realizados ensaios em trés dias consecutivos, de forma a determinar a
percentagem de humidade presente na amostra em estudo, considerando a importancia
deste pardmetro para os processos de extracdo, nomeadamente com fluidos
supercriticos, como o diéxido de carbono. Os experimentos, foram realizados com base
na balanca térmica, Kern MRS 120-3, sendo o teor de humidade determinado no
equipamento por diferenca de pesagens no tempo estabelecido até massa constante
final. Inicialmente pesou-se cerca de 2 gramas de amostra, observou-se o teor de
humidade e colocou-se a secar na estufa de um dia para o outro, juntamente com a
amostra armazenada em frascos. O procedimento repetiu-se, voltando-se a pesar cerca
de 2 gramas de amostra, viu-se o teor de humidade e voltou-se a secar na estufa, com

0 intuito de secar o maximo possivel a amostra, para futuras extracdes.

3.1.2 Determinacdo das clorofilas ae b

A determinacéo das clorofilas a e b, foram realizadas com base no procedimento

apresentado [5]:

Pesou-se 1 g de amostra;
Juntaram-se 50 mL de acetona com a amostra pesada, dentro de um erlenmeyr;

Colou-se o erlenmeyr sob maceracgéo, durante 24 horas a 5,0 £ 0,5 °C no escuro;

A\ e

Centrifugou-se os extratos a 2000 rpm durante 5 minutos.

Leu-se o sobrenadante no espectrofotdmetro (evolu¢cdo Thermo de Nicolet, 300) em

662 nm para a clorofila a e 646 nm para a clorofila b.
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3.2 Extracdo da Codium tomentosum

No decorrer deste trabalho utlizaram-se diversos métodos de extracao,

convencionais e ndo convencionais, para posterior caraterizacao.

3.2.1 Extracdo em Soxhlet

A obtencédo do extrato da alga Codium tomentosum em Soxhlet, foi realizada,
utilizando trés solventes, nomeadamente, metanol (Sigma Aldrich 99,8 % - retificado),
etanol (Panreac 99,5 %) e hexano (Analar Normapur 99,3 % - retificado).

Inicialmente, procedeu-se ao enchimento do cartucho de celulose com
aproximadamente 8 g de amostra, utilizando 200 mL de solvente durante um periodo de
3 horas, na instalacé@o apresentada na figura 7.

Apds o procedimento inicial, o baldo foi colocado num rota-vapor (BUCHI
Rotavapor, R-205) e numa linha de vacuo, de forma a garantir a total evaporacédo do
solvente, e posterior obtencdo dos extratos, sendo que por diferenca de massas é

possivel o calculo dos rendimentos.

Figura 7 - Montagem laboratorial da extracdo em Soxhlet.
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3.2.2 Extracdo Supercritica com CO,

Os ensaios de extracdo supercritica foram realizados no equipamento, Applied
Separations Spe-ed SFE, que se encontra representado através das figuras 8 e 9,

abaixo apresentadas.

Figura 8 - Equipamento utilizado para extragdo supercritica com COsz.

Co-solvent
pump system

&>
D

Figura 9 - Esquema representativo do equipamento de Extracéo Supercritica (Legenda: C — Compressor;
P — Bomba; E — Extrator; S — Separador; BP — Regulador de Pressao; PT — Manometro; Tl — indicador de

temperatura; MM — Vélvula Micrométrica; MV — Caudalimetro; Tot — Totalizador) [71].

Inicialmente foram ligados o equipamento e os compressores e foram impostas

as condi¢des de temperatura pretendidas.

O funcionamento do sistema ocorre em trés fases distintas:
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e 12 Fase — Compressao do gas (CO,)

Nesta fase inicial, existe compressdo do CO,, através de um compressor auxiliar
(Jun-Air, modelo OF302), forgando um aumento de pressao até 7 bares, aumento este
que ativa o compressor (C) da Applied Separations, modelo Spe-ed SFE. Este
compressor sO funciona com valores de pressdo acima de 7 bar e tem como funcao,

comprimir o gés até a presséo de funcionamento desejada.

e 22 Fase — Aquecimento

O CO; comprimido anteriormente segue para o extrator (E) (Applied Separations,
modelo Spe-ed SFE), de modo a ser aquecido até ao valor de temperatura pretendida.
A amostra em estudo foi previamente introduzida na célula, que se encontra no interior

do forno.

e 32 Fase — Extracdo Supercritica

Apés a estabilizagdo das condi¢Bes criticas de funcionamento (pressao e
temperatura), o CO; percorre a célula que contém a amostra, solubilizando-a, e sendo
esta recolhida pela valvula micrométrica (MM). A saida e recolha da amostra é realizada
através do separador (S), que atua como filtro (Applied Separations, modelo Spe-ed
SFE phase extraction. Posteriormente o CO; é conduzido para o caudalimetro (MV) e
para o medidor de gas (Alicat Scientific, modelo M-5SLPM-D), onde € realizada a

medi¢do do caudal instantédneo e volume total de CO..

Inicialmente colocou-se a la de propileno numa das extremidades do vaso
extrator, encheu-se o vaso com cerca de 8 gramas da amostra em estudo seca e de
seguida colocou-se novamente 1a de propileno na outra extremidade. A |& de propileno
tem como fungdo impedir o arrastamento de particulas solidas para o sistema durante

0 ensaio e, por fim, o vaso foi introduzido no interior do forno.

Posteriormente, deixou-se estabilizar o sistema durante 30 minutos, de forma a
garantir a estabilidade térmica do mesmo. Iniciou-se o ensaio com a abertura da valvula
micrométrica (MM), variando o caudal de CO; e foram realizados distintos ensaios, onde
se registou o volume total de CO,, o tempo decorrido de cada ensaio e a massa
recolhida. Os extratos foram recolhidos num tubo em U, a pressdo atmosférica e a uma

temperatura controlada através de um banho de gelo.
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3.2.3 Extracdo Supercritica com CO, e etanol

O procedimento deste método é similar ao método anteriormente descrito, mas
para além do gas, utiliza-se também um solvente, nomeadamente etanol. Este,
designado por co-solvente, € bombeado por uma bomba, P, tal como demonstra a figura

8, circulando o co-solvente da bomba para o extrator.

A recolha da amostra é feita através da passagem de um tubo em U, para um

baldo, sendo esta posteriormente seca hum rota-vapor e huma linha de vacuo.

3.2.4 Extracao liguida pressurizada (PLE)

s

Este método é considerado uma juncdo dos dois métodos descritos acima,
sendo que neste, foi utilizado o equipamento do método de extracdo supercritica, mas
utilizando exclusivamente uma bomba, P, para introduzir uma quantidade de solvente

pressurizado no sistema, tendo-se utilizado cerca de 4 gramas de amostra.

Assim, é utilizada a bomba de etanol, sendo nesta, onde se impde as condi¢cdes
operatdrias, neste caso, caudal e pressdo, sendo a Ultima controlada através da valvula
milimétrica. Em cada ensaio, recolheu-se o volume de extrato num tubo em U, onde a
temperatura é controlada através de um banho de gelo e, posteriormente este foi
recolhido para um baléo. De modo a ser obtido extrato seco, cada baldo foi levado ao

rota-vapor e linha de vacuo, para posterior caraterizagédo dos extratos obtidos.

3.2.5 Extracdo por micro-ondas

Os estudos foram divididos em duas partes, considerando que apds 0s primeiros
ensaios com as diferentes técnicas se optou, pela tecnologia do MAE (figura 10) para
aprofundar a influéncia da mesma, no rendimento dos extratos e sua caracterizacéo.

Assim, na primeira parte realizou-se ensaios preliminares para comparar e
avaliar a técnica com as outras anteriormente testadas. Posteriormente, e apds a
decisdo de se utilizar o MAE como técnica experimental de preferéncia, utilizou-se a
ferramenta de desenho experimental (DOE), Design Expert 10, para otimizacdo do
processo.

Na primeira parte dos ensaios, pesou-se aproximadamente entre 2 a 4 gramas
da amostra em estudo. Utilizou-se solventes como, metanol, etanol e uma mistura etanol

agua, fazendo variar a razdo etanol-agua. Realizaram-se diversos ensaios preliminares,
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com um volume de 20 mL de solvente, uma poténcia de 100 Watt, uma temperatura de
80°C e um tempo de 3 minutos.

Apoés cada ensaio, fez-se uma filtracdo da mistura amostra-solvente saida do
micro-ondas para um baldo. Para finalizar o baléo, foi seco hum rota-vapor e posterior
linha de vacuo, de modo a se obter extrato seco, para posterior caraterizacdo e
determinagé&o do rendimento [72].

Na segunda parte de desenvolvimento do processo, utilizou-se a ferramenta de
desenho experimental (DOE) designado Design Expert 10, em duas etapas de
otimizacdo. Estes ensaios e tabelas sdo descritos em detalhe no capitulo 4.7, de uma

forma mais global.

Figura 10 - Micro-ondas utilizado para extracéo.
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3.3 OQuantificacdo e Caracterizacdo dos extratos da Codium

tomentosum

3.3.1 Método do Radical Livre DPPH

A determinacéo da atividade antioxidante, foi efetuada com base no descrito na
literatura, ap0s algumas alteragdes, recorrendo ao leitor de microplaca (BioTek Synergy
2) [73].

Preparou-se uma solucdo de DPPH (Sigma Aldrich) em 50 mL de metanol. Em
seguida, pipetaram-se 30 uL de cada amostra, juntamente com 270 uL de DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil, 4mM), para uma microplaca NUNC-96. O branco foi constituido
por 300 uL de solvente, nomeadamente metanol e o controle negativo, constituido por
30 uL de cada amostra, juntamente com 270 pyL de metanol. A mistura reacional foi
incubada sem exposicéo a luz durante 40 min, 1 h e 2h, a temperatura ambiente, tendo

sido lida a absorvancia posteriormente a 515 nm.

Foi utilizada solucdo de trolox (Sigma Aldrich 98 %) para uma gama de
concentracdes entre 20 e 120 ug/mL, como antioxidante de referéncia para a realizagao

da curva de calibracdo e analise de sensibilidade do método.

3.3.2 Método radical Catido ABTS*

Preparou-se uma solucdo de persulfato de potassio (K:0sS2, Acros Organics
99 %) 2,5 mM em 25 mL de &gua destilada. Posteriormente, a partir da solucéo
preparada inicialmente, preparou-se uma nova solu¢ao de 10 mL de ABTS 2,2’-azino-
bis(3-etilbenzenotiazolina-6-sulfénico) 7,4 mM. A solucdo preparada foi mantida a
temperatura ambiente, sem exposicdo a luz, durante 16 horas, com intuito de obter o
radical catido ABTS* e em seguida procedeu-se a andlise do poder antioxidante sendo
esta efetuada em microplaca. Apds incubacgéo da solu¢do de ABTS, procederam-se a
vérias diluicdes em metanol, de forma a obter uma absorvancia (lida a 734 nm) igual a
unidade [53].

No ensaio, pipetaram-se 20 yL de cada amostra de diferentes concentracgdes,
para cada poco. Posteriormente pipetaram-se 280 uL da solugdo de ABTS, cuja diluigao
anteriormente efetuada foi semelhante a unidade e procedeu-se a sua leitura, a 734 nm.

E de salientar que foram também efetuadas medidas ao branco e ao controlo, sendo o
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primeiro constituido por 300 yL de metanol, e o segundo por 280 uL de ABTS e 20 uL

de metanol.

A semelhanca do método de DPPH, foi utilizada uma solucéo de Trolox (para
uma gama de concentracdes de 15 a 180 ug/mL), como antioxidante de referéncia para
a realizacdo da curva de calibragdo e analise de sensibilidade deste método. A
realizacdo do método descrito permitiu a determinagéo do ICso, que foi expresso em
concentragao (mg/mL).

3.3.3 Método do Poder de Reducéo do ido Fe3*

O poder de reducdo do Ferro das amostras, foi determinado com base na
literatura, apos algumas alteragbes, em microplaca. As amostras com diversas
concentracdes foram dissolvidas em metanol e, recorreu-se ao seguinte procedimento:
[74]

1. Pipetaram-se 110 puL de branco, constituido apenas por solvente,
nomeadamente metanol,

2. Pipetaram-se 25 uL de cada amostra, efetuando-se quadruplicados de cada
amostra;

Adicionaram-se 25 pL de tampéao fosfato (200mM e pH=6,6);

4. Pipetaram-se 25 yL de ferrocianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s], Merck, 1 %
(WIV);

5. Deixou-se em repouso na estufa a 50 °C, durante 20 minutos;

6. Colocaram-se 25 pL de acido tricloroacético 10 % (w/v);

7. Adicionaram-se 10 pL de solucao de cloreto de ferro (l11), 0,1 % (w/v);

8. Efetuou-se a leitura a 690 nm.

O solvente utilizado como branco, diversificava consoante 0 método de extracao
utilizado. Inicialmente utilizou-se metanol, posteriormente, etanol ou uma mistura etanol-

agua.

E de salientar, que foram efetuadas medidas ao controlo, que é constituido pelo
solvente, metanol, e os restantes solventes mencionados anteriormente no decorrer do

procedimento. Foi utilizada uma solucdo de trolox (para uma gama de concentracdes de
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20 a 200 pg/mL) para a realizagao da curva de calibragdo, desta forma, os resultados

foram expressos em micromoles de TEAC por grama de extrato.

3.3.4 Determinacdo do teor de polifendis

A determinacdo do teor de polifendis foi feita através do método de Folin-
Ciocalteu, ap6s algumas alteragées. E de salientar que previamente foi preparada uma
solucéo de Folin 2N, diluida em &gua destilada, 1:10 v/v, e posteriormente recorreu-se

ao seguinte procedimento [73], [75]:

1. Pipetaram-se 300 uL de branco, constituido apenas por metanol, ou etanol, ou
etanol-agua

2. Pipetaram-se 30 pyL de cada amostra, efetuando-se quadruplicados de cada
concentracdo de amostra;
Colocaram-se 150 uL de reagente Folin-Ciocalteu;
Deixou-se em repouso durante 4 minutos;
Adicionaram-se 120 uL de solucdo de carbonato de sddio (previamente
preparado, 75 g/L);

6. Colocou-se na estufa a 40 °C, durante 30 minutos;

7. Efetuou-se a leitura a 765 nm.

Utilizou-se uma solucdo de acido galico (Sigma Aldrich, 97,5-102,5%) para a
realizacdo da curva de calibracdo (entre 0 e 55 ug), desta forma, os resultados foram

expressos em equivalentes de acido galico.

3.3.5 Determinacao do teor em flavonoides

Através do método de cloreto de aluminio, apés este sofrer algumas alteracoes,

determinou-se o teor de flavonoides, de acordo com o procedimento seguinte [75]:

1. Pipetaram-se 240 pL de branco, constituido apenas por solvente,
nomeadamente metanol, etanol ou etanol-agua;

2. Pipetaram-se 25 pL de cada amostra constituida por diferentes
concentracoes. Efetuou-se triplicados de cada concentracao.

3. Colocaram-se 100 uL de agua destilada;
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4. Adicionaram-se 7,5 uL de uma solugdo de NaNO; (preparado previamente 5
% w/V);

5. Deixar em repouso durante 5 minutos a temperatura ambiente;

6. Colocaram-se 7,5 pL de solucao de AICI; (Merck-Schuchardt 97 %), 10 % em
etanol (m/v).

7. Deixar em repouso durante 5 minutos a temperatura ambiente;

8. Adicionaram-se 100 uL de NaOH;

9. Deixar em repouso durante 10 minutos a temperatura ambiente;

10. Efetuar a leitura a 415 nm.

Utilizou-se uma solugéo de catequina, para uma gama de concentragdes entre O
e 300 ug/mL, para a realizagao da curva de calibragcdo. Sendo assim, os resultados

foram expressos em equivalentes de catequina.

3.3.6 Determinacéo do indice de escurecimento

Triturou-se a macga e colocou-se duas a trés fatias da mesma em cada solugéo
previamente preparada. Estas foram pulverizadas com as solu¢des preparadas relativas
aos extratos da Codium Tomentosum. Foram registadas as alteracdes de cor com
recurso a um colorimetro (Konica Minolta CR-400), efetuando-se 10 leituras para cada
amostra, apds 15 e 30 min. E de salientar que também se efetuou medidas ao controlo,

referente as fatias de mag¢a mergulhadas em uma solugéo de agua [76].

Para se conseguir avaliar todos os parametros colorimétricos das amostras,
recorreu-se ao sistema CIELAB, sendo registados os valores de a*, b* e L*, valores
estes utilizados posteriormente no calculo do indice de escurecimento (Bl), através das

seguintes equacodes: [77], [78].

_ (x—031) Eq. 2
I = o7z 100
(a+1,75 x L) Eq. 3

X = 5645 XL +a— 3,012 x b)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo da amostra

Foi efetuada a caracterizacdo da alga recorrendo a sua analise elementar,
nomeadamente na composicdo em termos de azoto, N, carbono,C, hidrogénio,H,

oxigénio, O, e enxofre, S.

Esta caracterizacdo € apresentada na Tabela 2 e refere-se & amostra inicial
analisada em duplicado, A e B, a um extrato obtido com etanol em micro-ondas, para
se ter uma ideia em termos de composic¢ao elementar da variagdo dos mesmo na matriz
antes de uma extracao e apos a mesma. Verifica-se, no residuo (Ao), um decréscimo no
azoto (15,4%), carbono (13%) e hidrogénio (11,5%) total da amostra ap0s a extracdo
indicando o tipo de compostos preferencialmente extraidos. Por outro lado, compostos
oxigenados sdo menos extraidos pois no mesmo residuo, existe um incremento de 6,1%
em oxigénio. Finalmente, nos compostos contendo enxofre ndo se deteta variacdo
significativa, encontrando-se, no entanto, os seus valores abaixo do limite de

quantificacdo do método.

Tabela 2 — Caracterizagdo da Codium tomentosum.

Rendimento % (de Mscg, R ou E)
Designacdo Amostras % de M N C H (@) S
Codium
A 100, 0 2,93 24,15 381 6761 <2
tomentosum
Codium
B 100, 0 3,0 24,82 390 66,78 <2
tomentosum
Residuo
Ao Etanol (micro- 86,99 2,48 21,30 341 71,31 <2
ondas)

4.2 Humidade da Codium tomentosum

O teor de humidade da amostra em estudo encontra-se na seguinte tabela, onde
se verifica a massa de amostra pesada em trés dias consecutivos e, o respetivo teor de

humidade.
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Tabela 3 - Percentagem de humidade da Codium tomentosum.

1°dia 2°dia 3°dia

Minicial (9) 2,13 2,20 2,29
Msinal () 1,90 2,11 2,24
% humidade 10,99 4,23 2,31

Verifica-se que a percentagem de humidade reduziu significativamente, o que é

importante para os métodos de extracdo a utilizar e para posterior as extracdes nao

interferindo, no processo, devido ao fato de a amostra nao ter sido corretamente seca.

4.3 Determinacado das clorofilas aeb

As concentracdes das clorofilas a e b, sdo determinadas através das seguintes

expressoes, onde as concentracdes do pigmento sdo expressas em solugédo de extrato

pg/mL [79].

Ca(ng/mL) = 11,24 Ago1,6 — 2,04 Agaag

Cp(ug/mL) = 20,13 Agaag — 419 Ass1,6

Eq. 4

Eq. 5

Com base nas absorvancias lidas e nas expressdes supra indicadas,

determinou-se as concentracfes para cada clorofila e as suas respetivas médias,

resultados estes apresentados na tabela seguinte.

Tabela 4 - Resultados referentes aos ensaios para a clorofila a e b na matriz inicial.

A A C
(nm) (m?mol?)  (pg/mL)
Clorofilaa Ensaio 1 662 0,823 8,381
Ensaio 2 662 0,856 8,712
Clorofilab  Ensaio 1 646 0,426 5,127
Ensaio 2 646 0,446 5,391

Média
(ng/mg)

426,9 +9,8

262,7+£49,1
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Verifica-se que existe uma presenca maior de clorofila a, do que b. facto este o

esperado, pois a clorofila a, existe em maior abundancia do que a b, devido a ser o

principal componente da fotossintese.

Comparando os resultados obtidos, a um estudo também utilizando a Codium

Tomentosum, mas aplicando 50 mL de acetona por cada grama, onde foram utilizadas

equacdes semelhantes as supra indicadas, conclui-se que a quantidade de clorofila b é

em geral, aproximadamente metade que a quantidade de clorofila a [80].

4.4 Obtencdo do extrato da Codium tomentosum através dos

métodos convencionais

44.1 Extracdo em Soxhlet

A obtencao dos extratos da amostra em estudo, foi realizada através do método

de extracdo em Soxhlet, utilizando trés diferentes solventes, hexano, etanol e metanol.

Os rendimentos obtidos estdo apresentados na tabela seguinte.

Tabela 5 — Resultados obtidos da Extracdo em Soxhlet.

Solventes Massa Rendimento
Extraida (g) (%)
Hexano 0,088 1,10
Etanol 1,085 13,53
Metanol 3,425 42,62

Através da tabela 5, verifica-se que a extracdo é bastante mais eficiente utilizando

0 metanol como solvente, aspeto que também se verifica na extracdo realizada em

micro-ondas quando se utiliza o metanol como solvente. Contudo, e atendendo ao

objetivo do trabalho da procura de tecnologias mais verdes para a obtencéo de extratos,

este solvente foi s6 utilizado pontualmente, para comparacgao.
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45 Obtencdo do extrato da Codium tomentosum através dos

métodos ndo convencionais

45.1 Extracdo Supercritica com CO»

Efetuaram-se diversos ensaios, medindo-se a quantidade de massa extraida e
0 volume de CO; gasto em cada ensaio, de modo a ser possivel determinar-se o
rendimento da extracdo. Este foi calculado através da raz@o percentual entre a massa
de extrato obtida no final da extracdo e a massa de matriz que se encontrava

inicialmente no vaso de extracao utilizado, utilizando-se a seguinte formula,

massa final Eqg. 6
% = —f X 100 g
massa inicial

Os valores cumulativos lidos, e determinados apresentam-se nas tabelas

seguintes, sendo que os valores para cada ensaio estdo apresentados no Apéndice A.

Tabela 6 —Resultados cumulativos obtidos na Extragédo Supercritica com CO2a 400 bar e 60°C.

Ensaios Tempo Volume CO; Massa Rendimento

(min) ()] extraida (g) (%)
1 18,00 15,18 0,074 0,76
2 33,00 28,96 0,096 0,98
3 55,90 49,59 0,108 1,11
4 95,90 84,84 0,121 1,25
5 155,9 1411 0,141 1,45
6 215,9 194,9 0,161 1,66
7 275,9 256,9 0,183 1,89
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Tabela 7 —Resultados cumulativos obtidos na Extragdo Supercritica com COz, a 550 bar e 60°C.

Ensaios Tempo Volume CO; Massa Rendimento

(min) L extraida (g) (%)
1 23,18 15,91 0,029 0,19
2 46,43 36,43 0,033 0,34
3 81,51 66,95 0,043 0,44
4 126,7 106,8 0,046 0,48
5 186,9 164,4 0,059 0,61
6 247,1 220,8 0,060 0,62

Os valores acumulados finais para uma pressdo mais elevada sdo menores
guando comparados com a presséo de 400 bar e mesma temperatura, 0 que em termos
de aumento da densidade do CO, com a pressao, € usual ter um comportamento
contrario. Os rendimentos obtidos da extracdo, foram reduzidos, quando comparados
com os solventes orgéanicos. Procedeu-se ainda a um tratamento prévio de uma amostra
em estudo num micro-ondas, para posteriormente ser inserida na célula da extracao,
obtendo-se um rendimento igualmente baixo, de 0,4 %. Assim, que ndo ha qualquer
vantagem, neste tratamento prévio da matriz, pois, o rendimento final apresenta-se
bastante similar ao da extra¢éo supercritica com CO,, sem pré-tratamento com o micro-

ondas.

Foi também realizada duas extragcBes ambas com as mesmas condi¢des, onde

se utilizou um co-solvente, nomeadamente etanol.

Tabela 8 —Resultados cumulativos obtidos na Extragdo Supercritica com COz, a 400 bar, 40°C e 10 % de

etanol.

_ Tempo Volume CO; Massa Rendimento
Ensaios _ i
(min) L) extraida (g) (%)
1 18,87 12,44 0,064 0,78
2 41,59 27,67 0,111 1,37
3 71,46 48,13 0,122 1,50
4 101,3 67,38 0,127 1,56
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Tabela 9 - Resultados cumulativos obtidos na Extragdo Supercritica com COz2, a 400 bar, 40°C e 10 % de

etanol.
Ensaios Tempo Volume CO; Massa Rendimento

(min) (L) extraida (g) (%)
1 22,88 3,462 0,013 0,17
2 42,96 10,55 0,032 0,40
3 64,26 17,81 0,047 0,61
4 88,21 26,20 0,082 1,05
5 114,6 34,39 0,102 1,31

N&o existem diferencas significativas ao utilizar-se um co-solvente, apesar que
em alguns estudos realizados, verifica-se que a adi¢cdo de etanol ou metanol conduz a
um aumento de polaridade do dioxido de carbono, que por sua vez possibilita uma

melhor extracdo dos constituintes mais polares presentes na matriz da planta. [35]

Verifica-se que os rendimentos obtidos apresentam valores bastante reduzidos,
pelo que o método com os fluidos supercriticos, foi abandonado uma vez que em termos
de rendimento, ndo serd o0 mais indicado para se obter quantidade de extratos

significativo da macroalga Codium Tomentosum.

4.5.2 Extracao liquida pressurizada (PLE)

Efetuou-se somente uma Unica vez esta técnica, onde foram realizados 5
ensaios consecutivos na mesma matriz, medindo-se o volume do solvente,
nomeadamente etanol sendo a quantidade de massa extraida determinada apds
secagem no rota-vapor e na linha de vacuo. A tabela seguinte apresenta os valores
cumulativos determinados do rendimento, através da razao percentual entre massa de
extrato obtida no final da extracdo e a massa de matriz que se encontrava inicialmente
no vaso de extracdo utilizado, tendo sido calculada através da expressédo 6, supra

indicada.
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Tabela 10 - Medigfes e resultados cumulativos obtidos no PLE a 200 bar, 40°C e 1L/min.

Volume
Ensaios
solvente (mL)

1 9,5
2 18
3 28
4 39
5 53

Massa extraida (g)

0,081
0,163
0,242
0,301

0,350

Rendimento (%)

2,01
4,07
6,06
7,53

8,75

Esta tecnologia, apesar de se apresentar mais promissora que as duas

anteriores, uma vez que apresenta rendimentos muito superiores a extragcao supercritica

com CO; e valores semelhantes que o Soxhlet, com menor quantidade de solvente, viria

a ser preterida para os estudos com micro-ondas ap0s 0s ensaios prévios realizados,

utilizando o DOE aplicado ao MAE.

45.3 Extracdo em micro-ondas

Inicialmente realizaram-se varios ensaios em micro-ondas, a uma temperatura

de 80°C, um tempo de 3 minutos, uma poténcia de 100 Watt, variando a razéo de

etanol/agua no solvente e a quantidade do mesmo, perfazendo um volume total de 20

mL.

Tabela 11 - Massas e rendimentos obtidos na extragdo por micro-ondas.

Razao
Amostra

Solv/Sol(mL/g)

A 5
B 10
C 5
D

E

F 10

Razao

etanol/agua

(%)
99
99
50
90
95
97

Massa

Extraida

9)
0,532
0,247
0,939
0,703
0,573
0,301

Rendimento

(%)

13,02
12,14
46,05
34,50
20,59
15,01
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Foram efetuados dois ensaios utilizando etanol puro, (A e B) onde a massa
extraida no primeiro foi de 0,532 g, pois este foi 0 Gnico ensaio onde se utilizou 4 gramas
inicialmente, tendo sido nos outros ensaios, sempre utilizadas aproximadamente 2

gramas.

Realizou-se outro ensaio, utilizando-se metanol como solvente, sendo a razao
solvente/soluto de 10 mL/g, onde se extraiu 0,573 g correspondendo a um rendimento
de 27,64 %.

Quando se utiliza um Unico solvente e de acordo como se verifica na extracdo
em Soxhlet, o rendimento é superior com o metanol, apesar da extracdo em Soxhlet
demorar entre 3-4 horas enquanto que a do MAE demora cerca de 3 minutos e a massa
inicial de alga a ser utilizada ser muito superior no Soxhlet, o rendimento é bastante
semelhante entre os dois métodos. Este fato pode dever-se a tecnologia do micro-ondas
e sua atuacdo, nomeadamente a forma de calor transmitida que resulta da agitacdo
interna das moléculas do composto que constituem a matriz, levando a um aquecimento
interno de dentro da matriz para fora, sendo que as temperaturas finais se atinjam mais

rapidamente.

4.6 OQuantificacdo e Caraterizacdo da Codium tomentosum

4.6.1 Determinacdo do poder antioxidante pelo método do DPPH

Realizou-se curvas de calibragdo com o trolox, de modo a ser possivel,
comparar-se os resultados obtidos com estes antioxidantes de referéncia. Curvas estas
que se encontram no anexo C, juntamente com os parametros obtidos na realizacao

das mesmas.

Dos extratos obtidos por micro-ondas foram preparadas solu¢cdes com o extrato
e o solvente utilizado no método de DPPH, nomeadamente metanol. E de salientar que
0 extrato designado como A, é o ensaio em micro-ondas com uma massa inicial de
amostra de 4 gramas, enquanto que o B, é referente ao ensaio em micro-ondas com
uma massa inicial de 2 gramas, onde se utilizou 20 mL de solvente, nomeadamente
etanol. Foram realizados varios ensaios, a diferentes concentragdes, apresentados nas
tabelas 12 e 13 para se conseguir obter resultados, de forma a existir uma coeréncia

entre 0s mesmo e sequéncia de forma a encontrar-se 0 ICso para as amostras, ou um
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valor que se apresentasse na curva de calibracdo. Essas concentracBes foram feitas

com base no extrato

Tabela 12 - Percentagem de inibi¢cdo e equivalente de trolox obtidos para diferentes concentracdes,

Designacéao

Al
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9
A10
All
Al12
A13
Al4
A15

Tabela 13 - Percentagem de inibi¢céo e equivalente de trolox obtidos para diferentes concentracgdes,

Concentragéao

Designacéo (mg/mL)

B1 2512, 5

B2 3350

B3 4020

B4 5025

B5 6700

B6 10050

B7 20100

referente a andlise ao extrato A.

Concentragéo

(ng/mL

22,79
33,90
44,84
227,87
339,02
448,39
695
1390
4612,5
6150
7380
9225
12300
14760
36900

)

Percentagem de
inibicdo (%)

-15,28
-10,38
-15,43
8,25
3,19
36,37
10,51
-2,60
-25,23
-15,75
-8,51
-12,06
-8,37
4,25
-52,80

referente a anélise ao extrato B.

Percentagem de
inibicao (%)

-7,90
-8,66
4,79

8,64

0,74

26,53
2,09

Equivalente de
trolox (Ug/Mg extrato)

0

0

0
98,03 + 4,75
46,76 + 0,35
130,2 £ 29,07
36,31 + 4,37
6,076 + 0,438

0

0
0,118 + 0,002

0
0,085 + 0,009
1,166 + 0,044

0

Equivalente de
trolox (pg/mg

extrato)

0,656 + 0,001
0,201 + 0,004
4,454 + 0,146
1,719 + 0,011
1,898 + 0,064
4,553 + 0,107
0,719 £ 0,021
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Como se pode verificar nas tabelas anteriores, realizaram-se diversas solucdes
com diferentes concentracfes, para se conseguir alcancar valores concordantes entre
si, ndo tendo sido alcancado esse objetivo, No extrato A, verifica-se que para uma
concentracdo de 448,39 ug/mL existe uma significativa percentagem de inibicdo, mas
se aumentarmos ou diminuirmos de maneira pouco significativa a concentracdo a
percentagem de inibicdo diminui, ndo se conseguindo chegar a um valor de
concentracdo razoavel para se conseguir caracterizar o extrato através deste método.
Verifica-se 0 mesmo para o extrato B, a percentagem de inibigcdo é positiva para uma
concentracdo de 4020 pg/mL, contudo com o aumento da concentracdo, o valor da
percentagem de inibigcdo tanto aumenta como diminui, 0 que torna os valores néo

concordantes entre si.

Posteriormente realizaram-se mais ensaios para o0 método em questdo, com
extratos obtidos nos diversos métodos de extracdo em estudo e com diferentes

concentragdes, resultados estes apresentados na tabela seguinte:

Tabela 14 - Percentagem de inibicao obtido para diferentes concentragdes, para os diferentes métodos

de extragdo utilizados.

Concentracdo Percentagem de Equivalente de
Método (Mg/mL) inibicao (%) trolox (Ug/Mmg extrato)
C - MAE (50% EtOH e
12700 -13,02 0
50% H,0)
D - MAE (90% EtOH e
14900 -7,59 0,138 + 0,013
10% H20)
E - MAE (95% EtOH e
12200 -4,41 0,502 + 0,010
5% H,0)
B - MAE (99% EtOH) 9700 -17,83 0
Soxhlet com metanol 10200 7,63 2,112 £ 0,021
Soxhlet com etanol 11100 8,73 2,068 £ 0,046
ESC_550:60 2001 -2,81 4,077 + 0,070
ESC_550:60 2532 1,02 5,166 + 0,071
ESC_550:60 11500 -1,97 0,804 + 0,015
ESC_550:60 24100 11,49 1,099 + 0,061
ESC_10% EtOH_400:40 980 1,69 14,22 + 0,36
ESC_10% EtOH_400:40 1005 2,57 14,99 + 0,37
ESC_10% EtOH_400:40 4900 -4,60 1,200 + 0,037
ESC_10% EtOH_400:40 15000 -3,22 0,510 + 0,021
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E de salientar, que as absorvancias para cada concentracéo, foram lidas ao fim
de 40 min, 1h e 2h, sendo apresentados na primeira tabela os resultados ao fim de 2h,
e na segunda, os resultados ao fim de 1h. Apesar das leituras a diferentes tempos, as
absorvancias ndo apresentaram diferencas significativas e, apesar da utilizacdo de
diferentes concentragdes, ndo se consegue chegar a resultados concordantes entre si,
ou mais importante com significado, concluindo-se que este método nao é aplicavel a

amostra em estudo, ndo sendo possivel obtendo valores coerentes.

4.6.2 Determinacdo do poder antioxidante pelo método do ABTS

Tal como o método anterior, 0 antioxidante de referéncia utilizado para este
método, foi o trolox, onde a sua curva de calibracdo e pardmetros se encontram em

anexo.

Determinou-se a percentagem de inibicdo com diferentes concentragfes, dos
extratos obtidos inicialmente em micro-ondas utilizando etanol como solvente e onde
foram utilizadas inicialmente 4 gramas, designado extrato A e a partir deste preparou-

se varias solug@es a diferentes concentracdes apresentados na tabela seguinte:

Tabela 15 - Percentagem de inibi¢cdo obtido para diferentes concentragdes, referente a andlise ao extrato
A.

_ ) Concentragéo Percentagem de Equivalente de
Designacao (ug/mL) inibicdo (%) trolox (Ug/MQ extrato)
A4 227,9 6,17 27,87 £0,44
A5 339,0 1,30 15,47 + 0,32
A5 448,4 4,05 39,82 + 0,76
Al6 92,67 -0,35 27,87+ 0,71
Al7 139 1,19 15,47 £ 0,20

Como seria de esperar, pois este método é relativamente semelhante ao DPPH,
os resultados obtidos ndo séo concordantes entre si. Concluindo-se tal como o método
anterior, que este método ndo € aplicAvel & amostra em estudo, para a sua

caraterizacao.
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4.6.3 Determinacdo do poder antioxidante pelo método a reducdo do Ferro

O poder antioxidante pelo método da reducédo do ferro, foi testado utilizando
como antioxidante de referéncia, o trolox, tendo sido realizada uma curva de calibracao,

apresentada em anexo.

Determinou-se o poder de reducéo do ferro, nos extratos obtidos através da
extracdo em micro-ondas, utilizando etanol como solvente, tendo sido obtidos, como ja
referi, 0 extrato A referente a uma massa inicial colocada no micro-ondas de 4 gramas
e extrato B, com massa inicial de 2 gramas. Para tal, prepararam-se soluc¢des a partir
do extrato obtido, cujas concentracdes e poder do ferro se encontram na tabela abaixo

representada.

Tabela 16 - Poder de reducao do ferro referente aos extratos obtidos em micro-ondas.

Equivalente de trolox

Designacéao Concentragao (ug/mL) (umol/g extrato)
A18 6950 1,224 + 0,059
Al19 5273, 8 2,540 + 0,238

4.6.4 Determinacdo do teor de Polifendis

O teor de polifendis foi quantificado, utilizando um composto de referéncia,
nomeadamente acido galico, e efetuou-se a sua curva de calibracdo, estando esta

apresentada juntamente com 0s seus respetivos parametros, em anexo.

Inicialmente determinou-se o teor de polifendis em diversos ensaios, em extratos
provenientes da extracdo supercritica com CO,, da extracdo por micro-ondas, por
Soxhlet e em PLE, sendo estes resultados apresentados expressos em equivalentes de

acido galico.
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Metanol Etanol Etanol/Agua Etanol/Agua Etanol/Agua 99,5 %
99,8 % 99,5% 50:50 90:10 95:5

Figura 11 - Representagéo gréfica do teor de polifendis dos extratos da Codium tomentosum, obtidos por

Soxhlet e micro-ondas, a diferentes condicdes.

Relativamente a figura 11, conclui-se que a quantidade de polifendis € maior

quando se utiliza, no caso da extragdo por micro-ondas, etanol puro como solvente.

Facto, que se assemelha a extracdo por Soxhlet, visto que se verifica uma maior

quantidade de polifendis, também quando € utilizado etanol como solvente.

250 -

200 -+

150 A

umol EAG/gext

50 A

ESC CO,/EtOH ESC CO; PLE
400/40 550/60

Figura 12 - Representagao grafica do teor de polifenois dos extratos da Codium tomentosum, obtidos por

Extragdo Supercritica com COz, com CO2/EtOH e PLE, a diferentes condigdes.
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Na figura 12, verifica-se que para 0s extratos obtidos através da extracdo
supercritica com CO; e etanol, a 440 bar e 40°C, apresentam uma maior quantidade de
polifendis, face aos extratos obtidos somente em extracdo supercritica com CO- puro.
Contudo, os rendimentos obtidos por esta técnica sdo bastante baixos, como se pode
verificar nas Tabelas 6-9. Os extratos obtidos por PLE com etanol puro apresentam
valores mais semelhantes aos do CO; supercritico puro, sendo um pouco inferiores aos

obtidos por MAE com etanol puro (Figura 11).

4.6.5 Determinacdo do teor de Flavonoides

Inicialmente efetuou-se a curva de calibracdo para a Catequina, sendo este o
composto de referéncia, estando a curva e 0s respetivos parametros apresentada em
anexo. Efetuaram-se varios ensaios preliminares, determinando-se o teor de
flavonoides em varios extratos, provenientes dos diferentes métodos de extracao, dando

origem aos seguintes resultados, estando estes expressos em equivalentes de

catequina.
400 T
350 T+
300 +
o 250 4
9 -
O 1
h 200

= L
€ 150 T
1 -
100 +
50 +
0 J

Soxhlet Soxhlet C - MAE D - MAE E - MAE B - MAE

Etanol Metanol Etanol/Agua Etanol/Agua Etanol/Agua Etanol

99,5 % 99,8 % 50:50 90:10 95:5 99,5 %

Figura 13 - Representacao gréfica do teor de flavonoides dos extratos da Codium tomentosum, obtidos
por Soxhlet e micro-ondas, a diferentes condi¢cdes.
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Figura 14 - Representacao grafica do teor de flavonoides dos extratos da Codium tomentosum, obtidos

por Extragdo Supercritica com CO2, com CO2/EtOH e PLE, a diferentes condi¢des.

Através da figura 13 verifica-se uma maior quantidade de flavonoides, nos
extratos obtidos em micro-ondas utilizando como solvente etanol puro, semelhante ao

comportamento verificado na quantidade de polifendis.

Também se observa uma elevada quantidade de flavonoides nos extratos
obtidos em PLE, comportamento semelhante aos extratos obtidos em extracdo

supercritica com COg, face aos extratos obtidos por MAE com etanol puro.
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47 Desenho Experimental (DOE)

Considerando o tempo de extracdo, rendimentos e quantidade de flavonoides
optou-se por utilizar a extragdo por micro-ondas (MAE), combinada com o DOE de forma
a sistematizar um estudo mais delineado e completo para uma das técnicas mais verdes

previamente utilizada.

4.7.1 Delineamento fatorial fracionario (Fractional Factorial Design) — FFD

A Metodologia de Superficie de Resposta (Response Surface Methodology)
RSM, explora as rela¢des entre varias variaveis explicativas e uma ou mais variaveis de
resposta. E uma combinacdo de técnicas matematicas e estatisticas utilizadas para
delinear e analisar problemas nos quais a resposta de interesse é influenciada por
diversas varidveis, nos quais a resposta deva alcancar um valor 6timo, caracterizando-

se como uma metodologia pratica, econdmica e de facil implementacao [81], [82].

O delineamento fatorial fracionario (Fractional Factorial Design) (FFD), é
utilizado como método de escolha para determinar os efeitos mais significativos num
processo, pois permite obter o modelo com os efeitos principais com um niimero minimo
de experimentos. Esta técnica tem sido aplicada aos diferentes métodos na literatura
que incluem a extracao assistida por micro-ondas (MAE) [73], [84], [86].

Considerando o método e extragdo, MAE, e 0 equipamento utilizado, escolheu-
se quatro fatores que influenciam os resultados experimentais: a poténcia do micro-
ondas A: Poténcia (Watt); a razdo solvente soluto, B:Razdo Solv/sol (mL/g); a razdo
dos dois solutos utilizados, nomeadamente etanol/agua, C:Razdo EtOH/H.O (%EtOH)

e finalmente o tempo de extragdo D: Tempo (min).

Um FFD IV (247) foi efetuado com o auxilio do software estatistico Design Expert
10 (DX10) nesta primeira fase do trabalho experimental, com o objetivo de determinar
os fatores mais significativos para o sistema. Utilizando o desenho fatorial de dois niveis
é possivel obter uma matriz experimental de 2x8 ensaios, num total de 16 ensaios. Na
tabela 17 sdo resumidos os experimentos a serem considerados nesta primeira etapa.
Sinais de adicdo e subtragcdo representam niveis de fator no valor maximo e minimo e
0 € o nivel de meio valor e o ensaio nessa condicédo foi realizado com 2 repeti¢des, de
modo que o desvio experimental entre os valores possa ser determinado, dando um

suporte estatistico mais robusto aos dados.

44



Tabela 17 - Delineamento fatorial fracionario (FFD), IV (2*1) utilizado na primeira fase do trabalho

experimental em termos de fatores de codificagéo.

A: B: Razédo C: Razéo D:
Ensaio Poténcia solvente/soluto EtOH/H,O Tempo
(Watt) (mL/g) (%EtOH)  (min)
1 1.000 -1.000 -1.000 1.000
2 -1.000 1.000 1.000 -1.000
3 1.000 1.000 1.000 1.000
4 1.000 -1.000 1.000 -1.000
5 -1.000 1.000 1.000 -1.000
6 -1.000 1.000 -1.000 1.000
7 -1.000 1.000 -1.000 1.000
8 1.000 -1.000 1.000 -1.000
9 1.000 -1.000 -1.000 1.000
10 -1.000 -1.000 1.000 1.000
11 -1.000 -1.000 1.000 1.000
12 1.000 1.000 -1.000 -1.000
13 1.000 1.000 -1.000 -1.000
14 -1.000 -1.000 -1.000 -1.000
15 1.000 1.000 1.000 1.000
16 -1.000 -1.000 -1.000 -1.000

Transferindo este desenho experimental e definindo os nossos maximos e
minimos, de acordo com o que se pretendia e em termos das variaveis reais a utilizar é
possivel construir a tabela 18. A poténcia do micro-ondas foi escolhida entre 60-120 W,
de acordo com ensaios prévios; a razao solvente soluto para dois valores em que um
seria o dobro do outro; a razéo solvente soluto utilizou-se entre 100 % de etanol (99 %)
e 50/50 etanol-agua, ndo se aumentando a maior % de dgua por uma questao pratica
de posterior secagem do extrato ser mais facil e finalmente o tempo de extracdo dois
valores em que um seria o dobro do outro, com valores previamente testados e sua

influéncia.
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Tabela 18 - Delineamento fatorial fracionario (FFD), IV (241) utilizado na primeira fase do trabalho

experimental em termos de fatores reais de trabalho.

Fator 1 Fator 2 Fator 3 Fator 4
A: B: Razéo C: Razéo D:
Padréo Ensaios Poténcia solvente/soluto EtOH/H;O (%  Tempo
(Watt) (mL/g) EtOH) (min)

4 1 120 5 50 6
14 2 60 10 99 3
15 3 120 10 99 6
11 4 120 5 99 3
13 5 60 10 99 3
6 60 10 50 6

7 60 10 50 6

12 8 120 5 99 3
3 9 120 5 50 6
10 10 60 5 99 6
9 11 60 5 99 6
12 120 10 50 3

13 120 10 50 3

14 60 5 50 3

16 15 120 10 99 6
1 16 60 5 50 3

Neste FFD, foi considerado dois fatores de resposta: 1. O rendimento sempre
importante num processo de extracdo; 2. A quantidade total de flavonoides. A escolha
do 2° fator de resposta, deveu-se essencialmente aos testes de antioxidantes (DPPH e
ABTS) apresentarem-se dificeis e inconsistentes, como € visivel nos resultados
apresentados anteriormente e os polifendis totais exibiam menor variacdo entre as
diferentes condicdes de extracdo, embora de uma forma mais consistentes. Assim, apés
0s ensaios experimentais e a analise dos resultados obtidos foi possivel construir a

tabela 19, para os dois fatores de resposta.
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Tabela 19 - Delineamento fatorial fracionario (FFD), IV (24-1) utilizado na primeira fase do trabalho

experimental em termos dos 4 fatores reais de trabalho e dois fatores de resposta, rendimento e

Ensaio

12

13

16

14

15

10

11

Poténcia

(W)
120
120
120
120
60
60
60
60
120
120
120
120
60
60
60

60

Razéo
Solv/Sol
(mL/g)
5

5
10
10
10

10

10

10

10

10

flavonoides.

Razéo
etanol/agua
(%)

50

50
50
50
50
50
50
50
99
99
99
99
99
99
99

99

Tempo

(min)
6

6

Rendimento

(%)
19,63
16,28
30,36
32,46
29,19
27,99
14,80
17,07
4,59
4,62
4,02
3,38
5,87
3,36
3,29

5,29

Flavonoides
(mg/g)

41,12 + 2,27
39,80 + 3,96
26,36 + 1,15
24,55 + 4,08
32,49 +4,70
30,67 + 3,18
41,29 + 3,98
32,12 +2,96
162,6 + 29,21
1319+12,44
92,96 + 2,81
143,40 + 6,56
133,70 + 13,88
133,30 + 10,42
125,60 + 17,55

124,20 + 12,10

Com base nos resultados obtidos, verifica-se que para poténcias mais elevadas,

com uma razdo etanol/agua de 50 % e para uma razao solvente/soluto de 10 mL/mg,

obtém-se valores de rendimentos maiores.
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Usando as respostas obtidas pelo trabalho experimental, um modelo fatorial é
entdo construido através de uma lista de coeficientes multiplicados por niveis de fatores

associados. Este modelo esta na forma de apresentado pela equacao 7.

Y=ﬁ0+BIA+BzB+,83C+,812AB+313AC+"'.. Eq7

Onde, B, é o coeficiente associado ao fator n, e as letras, a, B, C, D, representam os
fatores no modelo. Combinacdes de fatores, como AB, representam uma interacéo entre
os fatores individuais no termo. Testes ANOVA sdo entdo efetuados utilizando o
programa Design-Expert 10.

A avaliacdo do modelo foi validada pelo grau de liberdade associado a matriz
FFD que é suficiente para determinar a falta de ajuste do modelo (lack of fit). Para
garantir esta validade é necessario um minimo de 3 graus de liberdade para o lack of fit
e de 4 graus de liberdade para o erro. No modelo obtido obteve-se 3 e 8 graus de
liberdade, respetivamente. O valor do fator de inflacdo da variancia (Variance Inflation
Factors), VIF, apresentou um valor de 1.00, que é o valor ideal. Sendo este Ultimo valor
1, o coeficiente de correlagdo mltipla, Ri? é igual a zero, demonstrado a ortogonalidade
do desenho experimental. Desta forma é possivel a estimativa de cada efeito principal
e interacdo de forma independente. Outro marco para a legitimagdo do modelo € a
Eficiéncia G, que esta relacionada inversamente com a maxima variancia e tende a

reduzir com as repeticdes. Para a avaliacdo do modelo a Eficiéncia G obtida foi de 100%.

No gréfico seguinte é apresentada a superficie resultante do erro padrao relativo
em relacdo a dois fatores: razéo solvente soluto, B: Razdo Solv/sol (mL/g) e a razdo dos
dois solutos utilizados, etanol/agua, C: Razdo EtOH/H.O (%EtOH), para um valor
constante de poténcia e tempo de 90 W e 4,5 min, respetivamente. Para os outros dois

fatores foram obtidos superficies semelhantes.
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Erro padrio relativo

B: Razio Sohv/sol (mL/g) T~ 37

Figura 15 - Superficie resultante do erro padréo relativo em relacéo a dois fatores, B: razé@o solvente
soluto e razdo dos dois solutos utilizados, etanol/dgua, C: Razdo EtOH/H20 (%EtOH), para um valor
constante de poténcia e tempo de 90 W e 4,5 min, respetivamente.

Apos efetuada a avaliacao do modelo € necessério realizar a analise de variancia
(ANOVA) ao(s) fator(es) de resposta da matriz FFD de forma a conseguir obter os

principais fatores, que influenciam o processo.

A andlise estatistica é fundamental para se verificar os fatores em estudo mais
significativos no processo, nomeadamente no rendimento. Utilizando o DX10
procedeu-se & analise deste fator de resposta sem aplicar qualquer transformacédo e
seguindo a equacédo 7. Nesta fase inicial todos os parametros dados pelo DX10 foram

considerados obtendo-se a seguinte tabela 20.

No modelo o valor de “F-valor” ser de 149,42 significa que o mesmo é relevante
existindo s6 a probabilidade de 0,01% de este valor no modelo poder ser diferente. A
partir da tabela, também é possivel confirmar que os termos B, C, e AD sdo os mais
significativos para o modelo, assim como a sua contribuicdo total, destacando-se a
raz&@o etanol/agua com um valor de 79,88% nesta contribui¢cdo. O valor obtido para o R?

é de 0,9868, que implica que 98,68 % da eficiéncia da extracdo do MAE é atribuida as
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variaveis independentes e que sé 1,34 % das eventuais variagcdes nao tem explicacao

pelo modelo proposto.

Tabela 20 - Resultados da andlise de variancia (ANOVA) para avaliar os principais efeitos para o fator de

Modelo

A - Poténcia

B - Razéo

Solv/Sol

C - Razéo
etanol/agua

D - Tempo
AD
Erro

Cor Total

Soma
dos

quadrados

1815,75

4,48

186,80

1469,76

0,012
154,69
16,45
1840,06

Graus de
liberdade
(df)

5
1

15

resposta rendimento.

Média
dos

guadrados

363,15

4,48

186,80

1469,76

0,012

154,69
2,06

%

Contribuicéo

0,24

10,15

79,88

6,28E-4
8.41

F-valor

149,42

1,84

76,86

604,73

4,76E-3
63,65

P-valor

<0,0001

0,2042

< 0,0001

<0,0001

0,9464
< 0,0001

Contudo, um valo e R? elevado néo é por si s0 justificativo de uma boa correlacao

sendo necessario compara-lo com o valor ajustado do R? que apresenta um valor e

0,9662, ndo diferindo significativamente do anterior. O valor do “lack of fit” de 1,91

implica que 0 mesmo néo é significativo ao erro (Pure error), p > 0,05, confirmando a

validagédo do modelo. Finalmente, um coeficiente de variagédo (C.V.%) de 11.23 e uma

precisdo adequada (Adequate Precisior) de 28,401 sugerem que o modelo é confiavel

e reprodutivel [86], [87].

A equacdao resultante da analise ANOVA é dada pela equacao 8 em termos dos

fatores codificados (tabela 17) ou pela equacéo 9, em termos dos fatores atuais:

Rendimento(%) = 13,894+ 0,53 X A+ 3,43 x B —9,58 xC
—0,0027 x D — 3,11 X AD

Rendimento (%) = 3,28870 + 0,32858 X Poténcia + 1,36675 X Razio Solv/
Sol —0,391208 X Razdo EtOH/H,0 + 6,20083 X Tempo — 0,069097 X

(Poténcia X Tempo)

Eq. 8

Eq. 9
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O DX10 e o modelo ANOVA, consideram todos os fatores do planeamento
experimental e as suas interacdes significativas. Contudo da tabela 20 verifica-se que
os fatores mais contributivos e com p-valor < 0,0001, sendo por isso significativos sdo o
B, C e a interacdo AD, resultado numa contribuicéo total de 98,44 % para a validacao
do modelo. Assim, com o objetivo de selecionar menos fatores para uma proxima etapa
e otimizagcdo do modelo selecionou-se estes pardmetros e obteve-se entdo os valores
finais para o fator de resposta do rendimento.

As principais altera¢gGes na validacdo do modelo resultaram na alteracdo do “F-
valor” passar para 251,56; um decréscimo no valor de o R? para 0,9804 sendo o seu
valor de 0,9722, consequentemente esta diferenca ainda é menor que anterior,
justificando uma boa correlagdo do modelo. A equacao da analise ANOVA é dada pela

equacao 10 s6 em termos dos fatores codificados (Tabela 19), resultando a figural6.

Rendimento(%) = 13,89+ 3,42 x B —9,58 x C — 3,11 X AD Eq. 10

Rendimento (%)

50

B:Razio Solv/sol (mL/g) 10 99

Figura 16 - Superficie resultante da aplicacéo da equacédo 10 ao fator de resposta do rendimento
em relagdo a dois fatores, B: razdo solvente soluto e razdo dos dois solutos utilizados, etanol/agua, para

um valor constante de poténcia e tempo de 90 W e 4,5 min.
Da superficie, verifica-se que o maior rendimento resulta da combinacdo para

um valor de 50 % de etanol/50% de agua, combinada com uma maior raz&o de solvente
em relagdo ao soluto.

51



Procedeu-se a analise para o outro fator de resposta, flavonoides, de igual modo

como para o rendimento, tendo-se obtido a tabela 21.

Tabela 21 - Resultados da analise de variancia (ANOVA) para avaliar os principais efeitos para o fator de
resposta flavonoides.

Soma Graus de Média o
dos liberdade dos Contrit;)ui %0 F-valor P-valor
gquadrados (df) guadrados ¢
Modelo 37943,14 1 363,15 177,63 < 0,0001
C-Razdo  500/314 1 3794314 92,69 177.63 < 0,0001
etanol/agua
Erro 179,41 8 223,93

Cor Total 40933,65 15

No modelo o valor de “F-valor” ser de 177,63 significa que o mesmo ¢é significante
existindo s6 a probabilidade de 0,01% de este valor no modelo poder ser diferente. A
partir da tabela, também é possivel confirmar que exclusivamente o fator C: Razéo
EtOH/H,O é significativo. Os outros parametros discutidos no caso do rendimento
apresentam valores igualmente bons que permitem a validagdo do modelo e resulta ha

equacéo 11.

Flavonoides (mg/g) = —65,83265 + 1,98765 X Razao EtOH /H,0 Eqg. 11

Por aplicacéo da equacéo é possivel desenhar a superficie resultante na Figura
17. Verifica-se que existe um efeito contrario em relagdo ao rendimento, obtendo-se
maior quantidade de flavonoides quando se utiliza etanol puro, sendo assim a

gquantidade de 4gua praticamente zero
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Figura 17 - Superficie resultante da aplica¢éo da equac&o 11 ao fator de resposta dos flavonoides em
relacdo a dois fatores, B: razao solvente/soluto e razao dos dois solventes utilizados, etanol/agua, para
um valor constante de poténcia e tempo de 90 W e 4,5 min.

Tendo em conta os resultados obtidos pela analise ANOVA fixaram-se dois
fatores (potencia e tempo, 90 W e 4,5 min, respetivamente) para prosseguir a otimizacao
do processo e aplicar o Delineamento compostos central (Central Composite Design) -
CCD.

Para a valores da razéo etanol/agua fixou-se um minimo de 74 e um maximo de
95 %, e para a razdo solvente/soluto um minimo de 7 e um maximo de 9 mL/g, com o
objetivo de se ter por um lado um bom rendimento e por outro uma quantidade razoavel
de flavonoides, considerando que estes dois fatores de resposta variem em sentido

contrario em anuéncia com o aumento da razdo etanol/agua.

4.7.2 Delineamento dos compostos centrais (Central Composite Design) - CCD

O delineamento compostos centrais sdo um método de superficie de resposta
que permite maior numero de niveis sem realizar experimentos em cada combinacéo
de niveis de fator e cobrem o espaco do fator proximo ao centro, pontos de estrela, com
mais pontos que na periferia. Assim, apos determinado os fatores com importancia mais

elevada por FFD a aplicacdo do CCD pode ser aplicada para melhorar os processos.
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Nesta etapa € gerada outra matriz de ensaios, os valores de resposta séo introduzidos
na matriz e os resultados da ANOVA preveem mais uma vez o0 novo modelo, por uma
equacdo semelhante. Tendo um modelo significativo e bem ajustado é possivel executar

0 projeto de espaco para encontrar a resposta que consideram ao nosso objetivo.

A resposta e representacdo para este tipo de delineamento experimental pode ser
descrita por polinémio de segunda ordem de acordo com a equacéo 12 [88], [89].

k k
Y =B +Zﬁiixi +Zﬁiixi2 +Zzﬁijxixj te Eq.12
i=1 i=1 '

i<j

onde Y é a resposta pretendida, k o niumero de variaveis independentes, B os
coeficientes estimados, x os parametros e € o termo de erro associado. Pretende-se
assim, determinar as circunstancias étimas praticas para o hosso sistema ou determinar
a regido da area na qual as melhores condi¢cdes experimentais sejam satisfeitas. O
CCD, é constituido por trés grupos distintos de elementos experimentais: um fatorial
completo ou um fatorial fracionario, um conjunto de pontos centrais e, adicionalmente,
um grupo de niveis extras denominados pontos axiais.

De acordo com o descrito e discutido no procedimento para o FFD, a matriz CCD
foi desenhada com dois fatores de estudo, razdo EtOH/H.O (% EtOH) e razéo
solvente/soluto (mL/g), com os dois fatores de resposta, rendimento e quantidade de
flavonoides na amostra. O resumo dos fatores. No DX10 a razao EtOH/H,0 é colocada
com um méaximo de 95 % e um minimo de 74 %, correspondendo aos cédigos da matriz
de 1.000 e -1.000, respetivamente. Os valores de razao solvente/soluto foram fixados
entre um maximo de 7 e um minimo de 9 mL/g, correspondendo aos cédigos da matriz
de 1.000 e -1.000, respetivamente. Como objetivo final maximizar o rendimento,
simultaneamente com o maior teor de flavonoides possivel na amostra.

Na tabela 22 é apresentado a matriz CCD obtida pelo Design Expert 10 e os
resultados para os fatores de resposta mencionados, uma vez que o procedimento &

em tudo semelhante ao FFD, anteriormente descrito.
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Tabela 22 - Delineamento composto central, CCD, com dois fatores de estudo e 2 fatores de resposta,

rendimento e flavonoides.

Ensaios etalzilzlicg);ua Razao Solv/Sol Rendimento (%) Flavonoides
(%) (mL/g) (mg/g)
1 84,5 7 10,98 52,56 + 5,20
2 74 8 13,88 33,96 + 13,17
3 95 7 8,00 62,80 + 9,49
4 84,5 8 13,18 57,93 + 6,92
5 84,5 9 12,68 41,55+ 5,74
6 95 9 8,937 72,02 +9,91
7 74 9 16,83 52,13+ 2,11
8 95 8 9,46 65,07 + 6,09
9 84,5 8 13,70 44,90 + 8,06
10 84,5 8 15,85 56,16 + 5,15
11 74 7 16,62 33,30 + 2,38
12 84,5 8 12,61 51,91 + 11,82
13 84,5 8 14,20 61,61 + 3,37

O modelo linear descrito por uma ordem polinomial foi validado pelo grau de
liberdade de 2 para uma falta de ajuste do modelo (lack of fit) de 6 e 4 para o erro
(recomendado para validar o modelo 3 e 4, respetivamente). O valor do fator de inflagdo
da variancia (Variance Inflation Factors), VIF, apresentou um valor de 1.00, que é o valor
ideal. O modelo proposto foi 0 melhor dos testados apresentado uma Eficiéncia G de
56,2 %.

Com a avaliacdo do modelo efetuou-se a analise de variancia (ANOVA) usando
o teste de Student (p-valor) em 5 %, com um nivel de probabilidade (p<0,05), para os
fatores de resposta da matriz, rendimento e flavonoides, sendo que em ambos n&o foi
utilizada qualquer transformacdo (sempre desejavel) para ajustar de melhor forma o
modelo.

Para o rendimento a analise ANOVA permitiu obter os valores da tabela 23.
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Tabela 23 - Resultados da analise de variancia (ANOVA) para avaliar os principais efeitos para o fator de
resposta rendimento, no CCD.

Soma Graus de Média o
dos liberdade dos Contrit;)ui %0 F-valor P-valor
quadrados (df) guadrados ¢

Modelo 74,36 2 37,18 16,68 0,0007 74,36

A- Ra,zao 73,01 1 73,01 32,76 0,0002 73,01
etanol/agua
B - Razao 1,35 1 1,35 0,61 04538 1,35
Solv/Sol

Erro 6,11 4 1,53 6,11

Cor Total 96,65 12 96,65

No modelo o valor de “F-valor” de 74,36 significa que é significativo existindo sé
a probabilidade de 0,07% de este valor no modelo poder ser diferente. A partir da tabela,
também é possivel confirmar que exclusivamente o fator B: Razdo Solv/sol é muito
menos significativo que o fator A (B € mesmo néo significativo pelos valores de F e P).
Os valores de R? ndo séo téo elevados como o desejado, mas, no entanto, apresenta
um valor inferior a 0,2 quando comparado com o valor ajustado do R? (0,7694 e 0,7233;
respetivamente) que apresenta um valor e 0,9662, nao diferindo significativamente do

anterior, sendo boa indicacéo para a validacdo do modelo e resulta na equacgéo 13.

Rendimento (%) = 37,11355 — 0,33222 X razdo EtOH/H,0 + 0,47500 X Eq.13

razao Solv/Sol

Para a resposta dos flavonoides foi procedido a andlise de igual modo, tendo-se
obtido um modelo valido e no qual pelas razdes discutidas acima, se verifica a maior
influencia e significado para a razdo EtOH/H,O. Os resultados sdo apresentados na
tabela 24.

Verifica-se que o valor de “F-valor’ de 10,60 é significativo, passando a existir
uma probabilidade de 0,34% de este valor no modelo poder ser diferente. Este ligeiro
aumento resulta, na eventual determinacao e técnica experimental, que é uma analise

sobre um valor ja obtido no rendimento. A equacdao resultante é dada por 14:

56



Flavonoides = —77,93069 + 1,2778 X razdo EtOH/H,0

+ 0,47500 X razao Solv/Sol

Eq. 14

Tabela 24 - Resultados da andlise de variancia (ANOVA) para avaliar os principais efeitos para o fator de

resposta teor e flavonoides, no CCD.

Soma Graus de
dos liberdade
quadrados (df)
Modelo 1128,44 2
A - Razdo 1080,04 1
etanol/agua
B - Razao
Solv/Sol HEREE 1
Erro 163,94 4
Cor Total 1660,63 12

Média
dos
quadrados

564,22

1080,04

48,39

40,99

%
Contribuicéo

10,60

20,29

0,91

F-valor

0,0034

0,0011

0,3628

P-valor

1128,44

1080,04

48,39

163,94
1660,63

Os gréficos obtidos para os dois fatores de resposta encontram-se nas figuras

18 e 19.

Rendimento (%)

A:razio EEOH/H2O (%)
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Figura 18 - Superficie resultante da aplicagdo da equagdo 13 ao fator de resposta do rendimento em

relacd@o a dois fatores, A: razdo etanol/agua e B: solvente/soluto, para um valor constante de poténcia e

tempo de 90 W e 4,5 min.

Flavonoides(mg/g)

86 B: Razio Solv/sol (mL/g)
83 8.
80

w

A:razio BEOH/H20 (%) 749
Figura 19 - Superficie resultante da aplicacao da equagédo 14 ao fator de resposta dos flavonoides em
relacdo a dois fatores, A: razdo etanol/agua e B: solvente/soluto, para um valor constante de poténcia e
tempo de 90 W e 4,5 min.

Como se verifica dos gréaficos as zonas laranjas e vermelhas sédo onde existe um
maior rendimento ou quantidade de flavonoides no extrato, variando inversamente estes
dois fatores e resposta com um fator experimental importante e com significado A-
Razao etanol/agua.

Dos resultados verifica-se que, para o ponto central inicialmente proposto pelo
modelo (A: razdo etanol/agua = 84,5 e B: solvente/soluto = 8,0), para maximizar os dois
fatores de resposta obtém-se pelo modelo os valores previstos de A:razdo etanol/agua
igual a 88,50 e B:solvente/ soluto igual a 7,95, correspondendo aos fatores de resposta

para o rendimento e quantidade de flavonoides, de 11,49 % e 57,72 mg/qg,

respetivamente.
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4.7.3 Analise dos resultados globais dos fatores estudados

Na tabela seguinte estdo apresentados valores para cada ensaio na matriz

construida do FFD: rendimento, flavonoides e polifendis.

Tabela 25 - Valores obtidos com base na FFD, de rendimento, flavonoides e polifendis.

Ensaios Rendimento (%) Flavonoides Polifendis
(mg/g) (mg/g)
1 19,63 41,12 £ 2,27 10,99 + 1,64
2 5,87 133,69 + 13,88 14,27 + 1,28
3 4,59 162,64 + 29,21 11,87 + 0,74
4 4,02 92,96 + 2,81 10,39 + 1,92
5 3,36 133,30 + 10,42 17,10+ 1,51
6 29,19 32,49 £ 4,70 7,30+ 0,74
7 27,99 30,67 + 3,18 6,40 £ 0,77
8 3,38 143,36 * 6,56 18,88 + 1,86
9 16,28 39,80 + 3,96 8,85+ 1,43
10 3,29 125,60 £ 17,55 13,72 £ 2,01
11 5,29 124,16 £12,10 13,37 £ 0,51
12 30,36 26,36 + 1,15 6,09 + 1,68
13 32,46 24,55 + 4,08 7,40 +£2,11
14 17,07 32,12 + 2,96 9,95+ 0,93
15 4,62 131,85+ 12,44 9,66 £ 0,51
16 14,80 41,29 + 3,98 10,77 £ 0,48

Para além do discutido a qguando da andlise dos dados do FFD, verifica-se que
a quanto menor o rendimento, maior a quantidade de flavonoides e de polifendis. O
etanol quando solvente puro permite obter maior quantidade de flavonoides e polifendis

embora o rendimento global da extracéo seja menor.

Na tabela seguinte estdo apresentados valores para cada ensaio final na CCD e
com 0s parametros de resposta apresentados em conjunto com os valores de polifendis

totais, tendo sido estudado igualmente nestas matrizes o poder redutor do ido ferro.
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Tabela 26 - Valores finais obtidos na CCD, rendimento, flavonoides polifendis totais e o poder de redugéo

do ido ferro.
Rendimento Flavonoides Polifenois Eq. de trolox
Ensaios (%) (mg/g) (mg/g) (umol/g extrato)
1 10,98 52,56 £ 5,20 9,22+0,81 6,14 £ 0,85
2 13,88 33,96 + 13,17 5,75+ 1,46 5,56 £ 0,55
3 8,00 62,80 + 9,49 13,88 +1,79 5,68 £ 0,81
4 13,18 57,93 + 6,92 8,51+0,31 5,01 +£0,85
5 12,68 41,55+ 5,74 9,19 + 1,62 4,96 + 0,79
6 8,94 72,02 +9,91 13,28 + 1,38 5,14+ 0,43
7 16,83 52,13+ 2,11 13,28 £ 1,42 4,71 £ 0,57
8 9,46 65,07 + 6,09 10,00 + 0,58 5,92 £ 0,45
9 13,70 44,90 + 8,06 9,19+1,62 5,68 + 0,67
10 15,85 56,16 + 5,15 10,67 £ 0,78 5,23+0,34
11 16,62 33,30 + 2,38 7,24 + 0,37 5,28+ 0,12
12 12,61 51,91 +11,82 13,93 £ 0,22 5,44 + 0,53
13 14,20 61,61 + 3,37 8,60 + 1,46 4,51+0,48

Para além do verificado na matriz de FFD, no comportamento do rendimento,
flavonoides e polifendis verifica-se que o poder de reducéo do ido ferro obtido nos
ensaios apresenta valores semelhante e dentro do erro experimental, ndo se verificando

qualquer tendéncia com os outros parametros estudados.

4.8 Determinacdo do indice de escurecimento

Através dos resultados obtidos com auxilio do colorimetro, leu-se trés
parametros, para cada amostra, encontrando-se no anexo D a média dos parametros
lidos. Com base nesses, determinou-se o indice de escurecimento (Bl), resultados

apresentados no anexo D e a diferenga de cor (AE) apds os tempos lidos (tabela 27).
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Tabela 27 - Valores determinados de AE, apos 15 e 30 minutos.

Controlo A B C D
AE apoés 15 min 5,45 3,89 0,51 494 2,55
AE apés 30 min 12,08 18,12 14,12 16,96 19,13

Controlo — Sem pulverizagéo;

A — Pulverizado com os extratos obtidos em micro-ondas nas condi¢des referentes a
tabela 19 e aos ensaios 2,5,10 e 11, onde se obteve rendimentos baixos quantidades

significativas de flavonoides;

B — Pulverizado com os extratos obtidos em micro-ondas nas condigbes referentes a
tabelal9 e aos ensaios 1,9,12 e 13, onde se obteve rendimentos maiores e valores

menores para os flavonoides;

C - Pulverizado com os extratos obtidos em micro-ondas nas condicdes referentes a
tabela 22 e aos ensaios 4,9,12 e 13, onde se obteve rendimentos maiores face aos

outros ensaios e quantidades significativas de flavonoides;
D - Pulverizado com os extratos obtidos nos ensaios realizados em PLE.

Com base na tabela 27, conclui-se que ap0s os primeiros 15 minutos de
pulverizacdo da maca, o controlo € onde se apresenta maior alteracao de cor. J& ap0s
30 minutos, a alteracéo de cor € maior nos extratos do que no controlo, tal como se pode
verificar na figura 21, encontrando-se mais oxidada todas as macas pulverizadas com

os diferentes extratos, face ao controlo.

Como fator e protecdo o0s extratos ensaiados B apresentam melhores
propriedades, nos primeiros 15 minutos apés a sua pulverizagdo e mesmo ao fim de 30
minutos € o que apresenta menor variagdo de cor quando comparado com o controlo.
A combinacao de diferentes extratos para se obter a amostra B, sdo as que apresentam
menores quantidade de flavonoides e polifendis, pois correspondem exatamente aos

que tiveram maior rendimento no FFD.
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Controlo

Figura 20 - Alteracbes das macas revestidas com agua (controlo) e com Codium Tomentosum (A, B, C,
D), ap6s 30 minutos.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Das diferentes técnicas utilizadas, nomeadamente as consideradas mais verdes, foi
possivel escolher a MAE, considerando os valores de rendimento e quantidades de

flavonoides.

Verificou-se a impossibilidade de quantificar os diferentes extratos obtidos em
termos de atividade antioxidante, recorrendo a testes como o DPPH e ABTS, nédo se

tendo obtido resultados coerentes ou concordantes.

Utilizando a ferramenta DX10, foi possivel otimizar as melhores condi¢des para um
compromisso entre o maior rendimento possivel e a maior quantidade de flavonoides,

considerando que variam em sentidos opostos com 0 aumento da razao etanol/agua.

Observa-se que a quantidade de flavonoides e polifendis € menor nos extratos
obtidos com etanol puro, mas o rendimento € maior quando comparados com a

utilizacdo de razdes etanol/agua até 50 %.

Dos testes realizados para o indice de escurecimento em magéas néo foi possivel
obter uma concluséo definitiva em relacdo a capacidade dos extratos em inibirem a
capacidade enzimatica do escurecimento das mesmas, embora 0s extratos com maior

rendimento tenham apresentado melhores resultados, quando comparados com outros.

Futuramente, serd necessario realizar mais testes sobre a capacidade destes
extratos de atuarem na atividade enzimética e consequente indice de escurecimento

das macas, de modo a conseguir-se resultados mais conclusivos.

Sugere-se também a realizagcdo de mais ensaios com outras fra¢des de etanol/agua,

baixando a quantidade de etanol até préximo de zero.

Recomenda-se também, a procura de outras formas de quantificar os compostos
extraidos a nivel de metabolitos secundarios recorrendo a outras técnicas como por

exemplo, ao HPLC.
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7. ANEXOS

ANEXO A — Resultados obtidos na obtencdo do extrato supercritico

Tabela 28 - Resultados obtidos na Extragdo Supercritica com COz, a 400 bar e 60°C.

Ensaios
1

~N o o B~ WD

Tempo
(min)
18,00
15,00
22,90
40,00
60,00
60,00
60,00

Volume CO;
(L)
15,18
13,78
20,63
35,25
56,30
53,74
62,05

Massa
extraida ()
0,074
0,022
0,012
0,013
0,011
0,020
0,022

Rendimento
(%)
0,755
0,225
0,126
0,138
0,202
0,209
0,227

Tabela 29 — Resultados obtidos na Extragdo Supercritica com COz2, a 550 bar e 60°C.

Ensaios

o 01 A W DN P

Tempo
(min)
23,18
23,25
35,08
45,17
60,25
60,17

Volume CO;
(L)
15,90
20,52
30,52
39,89
57,55
56,40

Massa
extraida (g)
0,018
0,015
0,001
0,004
0,013
0,001

Rendimento
(%)
0,185
0,159
0,099
0,039
0,132
0,006
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Tabela 30 - Resultados obtidos na Extragcao Supercritica com COz, a 400 bar, 40°C e 10 % de etanol.

Ensaios Tempo Volume CO; Massa Rendimento
(min) (L) extraida () (%)
1 18,87 12,44 0,064 0,784
2 22,72 15,23 0,048 0,588
3 29,87 20,45 0,011 0,132
4 29,87 19,25 0,005 0,057

Tabela 31 — Resultados obtidos na Extragdo Supercritica com COz2, a 400 bar, 40°C e 10 % de etanol.

_ Tempo Massa Rendimento
Ensaios , Volume COz (L) ]
(min) extraida (g) (%)
1 22,88 3,457 0,013 0,171
2 20,08 7,093 0,018 0,235
3 21,30 7,263 0,016 0,199
4 23,95 8,383 0,035 0,442
5 26,35 8,189 0,020 0,260

ANEXO B — Resultados obtidos na obtencdo do extrato em PLE

Tabela 32 - Resultados obtidos no PLE a 200 bar, 40°C e 1L/min.

_ Volume Massa Rendimento
Ensaios
(mL) extraido (g) (%)
1 9,5 0,081 2,012
2 8,5 0,082 2,057
3 10,0 0,080 1,990
4 11 0,059 1,472
5 14 0,049 1,220
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ANEXO C — Curvas de calibracdo e parametros da regressao linear,

relativo aos diferentes métodos de caraterizacao dos extratos

Trolox

100

80

D
o
1

Trolox
40 -
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0 20 40 60 80 100 120 140
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Figura 21 - Curvas de calibragdo e regressao linear para o antioxidante Trolox referente ao método do
DPPH.

Tabela 33 - Parametros referentes a regressdo ANOVA para o antioxidante, Trolox pelo método de

DPPH.
y=a+ bx
Ordenada na origem -3,836 + 3,993
Declinio 8,10 E-01 + 5,30 E-02
R quadrado 0,994
Trolox Erro padréo da correlacéo y/x 2,361
Limite de detecéo 6,42 pg/mL
Limite de Quantificacdo 21,39 pg/mL
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Figura 22 - Curvas de calibragao e regresséo linear para o antioxidante Trolox referente ao método do
ABTS.

Tabela 34 - Parametros referentes a regressdo ANOVA para o antioxidante, Trolox pelo método do ABTS.

y=a+ bx
Ordenada na origem 5,550 + 3,614
Declinio 5,77E-01 + 3,58E-02
R quadrado 0,996
Trolox Erro padrédo da correlacéo y/x 1,895
Limite de detecdo 7,68 pg/mi
Limite de Quantificagédo 25,59 pg/mi
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Figura 23 - Curva de calibracéo e regresséao linear para o antioxidante Trolox, para o método de reducgao

do ido ferro.

Tabela 35 - Parametros referentes a regressdo ANOVA para o antioxidante Trolox pelo método da

reducéo do ido ferro.

y=a+ bx
Ordenada na origem
Declinio
R quadrado
Trolox Erro padrédo da correlacéo y/x
Limite de detecéo

Limite de Quantificagcdo

1.63E-02 + 3,40E-02
3,62E-03 + 2,74E-04
0,991
2,16E-02
12,13 pg/mi
40,82 pug/ml
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> Polifenois
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Figura 24 - Curva de calibracéo e regresséo linear para o Acido Galico, para o método do teor em

polifendis.

Tabela 36 - Parametros referentes a regressdo ANOVA para o Acido Galico, para determinagéo do teor

em polifendis.

y=a+ bx
Ordenada na origem 9,01E-03 + 1,803E-03
Declinio 2,695E-02 + 5,855E-02
R quadrado 0,991
Acido Gélico Erro padrédo da correlacao y/x 4,047E-02
Limite de detecdo 2,92 ug
Limite de Quantificacéo 9,75 ug
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> Flavonoides
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Figura 25 - Curva de calibracao e regressao linear utilizando catequina, para o método do teor em

flavonoides.

Tabela 37 - Parametros referentes a regressdo ANOVA para a catequina para determinagdo do teor em

flavonoides.

y=a-+ bx
Ordenada na origem
Declinio
R quadrado
Catequina Erro padrédo da correlacao y/x
Limite de detecdo

Limite de Quantificacédo

8,75E-03 £ 1,171E-02
1,56E-03 = 5,30E-05
0,997
1,304E-02
10,24 ug/mi
34,13 ug/ml
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ANEXO D —indice de escurecimento

Tabela 38 - Médias das leituras lidas e valores determinados do indice de escurecimento no instante

inicial.
L*(D65) a*(D65) b*(D65) Bl
Controlo 21,874 2,302 17,593 179,10
Amostra A 10,526 -0,158 14,913 575,48
Amostra B 21,759 -0,366 18,892 163,30
Amostra C 20,618 -1,769 18,882 166,14
Amostra D 17,159 -3,346 18,793 258,21

Tabela 39 - Médias das leituras lidas e valores determinados do indice de escurecimento apés 15

minutos.
L*(D65) a*(D65) b*(D65) Bl
Controlo 16,757 3,614 18,947 327,11
Amostra A 13,132 2,072 16,741 433,17
Amostra B 22,024 -0,331 18,463 148,40
Amostra C 15,833 -0,927 18,001 293,15
Amostra D 16,626 -1,087 17,872 298,07

Tabela 40 - Médias das leituras lidas e valores determinados do indice de escurecimento apos 30

minutos.
L*(D65) a*(D65) b*(D65) Bl
Controlo 32,749 4,109 22,687 139,47
Amostra A 27,408 2,899 20,751 143,31
Amostra B 35,747 0,269 20,725 86,97
Amostra C 37,363 0,324 20,534 77,50

Amostra D 35,414 -0,954 21,461 84,66



ANEXO E - Divulgacdo de trabalho realizado para a comunidade

cientifica

Comunicacao em poster

“Extracdo da Codium Tomentosum”, P. Castro, M.P. Robalo, J.P. Coelho. iFEQB
2019- F6érum de Engenharia Quimica e Biolégica, 7-9 Maio, ISEL. Lisboa,
Portugal;

“On the Microwave Assisted Extraction of High Added Value Compounds from Spent
Coffee Grounds”, J.A.P. Coelho, S. Boyadjieva, M. P. Robalo, P. Castro, R.P.
Stateva. Tenth Jubilee National Conference on Chemistry. 2019 International
Year of the Periodic Table of Chemical Elements, 26-28 September 2019, House
of Science and Technology Federation of the Scientific Engineering Unions, Sofia,
Bulgaria.
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