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Palavras-chave

Resumo

Cardo, Cynara cardunculus L., cinaropicrina,
propriedades anti-tumorais, extracdo, solucdo aquosa,

liquidos i6nicos, recuperacao.

O desenvolvimento de estratégias sustentaveis para a
extracao e recuperacdo de compostos naturais de valor
acrescentado a partir de biomassa € um requisito
fundamental para a sua valorizagdo. A cinaropicrina,
um dos componentes principais do Cynara
cardunculus L. (cardo), exibe uma ampla gama de
atividades bioldgicas, incluindo anti-inflamatdrias e
anti-tumorais, sendo assim considerado de grande
interesse.

Com o objetivo de evitar 0 uso de solventes organicos
volateis, neste trabalho estudaram-se solucdes aquosas
de liquidos idnicos (LIs) para a extracdo da
cinaropricina do Cynara cardunculus L. (cardo). Os
Lls estudados envolvem cloretos de imidazélio e
alcanoatos de colinio. Estudaram-se também solucdes
aquosas de surfactantes convencionais para avaliar o
seu desempenho face as soluc@es de LIs. As condi¢Bes
operacionais estudadas para optimizar a extracdo da
cinaropricina incluem a concentracdo, a razdo
solido/liquido  (biomassa/solvente), o tempo de
extracdo e a temperatura.

O rendimento de extragdo mé&ximo da cinaropicrina,
com solugdes aquosas de LIs foi de 4,09 m/m%. Este
valor é proximo do obtido com diclorometano
(4,53 m/m%).

Assim, a utilizacdo de solugdes aquosas de LlIs para a
extracdo da cinaropicrina a partir da folha do cardo
representa uma alternativa relevante para reduzir o
impacto ambiental dos processos de extragcdo deste

composto e melhorar a sua sustentabilidade.






Keywords

Abstract

Cardoon, Cynara cardunculus L., cynaropicrin,
antitumor properties, extraction, aqueous solutions,

ionic liquids, recovery.

The development of sustainable strategies for the
extraction and recovery of increased-value natural
compounds from biomass is a crucial requirement for
the valorization. The cynaropicrin, one of the main
components present in Cynara cardunculus L.
(cardoon), displays a wide range of biological
activities, including anti-inflammatory and antitumor,
and therefore considered of great interest.

Aiming at avoiding the use of volatile organic
solvents, in this work, aqueous solutions of ionic
liquids (ILs) were investigated. The ILs studied
comprise imazolium chlorides and cholinium
alkanoates. Aqueous solutions of conventional
surfactants were also prepared and used to compare
with the performance of ILs for the extraction of
cynaropicrin. The operating conditions evaluated to
increase the extraction yield of cinaropricin include
the concentration, the solid/liquid (biomass/solvent)
ratio, extraction time and temperature.

The maximum extraction yield of cinaropicrin with
aqueous solutions of ILs was 4.09% w/w. The value is
near to the one obtained with dichloromethane,
namely 4.53% wi/w. Therefore, the use of ILs aqueous
solutions for the extraction of cynaropicrin from
cardoon leaf represents a relevant alternative to reduce
the environmental impact of extraction methods of this

compounds and to improve their sustainability.
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1 - Introducao






1.1 - Considerac0es gerais sobre Cynara cardunculus L.

1.1.1 - Taxonomia e distribuicdo geogréfica

A Cynara cardunculus L. (Figura 1), usualmente designado por cardo-do-coalho, cardo
espanhol ou simplesmente cardo, é uma das espécies do género Cynara mais abundantes
em Portugal. E membro da familia Compositae (Asteraceae), dentro de um grupo

relativamente pequeno de espécies que compreende cerca de oito taxas [1].

Figura 1 - Cynara cardunculus L..

O género Cynara € constituido por oito espécies, nomeadamente C. cardunculus L., C.
syriaca Boiss., C. auranitica Post, C. cornigera Lindley, C. algarbiensis Cosson, C.
baetica (Spreng.) Pau, C. Cyrenaica Maire e C. humilis L. [2]. A C. cardunculus L.
encontra-se presente em quase toda a costa mediterranica, e é constituida por duas
subespécies selvagens, nomeadamente subsp. cardunculus e subsp. Flavescens, que
diferem nas caracteristicas das bracteas e na sua distribuicdo geografica [2]. A primeira
subespécie estd mais presente na zona oeste do mediterraneo, nomeadamente no Chipre,
Grécia, Itdlia Central e Sul, Sicilia e Sardenha, enquanto a segunda € mais comum na
Peninsula Ibérica e na regido Macaronésia [2]. Cada cardo produz entre 600 e 30000
sementes que sdo dispersas pelo vento, embora a planta também pode ter reproducgéo

vegetativa [3].



1.1.2 - Carateristicas morfolégicas do cardo

A C. cardunculus L. é uma espécie que pertence a classe das angiospermicas
eudicotiledonea (plantas que apresentam grdo de polen triaperturado, caracteristica
derivada de um ancestral comum). O cardo é subclassificado em trés variedades:
sylvestris (Lamk) Fiori (cardo selvagem), scolymus (L.) Fiori (alcachofra) e altilis DC
(cardo cultivado) [4]. Na Figura 2 estdo representadas as variedades anteriormente

referidas, e as principais diferencas morfoldgicas entre cada uma delas.

Figura 2 - Imagens das trés variedades de C. cardunculus L.: (A) sylvestris (Lamk) (cardo selvagem); (B)
scolymus (L.) Fiori (alcachofra); (C) altilis DC (cardo cultivado) [4].

O cardo selvagem (Figura 2 A) caracteriza-se por ser uma planta perene com estames
eretos, possuir uma roseta, folhas espinhosas e caules ramificados com capitulos florais
de cor azul-violeta, agregadas na base de cada segmento [5]. A alcachofra (Figura 2 B)
foi domesticada através do alargamento dos capitulos florais, exibindo brécteas
entalhadas na ponta. O cardo cultivado (Figura 2 C) difere do cardo selvagem por ser
maior em altura, ter inflorescéncias de maior tamanho, ndo possuir espinhos nos caules
por estes serem mais grossos [4,6]. Esta subclasse tem sido considerada uma cultura com
potencial de exploragdo agro-industrial sustentavel [7,8] nos paises do sul da Europa e
dos solos Mediterranicos [7,9], por ser resistente e robusta face as condigdes climatéricas
[10].

1.2 - Aplicacdes de C. cardunculus L.

A C. cardunculus pode ser cultivada como uma cultura perene com uma produtividade
anual que varia entre 15 e 24 ton/ha [10]. Esta planta apresenta potencial utilizacdo como
biocombustivel sélido ou na producéo de pasta de papel, e o 6leo das sementes para a

producéo de biodiesel [7,8,11]. Por outro lado, varios autores reportaram a utilizacdo de
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C. cardunculus L. para outras aplicacdes, como a utilizacdo das folhas na alimentagéo
humana da zona mediterranica [7].

As proteinas asparticas, dos extratos aquosos da parte das flores do cardo, tém sido
utilizadas durante séculos como coagulantes vegetais (substituto do coalho) para
producdo de queijos de ovelha tradicionais na peninsula ibérica [12]. Hoje em dia, 0
queijo de ovelha produzido com extratos de cynara tornou-se um produto bastante
procurado devido as suas propriedades organoléticas Unicas [7].

A extracdo e a aplicacdo de compostos bioativos a partir do cardo constitui outra area de
interesse crescente, estando neste grupo quatro compostos particularmente importantes e
procurados pela indUstria farmacéutica, nomeadamente a inulina, a cinarina, a silimarina
e a cinaropicrina [13]. A inulina, que se encontra na raiz, € um oligossacérido que possui
um efeito benéfico na flora intestinal humana [13]. Os trés altimos, sdo compostos
amargos, que se encontram nas folhas e podem estimular a secrecdo dos sucos digestivos,
especialmente 0 aumento da segregacdo da bilis pelo figado, descongestionando-o e
facilitando a digestdo, além de diminuir os niveis de colesterol no sangue [13,14].

1.3 - Composicédo quimica da C. cardunculus L.

A composicdo quimica de C. cardunculus L. serd descrita em trés partes morfologicas
distintas: o caule, a capitula e as folhas (Tabela 1).

Ramos et al. [15] demostraram que as folhas do cardo apresentam um maior rendimento
de extracdo de compostos lipofilicos, 17 vezes superior aos obtidos para o caule. Os
principais compostos lipofilicos identificados nas folhas do cardo foram compostos
aromaticos, acidos gordos, alcoois alifaticos de cadeia longa, lactonas sesquiterpénicas

esterois e triterpenos pentaciclicos.



Tabela 1 - Rendimentos da fracéo lipofilica (extrato em diclorometano) nas diferentes partes morfologicas
do C. cardunculus L. [15].

Parte morfoldgica Rendimento da Extragdo
(% m/m)

Interior 1,0

Caule
Exterior 2,0
Receptaculo e Brécteas 3,3

Capitula

Flor 45
Folhas 17,3

Na Tabela 2 descrevem-se de forma resumida as principais familias de compostos

lipofilicos presentes nas folhas de cardo [15].

Tabela 2 - Composicdo (g de composto / kg de folha seca) da fracdo lipofilica presentes nas folhas de
Cyanra cardunculus L. [15].

Folhas
Compostos
(g de composto/kg da folha seca)

Compostos aromaticos 0,5
Acidos gordos 3,7
Alcoois alifaticos de cadeia longa 1,8
Lactonas sesquitérpenicas 9,5
Grosheimina 6,2
Deacilcianropicrina 0,8
Cinaropicrina 8,7
Esterdis 1,3
Triterpenos pentaciclicos 13,9

Os compostos lipofilicos extraidos em maior quantidade das folhas do cardo (Tabela 2)
sdo as lactonas sesquiterpénicas (LSTs), uma classe de sequiterpendides que se encontram
amplamente distribuidas nas plantas [15]. Dentro das lactonas sesquiterpenicas, a
cinaropicrina (Figura 3) € o composto mais abundante nas folhas de Cynara cardunculus
L., representando cerca de 84% do contetdo total de lactonas sesquiterpénicas [15]. A

importancia deste composto deve-se as inimeras atividades biologicas que apresenta tais




como propriedades anti-inflamatorias e anti-cancerigenas com elevado interesse para as
indstrias farmacéuticas [16]. Esta molécula contribui de forma determinante para o sabor
amargo e peculiar desta planta [14]. Paralelamente é muito solGvel em &lcoois e possui
uma solubilidade baixa em agua, cerca de 1,75 g/L a 20°C [17]. Perante as inUmeras
propriedades e aplicagdes, a extracdo deste composto bioativo de elevado valor comercial
(18,3 €/mg, quando possui um grau de pureza de 97.5%) [18] a partir do cardo considera-

-se extremamente importante, contribuindo assim para a valorizacdo destas espécies.

Figura 3 - Estrutura quimica da cinaropicrina.

Além dos compostos referidos anteriormente, varios estudos demonstraram também a
presenca de compostos fendlicos no cardo, nomeadamente polifendis, flavondides,
taninos condensados, entre outros [11,19,20]. Hoje em dia, os compostos fendlicos de
origem vegetal também tém sido considerados como substituintes de antioxidantes

sintéticos na industria alimentar.

1.4 - Atividade biologica da cinaropicrina

O cardo contém imensos compostos provenientes do metabolismo secundario que sédo
usados na medicina moderna. A cinaropicrina, como muitas outras lactonas
sesquiterpénicas, apresenta varias propriedades medicinais, que se encontram
referenciadas mais abaixo, entre as quais a sua atividade anticancerigena [21]. A
cinaropicrina é caracterizada por poder reagir com os grupos sulfidrilo de residuos de
cisteina [22,23], apresentando forte atividade citotoxica e destruindo, em concentragdes
muito baixas, células tumorais [24]. Cho et al. [25] demonstraram que a cinaropicrina
apresenta propriedades inibitérias da producédo do fator de necrose tumoral-a (TNF-a), 0
qual esta envolvido em processos inflamatorios e tumorais. Além disso, a eficiéncia da

cinaropicrina foi comparada a prednisolona, um potente anti-inflamatdrio da familia dos



glicocorticéides [25], demonstrando que aquele composto pode interferir na resposta
inflamatoria através da inibicdo da produgdo de mediadores inflamatorios. O seu efeito
inibidor é controlado pela conjugacdo com os grupos sulfidrilo das proteinas em causa
[25]. Também ja foi evidenciado que a cinaropicrina impede o fotoenvelhecimento da
pele e possui um efeito benéfico significativo no tratamento de lesées da mucosa géstrica,
evitando a gastrite aguda [14]. Pandey et al. [21] demonstraram ainda que a cinaropicrina
possui efeitos imunomoduladores e inibe a proliferacdo de linhas celulares de cancros
como a leucemia ou o linfoma.

Dado o seu elevado interesse, este trabalho visa a utilizacdo de solucdes aquosas de LlIs,
como potenciais solventes alternativos face aos solventes organicos voléteis tradicionais,

para a extracdo da cinaropricina.

1.5 - Extracdo de compostos bioativos a partir da biomassa

A extracdo e a purificacdo sao etapas fundamentais para a obtencdo de compostos de alto
valor acrescentado a partir de fontes naturais. A utilizacdo de uma técnica de extracéo
adequada é determinante para a identificacdo e caracterizacdo de compostos bioativos
assim como para a sua obtencdo em larga escala [26]. A escolha do solvente de extragéo
é essencial para obter um bom rendimento e seletividade do processo em relacdo ao
composto pretendido [27], bem como para permitir a implementacdo de um processo
sustentavel e ambientalmente aceite.

As técnicas de extracdo convencionais existentes, como a extracdo por Soxhlet,
maceracao, decocc¢do e hidrodestilacdo [27,28], baseiam-se na capacidade de extracao dos
solventes utilizados e na utilizacdo de calor e/ou agitacdo. A técnica de decoccdo consiste
em manter o material vegetal em contato com um solvente (normalmente agua) em
ebulicdo durante um tempo determinado. A aplicacdo desta técnica é restrita, uma vez
gue muitas substdncias naturais sdo suscetiveis de degradacdo com aquecimento
prolongado. A hidrodestilacdo é geralmente usada para extrair 6leos essenciais de forma
muito seletiva, com recurso a uma corrente de vapor de dgua que rompe 0s tecidos
vegetais libertando as goticulas de 0leo que séo arrastadas pela corrente de vapor. A
extracdo solido-liquido (S-L) é uma técnica convencional de extracdo dos compostos de
interesse a partir de uma matriz sélida utilizando um solvente apropriado. Este tipo de
extragdo € uma operacdo unitaria simples, muito usada para isolar diversos

extratos/compostos a partir da biomassa, devido a sua facil utilizacdo e pelo fato de ser



apropriada para processos em larga escala [26,29]. A extracdo em Soxhlet é também um
processo de extragdo S-L, sendo uma alternativa a maceragdo convencional. Este método
envolve a extracdo continua de uma amostra solida com uma quantidade limitada de
solvente, devido aos varios ciclos sequenciais de destilagdo/condensacdo do solvente
sobre a amostra [30]. Apesar da sua simplicidade (Figura 4), a sua utilizacdo em larga
escala e vista como desvantajosa, uma vez que se trata de um método moroso e que requer
um elevado consumo energético além de usar solventes orgénicos volateis, que em alguns
casos sdo toxicos [31,32]. Além disso, as temperaturas empregues, proximas do ponto de
ebulicdo do solvente utilizado, podem ndo ser adequadas quando na presenca de
compostos termolébeis. E de salientar que alguns dos estudos de caracterizagio da fragdo
lipofilica do cardo foram realizados utilizando extracdo em Soxhlet com diclorometano
durante 7 horas [15]. O diclorometano € o solvente escolhido neste caso porque é um

solvente relativamente selectivo para compostos lipofilicos.
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Figura 4 - Sistema de extracdo em Soxhlet.

Apesar destas técnicas continuarem a ser as mais empregues, apresentam desvantagens,
nomeadamente, 0 uso de solventes organicos, longos tempos de extracdo, temperaturas
elevadas, necessidade de evaporacdo de grandes quantidades de solventes, baixa
seletividade e, em alguns casos levam a degradacao de compostos termolabeis [28]. Para
superar estas dificuldades, tém sido introduzidas novas técnicas de extracéo,
nomeadamente, a extracdo assistida por ultrassons, micro-ondas, e extragdo com fluidos

supercriticos, liquidos ionicos, solventes eutéticos profundos, entre outros [27,28,31,33].



A extragdo com fluidos supercriticos (SFE), em particular com CO; (SC-CO), tem sido
proposta como uma alternativa a extracdo com solventes convencionais. Um fluido no
estado supercritico tem propriedades de penetracdo e de transporte proximas de um gas,
mas atua como um liquido dissolvendo os compostos de uma determinada matriz. A
eficiéncia e a seletividade da SFE podem também ser controladas através do controlo de
pressdo, de temperatura e de adi¢do de um co-solvente. O didxido de carbono tem sido o
fluido mais utilizado devido aos seus valores de pressao e temperatura critica e pelo fato
de néo ser toxico [27,34]. No entanto, o SC-CO- é mais eficaz para compostos apolares,
embora as suas propriedades de extracdo possam ser igualmente ajustadas como acima
referido. Contudo, o investimento necessario para o estabelecimento deste método é
elevado, pois requer equipamentos complexos e elevadas pressoes [27].

Apdbs a extracdo é necessario utilizar técnicas analiticas para caraterizar 0s extratos
obtidos. A composicdo quimica destes é principalmente avaliada por cromatografia
gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS) e/ou por cromatografia liquida de
elevada eficiéncia combinada com espetrometria de massa (HPLC-MS) [4]. Algumas
lactonas sesquiterpénicas [35], triterpenos pentaciclicos [36] e compostos fendlicos
[35,37] isolados a partir de C. cardunculus L., foram primeiramente caracterizados por
GC-MS e HPLC-MS, e adicionalmente foi confirmada a estrutura de alguns destes

compostos por RMN [4].

1.6 - Liquidos idnicos como solventes alternativos

Os liquidos ionicos (LIs) sdo sais constituidos por catides organicos de grandes dimensdes
e anifes que podem ser organicos ou inorganicos. Estes sais apresentam uma temperatura
de fusédo inferior a 100°C, sendo que um numero consideravel se encontra no estado
liquido a temperatura ambiente [38]. Os seus baixos pontos de fusdo, comparativamente
com os sais comuns, devem-se as fracas ligacdes electroestaticas e baixa simetria, 0 que
dificulta o seu empacotamento e inibe a formacédo de uma estrutura cristalina organizada
[31,39,40]. A sua natureza ionica faz com que estes solventes apresentem propriedades
fisicas e gquimicas muito vantajosas quando comparadas com o0s solventes organicos
comuns, tais como a sua baixa volatilidade e a sua elevada capacidade de solvatacao para
compostos polares e apolares, elevada estabilidade térmica e quimica, serem nao-
inflamaveis e o fato de se manterem liquidos numa larga gama de temperaturas [41-43].
A forma como as suas propriedades podem ser manipuladas por escolha do catido e do
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anido é uma vantagem adicional pois permite a alteracdo das suas caracteristicas fisico-
quimicas de forma a otimizar uma determinada aplicacdo, como é o caso da extracdo de
um determinado composto [31,42,44]. Existe um elevadissimo nimero de possiveis
combinacOes de catides e anides para LIs, conferindo-lhes a designacdo de “designer
solvents” [38,45]

De entre o vastissimo leque de catides de LIs, os mais utilizados sdo baseados num
namero restrito de familias, como imidazolio, pirrolidinio, piridinio, piperidinio, aménios
ou fosfénios quaternarios, combinados com uma enorme variedade de anides, desde 0
cloreto, brometo, hexafluorofosfato, tetrafluoroborato, entre muitos outros [31,42].

Algumas destas estruturas ionicas e respetivas abreviaturas estdo representadas na

Figura 5.
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Figura 5 - Estruturas quimicas, nomes e abreviaturas de alguns catifes e aniGes de LlIs.

Os LlIs tém sido aplicados em diversas areas, como na sintese organica,
catélise/biocatélise, em rea¢Ges quimicas, em bioprocessos, processos de extracdo e de
separacdo [39,43]. No entanto, apesar de todos os beneficios ambientais que os LlIs
possam apresentar, estes ndo sdo completamente desprovidos de toxicidade [39,42].
Embora possam diminuir o risco de poluigdo, devido a sua baixa pressao de vapor, alguns

podem ter uma solubilidade significativa em &gua podendo assim representar uma
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potencial ameaca para 0s organismos aquaticos [39,42]. Segundo alguns estudos, a
toxicidade dos Lls € determinada primordialmente pela natureza do catido e esta
diretamente correlacionada com o comprimento da cadeia alquilica lateral [39,42].
Assim, a procura de anides e catibes mais biodegradaveis, biocompativeis, ndo toxicos e
menos dispendiosos tem recebido um especial destaque nos Gltimos anos [31]. Alguns
exemplos incluem LIs obtidos a partir de acidos carboxilicos, aminoacidos, colina, entre
outros [31].

No entanto, o uso de LIs em processos de extracdo, em alternativa aos solventes
tradicionais, tem despertado grande atencdo, pela sua capacidade de melhorar os
rendimentos, a seletividade e a velocidade de extracdo [46] como sera detalhadamente
discutido na secgéo seguinte.

1.7 - Extracdo e isolamento de compostos de valor acrescentado a

partir da biomassa utilizando liquidos ionicos

Um dos principais desafios para uma extracdo eficiente de compostos de valor
acrescentado a partir de fontes naturais reside na substituicdo dos solventes comuns por
solventes mais seletivos, mais eficientes, mais benignos e pela otimiza¢do do método de
extracdo de forma a conseguir processos mais rapidos, com menor custo associado e mais
sustentaveis. De acordo com a literatura [31], a larga maioria dos estudos de extracdo de
compostos de valor acrescentado utilizando LIs puros ou solugdes destes empregaram
extracOes do tipo solido-liquido (S-L). Contudo, de forma a obter melhores rendimentos
de extracdo, em cerca de dois tercos dos trabalhos a extracdo envolveu o recurso a
irradiacdo com micro-ondas ou ultrassons [31].

Com base na revisdo de Passos et al. [31] os LIs devem ser selecionados dependendo do
composto de interesse de modo a melhorar a seletividade e a eficiéncia de extracdo, bem
como pelo seu custo e capacidade de recuperagéo e reutilizagcdo do LI. De acordo com
Passos et al. [31], as trés principais abordagens para extrair compostos bioativos de fontes
naturais envolvem LIs puros, e solucBes aquosas ou alcodlicas (etanol ou metanol) de LlIs.
De uma forma geral, a utilizacdo dos LIs puros é viavel apenas quando aqueles sdo
liquidos a temperatura ambiente e apresentam baixas viscosidades. No caso de serem LIs
Viscosos, a eficiéncia de extracdo sera baixa devido a fraca penetracdo destes na biomassa
[31]. Além disso, sdo frequentemente necessarias temperaturas elevadas quando se

trabalha com LIs puros quer para exceder o seu ponto de fusdo, quer para reduzir a sua
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viscosidade, o que pode levantar problemas de degradacdo de componentes termolabeis
e encarece 0 processo. Contudo, algumas destas limitac6es podem ser superadas atraves
da utilizacdo de solucbes de LIs em agua ou alcoois, o que reduz a viscosidade e permite
que o processo de extracdo ocorra a temperaturas mais baixas, aléem de reduzir a
quantidade de LIs usados e o custo associado [31]. Além disso, ja foi provado por Claudio
et al. [47] que solucBes aquosas de LIs aumentam de forma muito significativa a
solubilidade de alguns compostos comparativamente com a sua solubilidade em agua ou
no LI puro. Para além das vantagens acima referidas, alguns autores mostraram a
capacidade dos LIs atuarem como surfactantes [48,49] ou hidrotropos [50] quando em
solucdo aquosa, 0 que permite aumentar significativamente a solubilidade de compostos
poucos sollveis em agua e por sua vez aumentar o rendimento de extracdo [50].

Apesar do bom desempenho dos Lls e respetivas solucdes aquosas na extracdo de
compostos de valor acrescentado a partir da biomassa, 0 Sseu posterior
isolamento/purificacdo tem sido um desafio, uma vez que a auséncia de presséo de vapor
é aqui uma desvantagem. Assim, vérias abordagens alternativas tém sido estudadas com
vista a recuperacdo de diferentes familias de compostos naturais a partir dos meios de

extracdo baseados em LlIs (Tabela 3).

Tabela 3 - Métodos utilizados na recuperagdo de extratos a partir de LIs (adaptado de [31]).

Familia de compostos Método de isolamento
Alcaloides Re-extragdo com solventes organicos.
Flavonoides Destilacédo do LI.

Extracédo de fase solida.

Terpenoides Hidrodestilac&o.

Precipitacdo com agua.

Resina de troca idnica.

Compostos aromaticos
Destilagdo do L.

Precipitacdo com agua.

Misturas naturais .
Resina macroporosa.

Destilacdo do L1I.

Outros = .
Re-extracdo com solventes organicos.

Apesar de os Lls serem solventes mais dispendiosos, permitem aumentar

consideravelmente a eficiéncia de extragdo contribuindo assim para uma reducdo
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consideravel do custo associado ao processo [31,43]. Segundo Passos et al. [31] os LIs
apresentam inimeras vantagens e ndo devem ser descartados com base apenas no seu
preco. A deciséo de utilizar LIs como solventes alternativos deve ter em conta a eficiéncia
do processo, a possibilidade de reutilizar e reciclar os solventes, o valor comercial dos

produtos de valor acrescentado que vao ser extraidos e o custo do L1I.

1.7.1 - Caracterizacdo dos LIs: Parametros solvatocromicos

Para uma aplicacdo eficaz de LIs como substitutos dos solventes organicos volateis em
diversas &reas, é crucial conhecer/explorar as suas propriedades, de modo a definir o
solvente com propriedades adequadas para um determinado fim [51]. Quando o solvente
é um LI, uma das caracteristicas mais importantes sao as interac@es especificas entre o
solvente e o soluto [47], 0 que pode ser previsto pela avaliacdo da polaridade de ambos
[52]. Um dos métodos frequentemente utilizados para estimar a capacidade de solvatagdo
dos LIs é a determinacdo dos parametros solvatocromicos ou parametros Kamlet-Taft
(KT), que se baseiam na analise do comprimento de onda maximo obtido por
espectroscopia de UV-Vis resultante da interacao entre o LI e corantes especificos [51].
Existem 3 parametros de KT, nomeadamente ¢, e 7* que quantificam a capacidade do
solvente para doar protfes (acidez), para aceitar protdes (basicidade) e polarizabilidade,
respetivamente [53]. Estes parametros podem ainda ser utilizados para prever outros
parametros, como frequéncias espectrais, solubilidade, constante de equilibrio e
constantes de velocidades [54]. Além dos parametros de KT, a escala mais utilizada € o
E7(30), uma medida da polarizabilidade do solvente, contudo também é sensivel a
ligacGes por pontes de hidrogénio [55].

Os dados publicados de «, p e n  para Lls sdo bastante restritos e dependem
principalmente do conjunto de corantes solvatocrémicos utilizados [52]. Para a maioria
dos solventes, e em particular para os liquidos i6nicos, os corantes mais utilizados estdo

representados na Figura 6.
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Figura 6 - Corantes utilizados para a determinacgéo de parametros solvatocrdmicos de Lls: i) N,N-dietil-4-
nitroanilina; ii) Reichardt; iii) 4-nitroanilina.

Recentemente, Claudio et al. e Kurnia et al. [51] propuseram diversas equacfes para
prever os parametros Kamlet-Taft em LIs, nomeadamente « e . Os autores [47,51]
correlacionaram os valores reais dos parametros Kamlet-Taft com os valores das energias
do par catido-anido de um determinado LI previstas pelo modelo COSMO-RS
(COnductor like Screening MOdel for Real Solvents) e propuseram uma ferramenta

alternativa para obter os parametros a e .
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1.8 - Objetivos

Considerando o elevado interesse no desenvolvimento de um processo eficiente de
extracao e isolamento da cinaropicrina a partir da folha de C. cardunculus L., bem como
o0 potencial das solugdes aquosas de LIs na extracdo de compostos naturais, nesta tese serd
estudada a utilizacdo de solugOes aquosas de LIs como alternativa aos solventes organicos
volateis para viabilizar esse processo. De forma a atingir este objetivo, em primeiro lugar
determinaram-se 0s parametros solvatocromicos de solugdes aquosas de alguns LlIs,
envolvendo cloretos de imidazolio e alcanoatos de colinio, de modo a utilizar esta
informacdo que caracteriza as propriedades do solvente a par com os resultados de
extracdo da cinaropricina. As condicBGes de extracdo com as solucBes aquosas de LlIs
foram optimizadas, nomeadamente em termos de concentracédo de LI, tempo de extracao,
temperatura e razdo solido-liquido (biomassa-solvente) de forma a obter um maior
rendimento de extracdo da cinaropicrina, permitindo por sua vez o desenvolvimento de
um processo alternativo mais sustentavel. Também se avaliou a performance das solugdes
aquosas de surfactantes tradicionais para comparacgdo directa com os resultados obtidos

com os Lls.
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2 - Materiais e metodos






2.1 - Amostras e reagentes
2.1.1 - Amostras

Neste trabalho utilizaram-se amostras de folha de C. cardunuculus L. fornecidas pelo
Centro de Biotecnologia Agricola e Agro-Alimentar do Alentejo (Cebal), com uma
granulometria entre 40-60 mesh, que ap6s secagem foram armazenadas a temperatura

ambiente em local seco.

2.1.2 - Reagentes

Neste trabalho foram utilizados os seguintes LlIs: cloreto de 1-butil-3-metilimidazdlio,
[Cemim]Cl; cloreto de 1-decil-3-metilimidazdlio, [Ciomim]Cl; cloreto de
1-dodecil-3-metilimidazélio, [Ci2mim]Cl; cloreto de 1-metil-3-tetradecilimidazolio,
[C14mim]CI; cloreto de 1-metil-3-octadecilimidazoélio, [C1smim]Cl; octanoato de colinio,
[Ch]Cs; decanoato de colinio, [Ch]C1o; dodecanoato de colinio, [Ch]C12; tetradecanoato
de colinio, [Ch]C1s. Todos os Lls derivados do catido imidazolio foram adquiridos
comercialmente na lolitec, apresentando um grau de pureza superior a 98 % m/m. Os
alcanoatos de colinio foram sintetizados no laboratério, utilizando como reagentes
hidroxido de colinio (Sigma 45% de metanol) e os respectivos &cidos carboxilicos: acido
octanoico (99 % m/m), &cido decandico (97,8% m/m) e &cido dodecandico (97,8 % m/m)
da Aldrich. Para além dos Lls, também se estudaram surfactantes convencionais,
nomeadamente o dodecilsulfato de sdédio (SDS), genapol C-100, cloreto de
hexadecilpiridinio mono-hidratado (CPC), e cloreto de (1-hexadecil)trimetilamonio
(CTAC), obtidos da Alfa Asear, dodecilfenilsulfato de sédio (SDBS) da Sigma Aldrich e
o brometo de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) da Fluka. Todos os surfactantes utilizados
apresentavam um grau de pureza superior a 99 % m/m, exceto no caso do CTAC que
apresenta um grau de pureza de 96 % m/m. Os solventes utilizados foram: diclorometano,
acetonitrilo, metanol, acetona, n-hexano e etanol obtidos da Fisher Chemical. Estes
solventes apresentam grau de pureza igual a 99,9 % m/m, excepto o n-hexano e etanol
com grau de pureza igual a 95% m/m. A cinaropicrina foi adquirida comercialmente a
Extrasynthese, com um grau de pureza > 97.5 % m/m. Os corantes utilizados para a
determinacdo dos parametros solvatocromicos foram o N,N-dietil-4-nitroanilina da
Fluorochem, o de Reichardt e 4-nitroanilina da Aldrich. Todos os corantes utilizados
apresentam um grau de pureza igual a 99% m/m, exceto o corante de Reichardt que

apresenta um grau de pureza igual a 90 % m/m.
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2.2 - Andlise da composic¢éo quimica do extrato lipofilico das folhas de

C. cardunculus L.

As amostras das folhas de cardo foram previamente submetidas a um ensaio de
determinacéo do teor de humidade: foi colocada cerca de 1 g de amostra na estufa a uma
temperatura de 105°C durante 72h até peso constante. Esta determinacéo foi realizada em
duplicado.

Para extrair a fracdo lipofilica foi realizada uma extracdo de uma amostra de folhas de
cardo (cerca de 3g (peso seco)) em Soxhlet com diclorometano durante 6 horas. O
solvente foi removido recorrendo a um evaporador rotativo (modelo R-210 da Buchi,
Switzerland), e o extrato foi pesado. O diclorometano foi selecionado por ser um solvente
com afinidade para compostos lipofilicos [15].

Posteriormente, para a caracterizagdo do extrato por GC-MS [4,15], uma aliquota com
cerca de 10 mg de extrato foi dissolvido em 250 pL de piridina com padrdo interno
(tetracosano) numa concentracdo de 2,39 mg/mL e foi trimetilsililado pela adicdo de
250 pL de N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) e 50 pL de
trimetilclorossilano (TMSCI), como catalisador. A mistura reacional foi colocada sob
agitacdo a 70°C durante 30 minutos. A analise por GC-MS dos extratos derivatizados foi
realizada com recurso a um equipamento Trace Gas Chromatograph equipado com um
espetrometro de massa DSQ 11, ambos da Thermo Scientific. A separacdo dos compostos
foi realizada numa coluna capilar DB-1 J&W (30mx0,32mm de didmetro interno e 0,25
pum de espessura de filme), utilizando hélio como gas de arraste (35cm/s). As condicdes
cromatograficas foram as seguintes: temperatura inicial de 80°C durante 5 minutos;
aumento de 4°C/min até 260°C, seguido de um aumento de 2°C/min até 285°C, sendo a
temperatura mantida durante 10 minutos, temperatura do injetor de 250°C, temperatura
da linha de transferéncia de 290°C e uma razao de split de 1:50. O espectrometro de massa
foi usado no modo de impacto eletronico a uma energia de 70eV e os dados obtidos foram
recolhidos a uma taxa de 1scan/s, na gama de m/z 33-700. A fonte de ionizagdo foi
mantida a 250°C.

Uma vez que os estudos seguintes foram feitos em solug¢fes aquosas procurou-se também
verificar a estabilidade da cinaropicrina nestas condigdes. Para isso, pesou-se cerca de
39,5 mg do extrato em diclorometano, este foi redissolvido em 1 mL de uma mistura

agua:etanol (1:1), a temperatura ambiente, durante 2h, seguido extraido com 2 mL de
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diclorometano, que foi posteriormente seco com o auxilio do evaporador rotativo,
derivatizado, e analisado por GC-MS como acima descrito.
Os compostos foram identificados como derivados de TMS por comparagdo dos seus

espectros, massa e tempos de retencdo caracteristicos com dados da literatura [4,15].

2.3 - Quantificagdo da cinaropicrina por HPLC

2.3.1 - CondigOes cromatograficas

A quantificagdo da cinaropicrina nos extratos foi realizada por um equipamento de
cromatografia liquida de alta pressdo, com detetor diode array (HPLC-DAD), da empresa
Shimadzu, com uma coluna Reprosil C18 de 5um e com um didmetro do poro de 100 A
(dimensdes da coluna 250x4,6mm), da Maisch. A obtencdo dos dados e avaliagdo foram
realizados utilizando o software labsolution. A fase mdvel é constituida por 75% de agua
e 25% de acetonitrilo, com um fluxo de 0,5 mL/min em modo isocratico. A temperatura
da coluna foi mantida a 30°C, e o detetor DAD fixo a um comprimento de onda de
198 nm. O tempo de corrida de cada amostra teve uma duracdo total de 30 minutos.
Todas as solucdes padréo e as amostras foram filtradas através de um filtro 0,45um antes

de cada injecdo.

2.3.2 - Curva de calibracao para quantificacéo da cinaropicrina
As solugdes padréo de cinaropicrina foram preparadas por diluicdo de uma solugéo mae
em metanol de concentracdo 4,09 mg/mL (Tabela 4). Cada solu¢cdo-padrdo foi injetada

em duplicado no HPLC, obtendo-se a curva de calibracdo pretendida.
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Tabela 4 - Solugdes padrdes para a curva de calibracdo da cinaropicrina e respetiva area obtida por HPLC
a 198 nm.

Amostra Ci?;réﬂcir; na Area
A- Sol. mée 409 -
B 3,07 43784366
C 2,04 28043133
D 1,64 23689331
E 1,28 18984213
F 0,82 11981923
G 0,61 9112853
H 0,41 5612518
| 0,26 3402016
J 0,12 1792544

A partir da regressao linear das areas dos picos cromatograficos da cinaropicrina, foi
obtido uma reta de regressdo (Figura 7) com a seguinte equacgdo: y=1,41859x10"x+
125953 com Rz = 10,9985, onde y e X representam, respetivamente, a relacdo entre a area
do pico da cinaropricina e as suas concentragdes. As solucdes padréo foram preparadas e
analisadas em duplicado.
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Figura 7 -Curva de calibragdo para a cinaropicrina (area do sinal versus concentracdo (mg/mL)).
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2.4 - Sintese de alcanoatos de colinio

A diferentes massas/volumes de cada um dos &cidos carboxilicos, nomeadamente
12,23 mL de 4cido octandico, 13,29 g de acido decandico e 15,48 g de acido dodecandico,
adicionaram-se lentamente 20 mL de hidroxido de colina. No caso dos acidos em estado
solido foi necessario dissolve-los previamente em metanol. A sintese dos alcanoatos de
colinio foi realizada por uma reacao acido-base, e de acordo com o procedimento descrito
por Muhammad et al.[56]. O acido que ndo reagiu foi eliminado por precipitacdo com
n- hexano. Todos os vestigios dos solventes (dgua, n-hexano e metanol) foram eliminados
sob vacuo a 50°C, e o LI obtido foi posteriormente seco sob vacuo a 60°C durante 24
horas. Todo o processo acima descrito foi realizado sob uma atmosfera inerte para
prevenir a degradacdo do hidroxido de colina. Os Lls sintetizados mostraram elevado
grau de pureza, sem nenhum sinal de decomposic¢é@o e um rendimento elevado, tendo sido

confirmado por *H e 3C RMN (dados ndo incluidos nesta tese).

2.5 - Determinacgdo da concentracdo micelar critica dos alcanoatos de
colinio

Para determinar a concentracdo micelar critica (CMC) das solucdes aquosas dos
alcanoatos de colinio que foram estudados, [Ch]Cn (n = 8, 10, 12, 14), foi determinada a
condutividade de diferentes solugdes aquosas, utilizando um conductivimetro, Russel RL
105. As medicBes foram realizadas a 25°C. Foram utilizadas solu¢bes aquosas com
concentracgdes iniciais de LI de 816,9 mM, 318,7 mM, 91,1 mM e de 62,9 mM, para 0s
LIs [Ch]Ch (n =8, 10, 12, 14), respetivamente, as quais se adicionou agua Mili-Q gota a
gota sob agitacdo. A CMC foi determinada pela intersecdo de duas funcées lineares, com
declives diferentes, de condutividade em funcdo da concentracdo da solucdo aquosa de
LI

2.6 - Medicdo dos parametros solvatocromicos das solugbes aquosas de
Lls

Para determinar os parametros solvatocromicos, todas as amostras de LI foram secas sob
vacuo, a 50°C durante 48 horas, para remover a agua e eventuais impurezas volateis. Os
parametros solvatocromicos das solucGes aquosas de LIs foram medidos para os seguintes
Lls: [Chmim]Cl (n =8, 10, 12, 14 e 18) e [Ch]C: (n = 8, 10, 12 e 14). Para cada LI foram

preparadas solucGes aquosas nas gamas de concentragdes descritas na Tabela 5.
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Tabela 5 - Concentraces das solugBes aquosas de LI utilizadas para medir os parametros solvatocromicos.

LI Concentracéo (mM)
[Cemim]Cl 10; 100; 250; 500; 1000; 2000
[C1omim]CI 100; 250; 500; 1000; 2000
[C12mim]ClI 10; 100; 500; 750; 1000; 1500; 2000
[C14mim]CI 1; 10; 100; 250; 500; 1000

[Ch]Cs 100; 250; 350; 500; 1000
[Ch]C1o 10; 50; 100; 200; 500
[Ch]Cy2 10; 100; 500; 750; 1000; 1500; 2000
[Ch]Cu14 1; 10; 100; 250; 500; 1000

Retiram-se 400 uL de cada solucdo de LI para um eppendorf ao qual foi adicionado o
corante de modo a emitir cor quando é dissolvido na solucdo aquosa. A quantidade de
corante adicionada depende da absorvancia de cada solucéo. Os corantes utilizados foram
as seguintes: Reichardt, N,N-dietil-4-nitroanilina e 4-nitroanilina. De seguida registaram-
se 0s espectros de UV-Vis, entre 700 nm a 200 nm num intervalo de 0,1 nm, a temperatura
ambiente usando um espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 2. Os parametros
solvatocromicos foram determinados pela identificacio do comprimento de onda

maximo.

2.7 - Extracao da cinaropicrina das folhas de Cynara cardunculus L. com

solucgdes aquosas de L Is, surfactantes e solventes convencionais

O processo de extracdo da cinaropicrina a partir das folhas de C. cardunculus L. foi
realizado com solu¢des aquosas de LlIs (hidrotrépicos e micelares), com solucBes aquosas
de surfactantes tradicionais (nas gamas de concentracdes descritas na Tabela 6) e com

solventes organicos volateis (diclorometano, n-hexano e acetona) e agua.
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Tabela 6 - Concentragdes das solugBes aquosas de LI e das solugBes aquosas dos surfactantes
convencionais usadas na extracdo da cinaropicrina a partir da folha de C. cardunculus L.

Solventes LI Concentractes (mM)
[C2mim]CI 100, 500 e 1000
LIs hidrotopicos [Camim]CI 100, 500 e 1000
[Camim](N(CN)2) 100, 500 e 1000
[Cemim]CI 10, 50, 350, 500 e 1000
LIs micelares ([C1omim]ClI 10, 50, 350, 500 e 1000
catiénicos ([C12mim]ClI 10, 50, 350, 500 e 1000
([C1amim]ClI 10, 50, 350, 500 e 1000
[Ch]Cs 500
LIs micelares [Ch]C10 500
anionicos [Ch]C12 500
[Ch]Cu4 500
CTAC 10, 50, 100, 500 e 1000
SDS 10, 50, 100, 500 e 1000
Surfactantes Genapol C-100 10, 50, 100, 500 e 1000
convencionais SDBS 10, 50, 100, 500 e 1000
CTAB 10, 50, 100, 500 e 1000
CPC 10, 50, 100, 500 e 1000

Para os alcanoatos de colinio utilizou-se apenas a concentracdo de 500 mM, dado que se
obteve uma melhor eficiéncia de extracdo com esta concentracao com as solu¢fes aquosas
de Lls da familia dos imidazolios. Também se procedeu ao estudo com os solventes
tradicionais e com os surfactantes convencionais para complementar e comparar com as
eficiéncias de extracdo obtidas com as solucdes aquosas de Lls.

As primeiras extraces foram realizadas usando 0,25 g de amostra e 2,25 g de solvente e
a extracdo foi realizada durante 2 h a 25°C, sob agitagdo constante a 1000 rpm.
Posteriormente, além dos diferentes LIs e respetivas concentragdes foram igualmente
otimizados o tempo de extracdo (t= 0.5, 1, 2, 3, 5 e 24 h), a temperatura (T= 70, 45, 35 e
25°C) e razdo solido-liquido (Rsi =1:10, 1:20, 1:30 e 1:40). Para determinar o conteudo
de cinaropicrina, no final de cada ensaio, as amostras foram centrifugadas, retirou-se o
sobrenadante e transferiu-se para outro eppendorf. De seguida, retiram-se 200 pL do

sobrenadante e diluiu-se em 800 puL de metanol. Por fim, as amostras foram filtradas com
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0 auxilio de uma seringa com um filtro de 0,45 um e a cinaropicrina foi quantificada por
HPLC.
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3 - Resultados e discussao






3.1 - Caracterizacao do extrato lipofilico das folhas de C. cardunculus L.
por GC-MS

O primeiro passo deste trabalho consistiu na determinagdo do teor de humidade e de
extrataveis das folhas de C. cardunculus L, procedendo-se de seguida a analise do extrato
obtido com diclorometano por GC-MS. Todas as amostras foram analisadas em
duplicado. A percentagem de humidade obtida da folha de C.cardunculus foi de
6,47 £ 0,02. O rendimento de extracdo de extrataveis utilizando diclorometano como
solvente de extracdo foi de (17,48 + 0,09) %. Este resultado é concordante com o valor
reportado por Ramos et al. [15], com um rendimento de 17,3%.

O cromatograma de GC-MS (Figura 8) permite identificar claramente a cinaropicrina
como composto maioritario a um tempo de retencdo de 51,23 min. O perfil
cromatografico obtido é concordante com o anteriormente reportado por Ramos et
al. [15].

A analise por GC-MS também foi utilizada para avaliar a estabilidade da cinaropricina
quando em contacto com A&gua. Para isso, apds a evaporacdo do diclorometano,
redissolveu-se o extrato em 1 mL de mistura agua:etanol (1:1), a temperatura ambiente
por 2 h, sequido de uma nova extragdo com diclorometano (2 mL). Secou-se a amostra,
derivatizou-se a analisou-se por GC-MS.

Analisando o cromatograma de GC-MS verificou-se que ndo houve alteragcdo na
intensidade do pico da cinaropicrina. Assim sendo, como 0 objetivo deste trabalho
consiste em extrair a cinaropicrina com soluc@es aquosas de LlIs, este resultado indica a

viabilidade de utilizar solu¢des aquosas.
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Figura 8 - Cromatograma do extrato da folha do cardo.
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3.2 - Quantificacdo da cinaropicrina por HPLC no extrato em

diclorometano

Antes de estudar a extragdo da cinaropicrina usando solucGes aquosas de Lls, foi
necessario estabelecer e validar o método de quantificagdo por HPLC. Embora a
quantificacdo possa ser levada a cabo por CG-MS [4,15], a utilizacdo de solventes nédo
volateis como os LIs exigiria um processo laborioso prévio para a sua remocao. Por outro
lado, ja foi descrita a quantificagdo por HPLC da cinaropicrina extraida do cardo [57].
Com esta técnica, a presenca de LIs ndo interfere na quantificagdo da cinaropicrina dado

que os tempos de retencao sdo muito diferentes.
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Figura 9 - Cromatograma de HPLC de um extrato em diclorometano de folha de C. cardunculus.

De acordo com o cromatograma apresentado na Figura 9 e comparando com o
cromatograma obtido por GC-MS, verificou-se 0 mesmo perfil de seletividade para a
cinaropicrina. O pico que corresponde ao composto de interesse encontra-se bem

resolvido e é maioritario face aos restantes, com um tempo de retencéo de 27,62 minutos.

3.3 - Determinacdo das Concentracdo Micelar Critica (CMC) dos

alcanoatos de colinio

A determinacdo da CMC ¢ fundamental para qualquer processo de extracdo que envolva
surfactantes. Neste trabalho determinaram-se as CMCs dos alcanoatos de colinios uma
vez que estes dados ndo se encontram disponiveis na literatura para todos os compostos
estudados. A CMC dos [Ch][Cy] foi determinada com base nas curvas de condutividade
em fungéo da concentragdo (mM) do LI, confirmando-se, de acordo com a literatura [58],
que para comprimentos de cadeia n > 8 estes LIs se comportam como surfactantes. e

forma ilustrativa, a condutividade especifica (K) versus concentragdo (mM) da solucéo
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aquosa de [Ch]Cg encontra-se apresentada na Figura 10. Para quase todos surfactantes em

solugdo aquosa, existe uma mudanga substancial do declive no inicio da agregacdo [59].

A descontinuidade entre os dois declives das fungdes lineares indica a CMC [59]. A

condutividade abaixo da CMC deve-se a soma das contribuicdes dos ides livres (0s

monomeros do surfactante comportam-se como eletrolitos fortes), enquanto que acima da

CMC, o aumento da condutividade em funcdo da concentragdo € menor porque as micelas

possuem uma mobilidade inferior do que os ides livres [59,60].

Os valores de CMC obtidos a partir das medi¢des de condutividade encontra-se resumidos

na Tabela 7.
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Figura 10 - Variacdo da condutividade especifica (K) em fun¢do da concentragéo do [Ch]Cs a 308,15 K.

Tabela 7 - Valores das CMC reportados na literatura e/ou obtidos experimentalmente para os alcanoatos

de colinio ([Ch][Cy]) e cloretos de imidazolio ([Cnmim]CI).

CMC (mM)

Lls Valores experimentais Valores da literatura
[Ch]Cs 300,3 383,0 [58]
[Ch]C1o 104,3 103,3 [58]
[Ch]C12 25,8 N&o disponivel
[Ch]C14 7,1 Né&o disponivel

[Csmim]CI Né&o determinado 200 [59]
[Ciomim]CI N&o determinado 62 [59]
[C12mim]Cl Né&o determinado 14 [59]
[C14amim]Cl Né&o determinado 3,8 [59]

Analisando a Tabela 7, observou-se que os valores de CMC diminuem significativamente

com o aumento do comprimento da cadeia alquilica do catido do LI. Este resultado €
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esperado uma vez que, quanto maior for a cadeia hidrofébica maior € a tendéncia para a
organizacao das moléculas em &gua, promovendo mais rapidamente a sua associagao e a

formacgéo de micelas.

3.4 - Determinacdo dos parametros solvatocromicos das soluces
aquosas de LIs
3.4.1 - Determinacdo dos parametros solvatocrémicos das solucbes aquosas

de cloretos de imidazolios

Os parametros solvatocromicos permitem inferir acerca da polaridade do solvente e
prever qual serd o melhor LI e a sua respetiva concentracdo para a extracdo de um
determinado soluto. Os parametros solvatocromicos de solugcfes aquosas de LIs ndo se
encontram reportados na literatura. Os valores dos parametros solvatocromicos foram
determinados experimentalmente, exceto os valores dos LIs puros que foram obtidos pelo
modelo preditivo COSMO-RS e de acordo com a literatura [47,51]. Os parametros
solvatocromicos ndao foram determinado para os LIs puros porque o [Csmim]Cl e o
[C10mim]ClI s&o extremamente viscosos, enquanto que o [C1omim]Cl e 0 [C14mim]Cl sdo
solidos a temperatura ambiente.

Na Figura 11 estdo apresentados os valores do pardmetro a obtido a diferentes

concentragdes das respetivas solucfes aquosas de cloretos de imidazolio.
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Figura 11 - Efeito da concentragdo das solucdes aquosas de [Cnmim]Cl no pardmetro a.
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Analisando a Figura 11 verifica-se uma diminuicdo rapida da capacidade do solvente
(&gua) para doar protdes com o aumento da concentracdo dos LIs do tipo [Cxmim]Cl, para
concentragOes inferiores a CMC, tendendo posteriormente para um valor constante. As
solugBes aquosas de [Cemim]Cl apresentam valores inferiores de parametro «o
relativamente aos restantes LIs (até 1000 mM), indicando que estas solucbes apresentam
uma menor acidez. No entanto, as solugdes de [Cnmim]CIl, com n = 10, 12 e 14,
apresentam valores semelhantes de a para concentracfes superiores a 500 mM. Perante
as concentracdes mais elevadas e na presenca de micelas ndo ha alteraces significativas
do parametro o, indicando que as interacfes por pontes de hidrogénio ndo se alteram
significativamente apds a CMC e sendo semelhante para todos os LIs

Os resultados para parametro $ encontram-se na Figura 12.
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Figura 12 - Efeito da concentracao das solu¢des aquosas de [Cymim]Cl no parametro .

Pela analise da Figura 12, verifica-se um aumento da capacidade do solvente (agua) para
aceitar protes quando se adiciona o LI. O [Csmim]Cl apresenta valores de B superiores
aos restantes, sendo que os restantes [Cnmim]CI, com n =10, 12 e 14, apresentam valores
semelhantes para as concentragdes de LI superiores a 500 mM. A concentra¢fes mais
elevadas e na presenca de micelas ndo ha alteragdes significativas no parametro f3, indo
de encontro ao observado com o parametro a.

Os dados obtidos para o parametro 7* (Figura 13), demonstram que a polarizabilidade
das solugdes aquosas de LI diminui ligeiramente com a concentragdo do LI, e mantendo-
se constante para concentrac6es acima da CMC. Para além do mais, a polarizabilidade do

solvente é tanto menor quanto maior for a cadeia alquilica do L1I.
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Figura 13 - Efeito da concentragdo das solu¢des aquosas de [Cymim]Cl no pardmetro m*.

Analisando os resultados anteriores e de acordo com os resultados da Figura 14, conclui-
se que os parametros B e a ndo variam significativamente para os varios LIs puros, sendo
que apenas se observam diferencas mais significativas para solugdes aquosas abaixo da
CMC de cada LI.
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Figura 14 - Efeito do comprimento da cadeia alquilica das solu¢des aquosas dos diferentes LIs
[Cnmim]CI (500mM) na variacao dos parametros solvatocrémicos.

Analisando a Figura 14, verifica-se que o parametro o passa por um ligeiro maximo com
0 aumento da cadeia alquilica do LI, enquanto os parametros B e ©* diminuem com o
aumento da cadeia alquilica de forma mais pronunciada para as cadeias alquilicas

menores, sendo gque atingem um patamar para cadeias mais longas.
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Apesar da diminuicdo do parametro B poder indicar que as ligacGes por pontes de
hidrogénio com a 4gua poderiam ser relevantes, os valores constantes entre 0 [C1omim]CI
e 0 [C1amim]CI permitem descartar essa hipotese, e tal como se verificara de seguida com
os resultados de extracdo da cinaropricina. A extracdo da cinaropicrina ndo depende
principalmente da possibilidade de estabelecer pontes de hidrogénios com os varios
grupos —OH ou =0, mas sim da capacidade que o LI possui para formar micelas, tendo a
capacidade de incorporar o composto alvo no seu interior (dado que os melhores
resultados em termos de rendimento de extracdo foram obtidos com o LI que apresenta

uma menor CMC, [C1amim]Cl).

3.4.2 - Determinacéo dos parametros solvatocromicos das solugdes aquosas

dos alcanoatos de colinio
Foram determinados os parametros solvatocromicos para soluc@es aquosas de [Ch]Ch,
comn =8, 10, 12 e 14, cujos resultados para o parametro o em fungédo da concentragédo

do LI estdo apresentados na Figura 15.
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Figura 15 - Efeito da concentracdo das solugdes aquosas de [Ch]C, no parametro o.

Analisando a Figura 15, € observado um aumento da capacidade do solvente (dgua) em
doar protGes quando se aumenta a concentracdo do LI. Este efeito é contrario ao
observado com solugdes aquosas de [Cnmim]Cl, indicando que misturas de agua e
cloretos de colinio apresentam uma maior capacidade para estabelecer pontes de
hidrogénio com um determinado soluto. Tal como com os cloretos de imidazdlio, o

pardmetro o é praticamente constante para concentracdes de LI acima da CMC. As
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solucBes aquosas de [Ch]C14 apresentam valores de a inferiores as restantes solugdes de
LIs e com um decréscimo acentuado a partir dos 100 mM.
Apbs o estudo do parametro o procedeu-se ao estudo do parametro B que Se encontra

representado na Figura 16.
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Figura 16 - Efeito da concentracdo das solugdes aquosas de [Ch]Cy no pardmetro f3.

Analisando a Figura 16, verifica-se que hd um aumento da capacidade do solvente (4gua)
para aceitar protdes quando se adiciona LI, e indo de encontro aos resultados obtidos com
os cloretos de imidazolio. A partir dos 500 mM os valores do parametro B ndo sofrem
alteracdes significativas. A partir de 500 mM as solugdes aquosas de todos os [Ch]Ch
estudados tendem a ter valores semelhantes.

Por fim estudou-se o parametro n*, e cujos valores obtidos se encontram apresentados na
Figura 17,
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Figura 17 - Efeito da concentragdo das solugdes aquosas de LlIs do tipo [Ch]C no pardmetro m*.

Analisando a Figura 17, verifica-se que a polarizabilidade das soluc¢des aquosas diminui
com a adicdo de LI. A polarizabilidade também diminui com o aumento da cadeia
carboxilica do LI, observando-se neste caso um efeito muito mais pronunciado do que no
caso dos [Chmim]CI.

De acordo com os resultados anteriores verifica-se que os [Ch]C, apresentam uma maior
capacidade para alterar a capacidade de soluges aquosas para estabelecer pontes de
hidrogénio. No entanto, e dado que as solucBes aquosas de [Ch]Cn ndo foram as mais
promissoras para a extracdo da cinaropricina face as solucdes de cloretos de imidazélio,
tal como se verificara mais a frente, estes resultados indicam que a extracdo da
cinaroprinica ndo é dominada pela capacidade do solvente para estabelecer pontes de
hidrogénio.

3.5 — Extracéo da cinaropicrina a partir das folhas de C. cardunculus L.

usando solugbes aquosas de liquidos ionicos

Realizaram-se primeiramente ensaios de extracao de cinaropricina com solucfes aquosas
de LlIs hidrotropos e micelares (Figura 18) de modo a inferir acerca das caracteristicias
mais promissoras para a extracdo do composto alvo. Note-se que compostos hidrotrépos
apresentam a capacidade de formar agregados com o soluto e por conseguinte podem
conduzir a um aumento da sua solubilidade e consequentemente da eficiencia de extracéo
[50]. Testaram-se solugGes aquosas de [Csmim]Cl e [Cismim]Cl com diferentes
concentragdes, nas seguintes condicBes de extracdo: razdo sélido-liquido (Rsw)= 1:10,
durante 2h a 25°C.
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Figura 18 - Influéncia do caracter hidrotrépo e micelar do liquido idnico na extra¢do da cinaropicrina.
Condicoes de extragdo: T=25°C, Rsiy=1:10, t=2h.

E possivel verificar (Figura 18) que as solucdes aquosas de [Ciamim]Cl permitem
rendimentos de extracdo de cinaropicrina mais elevados do que os obtidos com as
solucBes aquosas de [Csmim]Cl. De acordo com estes resultados, é possivel afirmar que
as solucOes aquosas de LIs com comportamento micelar séo melhores solventes para a
extracdo da cinaropicrina, sendo ainda que o aumento da sua concentracdo promove um
rendimento de extracdo mais elevado. O “x” representado na Figura 18 significa que nédo
foi possivel efectuar a extracdo da cinaropricina por limitaches experimentais,
maioritariamente derivadas por elevada viscosidade do solvente.

Dos resultados anteriores observou-se que a concentracdo de LI mais indicada € a de 500
mM. Deste modo, testou-se posteriormente o efeito da estrutura quimica dos diferentes
LIs a uma concentracdo de 500 mM, e avaliou-se a extracdo com solventes organicos
convencionais e agua nas mesmas condi¢cdes de extracdo descritas anteriomente, e

também uma extragdo com diclorometano em Soxhlet (Figura 19).
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Figura 19 - Efeito da estrutura quimica dos LIs no rendimento de extragéo da cinaropicrina e solventes
convencionais (condicfes de extracdo T=25°C, Rgiy= 1:10, t=2h, C=500mM).

A partir da Figura 19, verifica-se que as folhas de cardo estudadas possuem cerca de
8,65 m/m % de cinaropicrina como se pode observar pelos resultados obtidos com
diclorometano e uma extracdo em Soxhlet. O estudo dos diferentes LIs revela novamente
que os LIs com capacidade para formar micelas sdo mais promissores para a extragdo da
cinaropicrina. Entre os LIs micelares, os LIs micelares cationicos ([Cnmim]Cl) conduzem
a um melhor rendimento de extracdo comparando com os LIs micelares aniénicos
([Ch]Cy). Note-se inclusive que solucdes aquosas de [Ch]C, levam a rendimentos de
extracdo inferiores aos obtidos com agua. Por fim, os rendimentos de extracao sdo tanto
mais elevados quanto maior o comprimento da cadeia alquilica do catido.

Finalmente, é importante referir que as soluc¢des aquosas de [Cnmim]CI permitiram obter
rendimentos de extracdo de cinaropicrina superiores aos obtidos com agua ou acetona
(Figura 19), mas inferiores aos obtidos por maceracdo ou extracdo em Sohxlet com
diclorometano. Assim, as solucgdes aquosas dos LlIs da familia dos [Cnmim]ClI, surgem
como solventes promissores para a extracao de cinaropricina das folhas do cardo. Dentro
dos LIs micelares cationicos, o LI que conduz a melhores rendimentos é o [C1amim]Cl
(3,18 m/m%).
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3.6 — Extragdo da cinaropicrina com surfactantes convencionais
comparando com [C1smim]CI

De forma a complementar os dados obtidos anteriormente, testaram-se solugdes aquosas
de seis surfactantes convencionais, cationicos, anidnicos e ndo ionicos, e com ou sem 0s
anéis aromaticos, de modo a inferir sobre 0os mecanismos de extragcdo. Na Figura 20 estdo
apresentados os rendimentos de extracdo da cinaropicrina com o0s seis surfactantes

estudados e com a melhor solugédo aquosa de LI ([Ciamim]Cl), com as respetivas
concentragdes: 10, 50, 100, 500 e 1000 mM.
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Figura 20 - Efeito dos surfactantes convencionais a diferentes concentracfes comparando com solugéo
aquosa de [C1zmim]Cl. Condigdes de extra¢do: T=25°C, Rsiy=1:10, t=2h.

De uma forma geral, conforme os resultados apresentados na Figura 20, as solucGes
aquosas de [Ciamim]Cl permitem obter maiores rendimentos de extragdo do que o0s
surfactantes convencionais para as concentracdes de 100 e 500 mM. Conclui-se que a
solucgéo aquosa de [C1amim]ClI prevalece como a melhor solucdo para extrair o composto
de interesse. Os resultados obtidos com SDS confirmar que os surfactantes aniénicos sdo
solventes menos promissores para a extracdo de cinaropricina, indo de encontro ao obtido
com a série de LIs [Ch]Cn, e que a presenca de anéis aromaticos no catido ou anido €
favoravel para a extragdo dado que os surfactante convencionais CPC e SDBS se

encontram entre os melhores surfactantes estudados.
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3.7 — Otimizacdo das condicOes de extracdo da cinaropicrina com
solugdes aquosas de LI

Com o objetivo de otimizar os rendimentos de extragcdo da cinaropicrina, e utilizando
solugdes aquosas de [Ciamim]Cl, foi otimizada a concentracdo do LI (mM), a
temperatura, tempo de extracao e a razao sélido-liquido. Em primeiro lugar, estudou-se a
influéncia da concentragéo da solucéo aquosa de [C1samim]Cl na eficiéncia de extragdo do
composto de interesse. As concentracOes testadas foram as seguintes: 10, 50, 100, 350,
500, e 1000 mM, mantendo a temperatura a 25°C durante 2h e com Repy= 1:10
(Figura 21).
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Figura 21 - Efeito da concentragdo da solucdo aquosa de [C1amim]Cl no rendimento de extracdo de
cinaropicrina. Condigdes de extragdo: T=25°C, t=2h, Rsn)=1:10.

Os resultados apresentados na Figura 21 permitem concluir que o rendimento de extragdo
passa por um maximo, e que a concentracdo de 500 mM ¢é a que conduz a uma melhor
eficiéncia de extragdo. Estes resultados vdo de encontro a literatura onde se observa
também um méaximo no rendimento de extracdo de outros solutos de outras matrizes de
biomassa, seguido de um decréscimo, a medida que se varia a concentracao do LI [61-
65].

Os resultados da Figura 22 mostram o efeito da temperatura sobre o rendimento de
extracdo, mantendo as restantes condic¢des de extracdo: R(s/)=1:10, tempo de extracdo de
2 h, e concentracdo de LI de 500 mM.

43



35

3,0
2,5
2,0
15
1,0

0,5

cinaropicrina (m/m %)

0,0

25 35 45

Temperatura (°C)
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de 500 mM de [C1zmim]CI. Condi¢des de extracdo: t=2h, R(s1)=1:10.

Embora o rendimento de extracdo deva ser favorecido pelo aumento da temperatura,
sendo ja observado em outros estudos envolvendo solucBes aquosas de LIs [64], neste
estudo, observou-se uma diminui¢cdo do rendimento de extracdo com o aumento de
temperatura (Figura 23). Estes resultados resultam provavelmente de, com o aumento da
temperatura, se tornar mais dificil uma separacéo eficiente da solucéo e da biomassa. As
solucBes finais apds a extracdo a temperaturas mais elevadas apresentavam elevada
viscosidade, provavelmente associada a dissolucdo de outras fracdes de peso molecular

mais elevado, nomeadamente de polissacarideos [64].

Figura 23 - Extracdo da cinaropicrina da folha do cardo com uma solucdo aquosa de 500 de mM de
[C1amim]CI. Condiges de extragdo: T=70°C t=2h,R(s1)=1:10.

Estudou-se o efeito do tempo de extracdo no rendimento de cinaropicrina, sendo possivel

observar (Figura 24), que os melhores rendimentos sdo obtidos para um tempo de
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extracdo de 1h. A diminuicdo do rendimento para tempos de extracdo superiores devera

estar associada ao mesmo fendmeno de gelificacdo da solugdo acima referido.
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Figura 24 - Efeito do tempo no rendimento de extracdo de cinaropicrina com uma solugdo aquosa de
500 mM de [C1amim]Cl. Condigdes de extragdo: R(sn)=1.10, T=25°C.

Por fim, foi otimizada a razdo sélido-liquido, cujos resultados obtidos se encontram na
Figura 25. A variagdo mais significativa do rendimento de extragdo ocorre quando a razao
solido-liquido passa de 1:10 para 1:20, atingindo 3,73 m/m%, enquanto quando passa de
1:30 para 1:40 se observa uma variagdo menos significativa, mas atingindo 4,09 m/m%.
De um modo geral, o rendimento de extra¢cdo aumenta com 0 aumento da razdo solido-
liquido, atingindo rendimentos proximos aos obtidos por extracdo solido-liquido com
diclorometano, cujo rendimento foi de 4,53 m/m%.

45



Figura 25 - Efeito da razdo-solido liquido no rendimento de extragdo de cinaropicrina com uma solucéo
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4 - Conclusao final






As amostras das folhas de cardo foram devidamente caracterizadas por GC-MS,
determinou-se o seu teor de humidade e verificou-se a estabilidade da cinaropicrina em
solugdes aquosas, confirmando que ndo ocorre degradacao da cinaropricina.
Determinaram-se 0s parametros solvatocromicos para varias solucdes aquosas de LlIs
permitindo confirmar os resultados obtidos experimentalmente em termos de extracao da
cinaropicrina, onde LIs com capacidade para formar micelas sdo solventes mais
promissores para a sua extragéo.

Verificou-se que as solucBes aquosas de LIs micelares catidnicos, e em particular o
[C1amim]CI se apresentam como melhores solventes para extrair a cinaropicrina sendo
possivel atingir rendimentos de 4,09 m/m%. As melhores condicBes de extragdo com o
[C1amim]Cl implicam a utilizagdo de uma razéo solido-liquido 1:40 a 25 °C e durante 1 h
a 500 mM A baixa temperatura de extracdo, conjugada com a utilizacdo do [C1smim]CI
em solucdo aquosa traduzem-se numa contribuicdo significativa para o desenvolvimento

de tecnologias mais sustentaveis para a extracdo deste composto.
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5 - Trabalho futuro






Com o objetivo de valorizar a folha de C. cardunculus L. como fonte de cinaropicrina

seria interessante estudar no futuro:

A saturacdo das solucBes aquosas de LIs recorrendo a varios ciclos de extracao,
assim como avaliar a recuperacdo dos solventes de forma a garantir a
sustentabilidade de todo o processo para uma aplicacdo de maior escala.
Desenvolver um método de isolamento e purificacdo da cinaropricina a partir das
solugdes aquosas de LlIs e avaliar a sua atividade bioldgica.

Estudar um processo integrado de extracdo, utilizando sempre solugdes aquosas
de LlIs, focado também em outros compostos de valor acrescentado presentes no

cardo de modo a alcancar uma valorizacdao mais eficiente desta biomassa.
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