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Resumo

Produtos naturais, extracdo de compostos bioativos,
Cynara cardunculuscinaropicrina, solventes eutecticos
profundos.

Os produtos naturais sdo uma fonte inesgotavel de
compostos quimicos, apresentando um elevado potencial
para a descoberta de novos medicamentos. Em particular,
a espécie Cynara cardunculugcardo) apresenta na sua
constituicdo um composto lipofilico de valor comercial
elevado e com varias propriedades farmacéuticas, a
cinaropicrina.

As técnicas convencionais de extragdo de cinaropicrina a
partir de biomassa utilizam solventes organicos, como o
diclorometano, com alguma toxidade associada. Assim,
este trabalno tem como objetivo a extragdo de
cinaropicrina a partir do cardo, utilizando solventes
alternativos, nomeadamente solventes  eutécticos
profundos (SEP ou do inglés DES), visando o
desenvolvimento de um processo de extracdo
economicamente mais viavel e sustentavel. Antes da etapa
de extracdo foram preparadas varias misturas de sais de
amonio com &cidos carboxilicos de modo a avaliar e
caracterizar 0s possiveis DES a utilizar. Esta
caracterizacdo contempla a determinacdo dos parametros
solvatocromicos, densidade e viscosidade dos DES
formados. Posteriormente, os DES mais promissores seréo
aplicados na extracdo da cinaropicrina a partir de Cynara
cardunculus e sera desenvolvido um processo de

purificacdo e possivel scaleup do processo.
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Natural products are an inexhaustible source of chemical
compounds, with a high potencial for the discovery of
new drugs. In particular, the species Cynara carduncult
(cardoon) presents in its constitution a lipophilic
compound with a high market value and with several
pharmaceutical properties, namely cynaropicrin.

Conventional techniques of extraction of this compound
from biomass typically employ organic solvents, such as
dichloromethane, which usually present a high toxicity.
In this context, this work has the objective of extracting
cynaropicrin from cultivated cardoon, using alternative
solvents, namely deep eutectic solvents (DES),
envisaging the development of a more economically
viable and sustainable process of extraction. Before the
extraction studies, several mixtures of ammonium salts
and carboxylic acids were evaluated and characterized in
what regerds their ability to form DES. This initial
characterization of DES comprised the determination of
their solvatochromic parameters, density and viscosity.
Subsequently, the most promising DES will be applied in
the extraction of cynaropicrin from cultivated cardoon,
and a step for its purification will be developed and the

extraction process scale-up will be attempted.
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1.1. Contextualizacao

Os produtos naturais sao uma fonte essencial de farmacos, que tém origem na bio-
diversificada fauna e flora da Terra. Contudo, cerca de 95 % da biodiversidade mundial
ndo foi avaliada ainda para qualquer atividade biolégica. Assim, o desafio encontra-se
em alcancar uma forma eficiente de utilizar essa biodiversidade pela sua valorizacao
adequada (1). A utilizacdo de plantas medicinais remonta ao inicio da historia da
humanidade. Em particular, o isolamento da morfina a partir de Papaver somnifergem
1804, impulsionou o interesse da industria farmacéutica para a utilizacdo de produtos
naturais como medicamentos (2). Dos 1184 novos medicamentos aprovados pela Food
and Drug Administration(FDA) entre 1981 e 2006, 50 % tém origem em produtos
naturais - Figura 1 (3). Um exemplo destes é o farmaco amplamente utilizado no
tratamento do cancro da mama, o paclitaxel, Figura 2, que é isolado a partir de Taxus
brevifolia, o teixo do Pacifico (2).

14% e 14%

5%

23%

40%
Produto Biologico Produto Natural
Derivado de produto natural Féarmaco Sintético
Sintetizado a partir de produto natural Vacina de fontes naturais

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

Por outro lado, nos ultimos anos, o interesse no consumo de medicamentos e
suplementos alimentares provenientes de plantas aumentou consideravelmente, como
uma abordagem complementar ao tratamento realizado com medicamentos sintéticos.
Recorrendo a farmacos de origem natural é possivel um tratamento menos agressivo de
varias doencas cronicas, nomeadamente cardiovasculares, cancro, diabetes e transtornos
mentais (4). A eficécia e seguranca dos produtos provenientes de plantas tém aumentado

com o crescente conhecimento cientifico da composicdo quimica destas e dos efeitos



fisioldgicos dos compostos isolados (5). O uso industrial de fitofarmacos nos paises
ocidentais e plantas tradicionais nos paises em desenvolvimento é uma realidade e a sua
expansdo e progressiva (2). No entanto, o isolamento e conhecimento da estrutura dos
compostos quimicos naturais torna-se essencial na descoberta de medicamentos e na
otimizacdo da sua diversidade quimica para uso humano (1). Nos ultimos 50 anos, de
forma a melhorar o rendimento e a seletividade dos compostos bioativos extraidos,
desenvolveram-se varios métodos de extracdo nao-convencionais (6), e com o intuito de
substituir os solventes organicos toxicos e volateis comummente utilizados para o efeito.
Estes métodos diminuem entdo a exigéncia de solventes organicos toxicos, aumentam a
seguranca do composto e seletividade na extracgdo, e facilitam a separacdo do extrato dos
varios solventes. A degradacdo de compostos extraidos e a contaminag¢do da amostra com
impurezas sdo fatores igualmente superados por estas novas técnicas de extracao,
nomeadamente extracdo por fluidos supercriticos, assistida por enzimas e com recurso a

solventes alternativos (6,7).

Figura 2 - Férmula de estrutura do paclitaxel



1.2. Cynara cardunculs L.

O cardo selvagem (Cynara cardunculusar. Sylvestris L.B o antepassado das
formas cultivadas, nomeadamente da alcachofra (Cynara cardunculusar. Scolymus L.)
e do cardo cultivado (Cynara cardunculusar. Altilis DC.), que evoluiram separadamente

como resultado dos diferentes critérios de selecdo (8,9). Ambas as espécies sdo da familia

botanica Asteraceagnativa da bacia do Mediterraneo (10).

Figura 3 - llustracéo das plantas pertencentes as trés variedades de C. cardunculus L. A-alcachofra; B-cardo
cultivado; C-cardo selvagem.

As variedades de C. cardunculus Lcultivadas ndo apresentam espinhos nos seus
caules, folhas e capitulos florais (Figura 3A e 3B) ao contréario do cardo selvagem (Figura
3C). A alcachofra, como planta doméstica e representada na Figura 3A, resultou de
inflorescéncias imaturas e exibe bracteas entalhadas. O cardo cultivado, Figura 3B,
desenvolvido a partir do alargamento da folha, apresenta capitulos globosos azul-violeta.
Por outro lado, o cardo selvagem, Figura 3C, apresenta uma roseta caracteristica de
grandes folhas e caules ramificados, com capitulos com espinhos longos.

1.2.1.Distribuicéo geografica
O cardo selvagem encontra-se ao longo do oeste e parte central da bacia do
Mediterraneo, desde Portugal ao oeste da Turquia, estando espalhado pelas ilhas da
Madeira e Canarias. Esta é também uma espécie colonizadora na Argentina e California
(11). A alcachofra, planta herbdcea perene (ndo apresenta tecido lenhoso na sua
constituicdo), apresenta-se como um elemento importante na economia agricola do sul da
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Europa e do norte de Africa. Esta planta encontra-se também na Califérnia, América do
Sul (essencialmente Peru e Argentina) e na China (12). O cardo cultivado, igualmente
uma planta herbacea perene, cresce naturalmente em regiGes &ridas com altas
temperaturas, e regides com salinidade elevada e seca no verdo (13,14). Esta planta
encontra-se na Europa, Norte de Africa, Ilhas da Madeira e Canarias e América do Sul.
Na peninsula ibérica é também encontrada, principalmente no sul de Portugal e de
Espanha (11). Além do cardo apresentar uma reproducdo vegetativa, esta planta
anualmente produz cerca de 600 a 30.000 sementes que sdo dispersas pelo vento (15),
dando origem a uma produtividade de biomassa que varia entre 15,2 a 24,2 ton / ha / ano
(16).

1.2.2.Composicao quimica

1.2.2.1. Composicdo quimica geral

A composic¢do quimica geral do cardo cultivado, Tabela 1, apresenta um teor
superior a 50 % de polissacarideos, entre 0s quais a celulose, que se encontra em maior
concentracdo (cerca de 41,9 %) (17). Os polissacarideos séo constituidos por um elevado
nimero de monossacarideos, ligados por ligacBes glicosidicas, servindo de
armazenamento de energia ou como material estrutural em plantas (18). De um modo
geral, de entre os varios polissacarideos presentes nesta planta, a hexose € 0 monémero
predominante. Os polissacarideos sdo facilmente fermentaveis produzindo etanol,
fomentando a sua potencial aplicacdo na producdo de biocombustiveis (17). As
hemiceluloses compreendem diferentes estruturas de heteropolissacarideos e apresentam
um peso molecular inferior ao apresentado pela celulose. Apesar da presenca de mananas
e galactanas, as xilanas séo as hemiceluloses mais abundante no cardo (17,19), sendo

essenciais na resisténcia mecanica das paredes celulares secundérias das plantas (20).

Tabela 1 - Composi¢do quimica do cardo cultivado (% m/m). Adaptado de (17).

Componente Cardo cultivado (% m/m)
Extrativos em acetona 14+0,1
Pectinas 14,4+0,8
Proteinas 7,0+0,2
Taninas 3,0+0,0
Lenhina 149+0,1
Celulose 41,9+0,0
Hemicelulose 12,8+ 0,7
Cinzas 46+14




A lenhina, importante no suporte da parede celular da célula vegetal, apresenta
um teor relativamente baixo no cardo, quando comparado com a concentragcdo encontrada
em arvores, cerca de 20 a 30 % (21). Este polimero aromatico apresenta uma matriz com
varios grupos funcionais, tais como hidroxilo, metoxilo e carbonilo (22). A baixa
concentracdo desta macromolécula no cardo é importante uma vez que a lenhina torna a
biomassa resistente a degradacdo quimica e bioldgica (23), e por sua vez dificulta a
extracdo de compostos quimicos de valor acrescentado.

1.2.2.2. Composicéao das fracOesxtrataveisde C.
cardunculus L.

Os compostos bioativos a partir de biomassa podem ser extraidos com solventes
organicos e agua, que é o primeiro passo na utilizacéo de fitoquimicos na preparacao de
suplementos alimentares, produtos farmacéuticos, cosméticos, entre outros (24). Estes
compostos sdo na sua maioria metabolitos secundarios, normalmente restritos a um
determinado grupo taxonémico (espécie, género, familia, ou grupo restrito de familias),
encontrando-se principalmente presentes em lumens de células e paredes celulares nas
plantas (25).

As varias familias dos metabolitos secundarios apresentam caracteristicas
estruturais particulares resultantes da biossintese destes. As quatro principais vias de
sintese destes compostos bioativos sdo: (1) a via do acido chiquimico responsavel pela
producdo de alcaloides a partir de aminoacidos aromaticos; (2) a via do acido malénico
que em conjunto com a via do &cido chiquimico déa origem aos compostos fendlicos; (3)
e (4) a via do &cido mevalonico e via do acido ndo-mevalonato responsaveis pela

producdo conjunta de terpenos, como se observa na Figura 4 (6).
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Figura 4 - Vérias vias para a producéo de trés grandes grupos de compostos bioativos nas plantas. Adaptado de (6).

Por outro lado, a composicdo qualitativa das fracdes lipofilicas nas diferentes
partes morfolégicas de Cynara cardunculus Lé semelhante. No entanto, a composicao
quantitativa destas apresenta-se distinta, sendo as folhas a parte da planta que apresenta
um maior teor em compostos lipofilicos, como se pode verificar na Tabela 2, e portanto
a parte da planta que serd explorada nesta tese. No cardo cultivado, as lactonas
sesquiterpénicas e os triterpenos pentaciclicos sdo as principais familias de compostos
lipofilicos. Enquanto os triterpenos pentaciclicos representam a maior familia de
compostos lipofilicos de todas as partes morfoldgicas do cardo cultivado, com a excecéo
das folhas, as lactonas sesquiterpénicas encontram-se concentradas essencialmente nas

follhas. Os &cidos gordos, esterdis, alcoois alifaticos de cadeia longa e alguns compostos

aromaticos sao outros compostos presentes em menores concentragdes (26).



Tabela 2 - Rendimentos de extracdo consoante as varias partes morfoldgicas de Cynara cardunculus. Lvar. altilis
DC (26).

Parte morfolégica deCynara cardunculud.. Rendimento de extracéo
(%, m/m)
var. altilis DC
Caule Parte exterior 1,0
Parte interior 2,0
Capitulos Recetaculo e bracteas 3,3
Flor 4,5
Folhas 17,3

As lactonas sesquiterpénicas (STLs) sdo um grupo de metabolitos secundarios em
todo o reino vegetal que compreende mais de 5000 compostos conhecidos (27). Estas sdo
mais comuns em familias como a Cactaceag SolanaceagAraceaee Euphorbiaceag
sendo no entanto mais predominantes na familia Asteracea€28,29). As STLs encontram-
se localizadas nos laticiferos, células secretoras especializadas na maior parte das plantas
Asteraceaepodendo também ser encontradas no interior dos vactolos de outros tipos

celulares na planta, quando séo produzidos em resposta ao stresshidtico (30).

As STLs sdo compostos terpendides, incolores e componentes importantes de
6leos essenciais. Estas apresentam uma cadeia de 15 carbonos e os principais tipos sdo
classificados com base nos seus esqueletos carbociclicos, como o germacranolido,
guaianolido, pseudoguaianolido, eudesmanolido, eremofilanolido, xantonolido —cujas
estruturas quimicas se apresentam na Figura 5. A oxidacdo do carbono 3 da cadeia lateral
de germacranolidos € responsavel pela formacdo do anel lactona em germacranolidos,
como os sesquiterpenos, guaianolidos e eudesmanolidos (31). As STLs sdo na sua maioria
isoladas a partir das folhas e inflorescéncias das plantas, onde podem constituir até 5 %
do seu peso seco (32). No cardo as STLs do tipo guaianolido sdo a principal familia de
compostos lipofilicos das folhas, como € possivel verificar na Figura 6. Assim, dentro das
STLs, o composto presente em maior abundancia nas folhas do cardo é a cinaropicrina, a

molécula de interesse a extrair nesta tese a partir do cardo cultivado.
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A alquilacdo é o mecanismo de acdo das STLs, com o estabelecimento de ligacdes
covalentes com macromoléculas bioldgicas que atuam como mecanismo de defesa contra
a predacédo. Apesar do imenso grupo de STLs alquilantes, existem outros grupos menores
em que a atividade bioldgica ndo depende da alquilagdo de biomoléculas, mas da
interacdo ndo-covalente com recetores especificos (33). Com base nos niveis de consumo
global, a principal fonte alimentar de STLs para os seres humanos s&o a alface e chicéria
(30). As populagdes humanas e animais encontram-se expostos a STLs de vérias formas,
quer por contato direto com as plantas, quer com remédios a base de plantas que contém
STLs (34). Atualmente, as plantas representam uma fonte importante de compostos para
a industria farmacéutica, sendo cerca de 67 % o0s medicamentos anticancerigenos

derivados de produtos naturais (35).

1.2.2.2.1. Cinaropicrina
A cinaropicrina, Figura 7, é a principal lactona sesquiterpénica presente na espécie
Cynara cardunculuspertencendo a subclasse guaianolido (representado na Figura 5)
(36). Este composto é muito solivel em alcool e apresenta uma solubilidade baixa em
agua de cercade 1,759/ L a 20 °C (37).

Figura 7 - Estrutura quimica da cinaropicrina.

No cardo, a cinaropicrina acumula-se principalmente nos tecidos foliares,
encontrando-se em menores concentracBes quer no recetaculo, quer nas bracteas das
inflorescéncias exteriores (26). Este composto encontra-se em maior gquantidade na
espécie C. cardunculusancestral, cardo selvagem, estando também presente em grandes
concentracdes no cardo cultivado e na alcachofra, Figura 8. Com a domesticacdo desta
planta, os seres humanos tém selecionado progressivamente as formas com menor

concentragdo de lactonas sesquiterpénicas, devido ao seu sabor amargo (38—40).
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A cinaropicrina, como muitas outras lactonas sesquiterpénicas, apresenta varias
propriedades medicinais, como citotoxicidade contra varios tipos de células cancerosas,
sendo designado como um potencial agente anticancerigeno (41). Esta lactona apresenta
um efeito inibitério sobre a producdo de citocinas pro-inflamatorias, como o fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), e as suas propriedades imuno-moduladoras conferem-lhe um
grande potencial para o tratamento de outras doencas, como a inflamacdo cronica
induzida por virus e células cancerosas de leucécitos, como U937, Eol-1 e células T de
Jurkat (42). A cinaropicrina apresenta outros efeitos benéficos para a saude humana,
como a inibicdo do foto-envelhecimento da pele, uma vez que esta lactona inibe a
transativagdo dos genes alvo do fator nuclear kB (NF- «B), bloqueando a translocacdo
nuclear de NF-«kB. Sendo 0 NF-kB o principal fator no processo de fotoenvelhecimento
da pele, a cinaropicrina demonstra-se eficiente na inibicdo deste (38). Outro exemplo das
propriedades farmacoldgicas deste composto contempla a inibicdo da producdo de
mediadores inflamatdrios, como o Oxido nitrico, e a proliferacdo de linfécitos, como a
concanavalina A e a fito-hemaglutinina. O mecanismo molecular da cinaropicrina nestas
respostas mitogénicas estd relacionado com a interacdo com os grupos sulfidrilo da
proteina alvo (43).

A cinaropicrina é o principal composto ativo responsavel pelo efeito relaxante do
mausculo liso observado no extrato e fracdes de C. cardunculusapresentando assim uma
forte atividade antiespasmadica, justificando a sua utilizagdo popular como farmaco para
combater problemas gastrointestinais (44). Tendo em conta as inimeras propriedades e
aplicacbes da cinaropicrina, a extracdo deste composto bioativo de alto valor comercial
(18000 €/g, >97,5 %) (45), a partir do cardo considera-se extremamente importante,
contribuindo assim para a valorizacdo das espécies e desenvolvimento das regides do

Mediterraneo.
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O cardo cultivado encontra-se bem adaptado as condi¢Ges endafoclimaticas da
regido Sul de Portugal, em particular, no Alentejo. Assim, a exploragéo desta matéria-
prima, nomeadamente a extragdo da cinaropicrina, deve ter também em conta o conceito
de biorrefinaria (17). A aplicacdo da biorrefinaria permite a valorizacdo dos residuos do
cardo, extraindo os compostos bioativos, como a cinaropicrina, a partir de matérias-
primas provenientes de outras aplicagcdes. Os principais setores agroflorestais da
economia nacional sdo responsaveis pela producdo de grandes quantidades de residuos,
que sdo utilizados na producéo de energia através da sua queima (46). Um exemplo é a
utilizacdo das folhas do cardo, apds a extracdo dos compostos de interesse, na producgéo
de energia, permitindo o reaproveitamento da biomassa, e aumentando a sustentabilidade
do processo. Deste modo é possivel diminuir a utilizacdo excessiva de matérias-primas e

aumentar o rendimento econémico.

1.2.2.2.2. Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo constituidos por um ou varios anéis aromaticos,
contendo um ou mais substituintes hidroxilo. O esqueleto fenodlico classifica os varios
compostos fenodlicos como: (1) fendis simples e benzoquinonas; (2) acidos fendlicos; (3)
acidos fenilacéticos; (4) fenilpropenos, acido cindmico e hidroxicindmico, cromonas e
cumarinas; (5) naftoquinonas; (6) xantonas; (7) estilbenos e antraquinonas; (8)
flavonoides; (9) lignanos; e (10) biflavonoides. Os acidos fenodlicos, flavonoides e taninos
sdo considerados os principais compostos fenolicos dietéticos. Estes compostos
apresentam varias propriedades fisioldgicas, tais como anti-alérgica, anti-inflamatério,

antimicrobiano, antioxidante, efeito vasodilatador, entre outros (47).

No cardo, o contetdo fendlico varia consoante as varias partes morfoldgicas. As
hastes exteriores, as bracteas e o recetaculo sdo as partes da planta que apresentam 0s
maiores teores em compostos fendlicos. No entanto, as folhas apresentam um teor em
compostos fenodlicos muito reduzido (48). Os &cidos hidrocindmicos, Figura 9,
representam a maior familia de compostos fendlicos presente nos extratos de cardo
cultivado, essencialmente nas hastes exteriores que contém cerca de 59,1 mg / g de
extrato. Os acidos dicafeoilquinicos sdo os compostos mais abundantes desta familia. Nas
flores, os flavonoides sdo os compostos fendlicos mais abundantes, correspondendo a
cerca de 30,7 mg / g de extrato (48), Figura 10. A solubilidade dos compostos fendlicos
depende de varios fatores, entre os o solvente utilizado, o grau de polimerizagdo dos

compostos e a interagdo dos compostos fenolicos com outros componentes alimentares e
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formacgéo de complexo insoltvel. Assim, o metanol é o solvente frequentemente usado

na extracdo de compostos fenolicos (49). oH

\@ OH Y@
HO 1 _=
(] = OH
O bn \HA’”J@:'UH © OH
O OH
2

A0 o
1
H |
HO O O, O O e O
HO =
HO OH O
OoH OH O "

HO™ ’I
3 OH OH 4

Figura 9 - Exemplos de compostos fendlicos presentes no cardo [1 e 2-&cidos hidroxicindmicos (acido 4-O-
cafeoilquinicos; cido 4,5-di-O-cafeoilquinico); 3-flavondide (eriodictiol hexoside); 4-cumarina (escopolina)].
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Figura 10 - Composicdo fendlica dos extratos de metanol / 4gua / acido acético (49,5:49,5:1) a partir de vérias partes
morfoldgicas de Cynara cardunculus L. var. altili€dC) (C-cumaridas; F- flavonoides e HA-acidos
hidroxicindmicos). Adaptado de (48).

1.2.3.Importancia econémica
A C. cardunculus L£ utilizada por todo 0 mundo e representa um ingrediente
notavel da dieta mediterrénica, apresentando uma variedade de aplicacGes, desde a sopa
até as saladas (13). As flores desta planta sdo, tradicionalmente, utilizadas em algumas
regides de Espanha e de Portugal como coagulante natural do leite para a fabricacdo de
queijos de ovinos e caprinos. O queijo de ovelha produzido através do coalho desta planta

é, atualmente, altamente valorizado devido as suas propriedades organoléticas (50,51).
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Enquanto os capitulos da alcachofra sdo consumidos em todo o mundo como
vegetais, nas formas fresco, congelado ou enlatado, o extrato das folhas da alcachofra é
muito utilizado na producéo do licor amargo Cynar(52). Tradicionalmente, as folhas sdo
utilizadas na pratica medicinal, apresentando caracteristicas terapéuticas, como o efeito
diuretico, colerético, antidiabético e como agente antimicrobiano (53,54). Além disso, 0s
extratos das folhas e sementes da alcachofra, devido ao seu elevado teor em cinarina,
inulina e ésteres fendlicos, sdo utilizados no tratamento de hiperlipidemia, arteriosclerose,

entre outros (52)

O crescente interesse na exploracdo do cardo cultivado, como fonte de biomassa
no sul de Portugal e a procura de novos componentes de plantas bioativas, incitou o estudo
das diferentes partes morfologicas desta planta. Varias aplicacBes industriais sdo
atribuidas a esta biomassa, como a sua utilizacdo como biocombustivel sélido, no
aquecimento ou geracdao de energia, por exemplo (55). Os biocombustiveis liquidos,
como o biodiesel, podem também ser produzidos através do 6leo das sementes do cardo.
Estas sementes apresentam um teor maximo de 6leo de 32,5 % (56), sendo portanto
recomendadas para fins energéticos. Nos ultimos anos, o estudo da producéo de biodiesel
a partir do o6leo das sementes do cardo tem estado em foco, sendo uma potencial

alternativa aos recursos fosseis na Europa (53).

A semelhanca entre as propriedades do cardo e da pasta de eucalipto,
nomeadamente o elevado teor em celulose e as caracteristicas das fibras, torna-o uma

alternativa interessante no setor do papel, na producéo de pasta de papel (15,57).

A extracdo de alguns compostos farmacologicamente ativos de Cynara
cardunculuspresenta-se talvez como a aplicagdo mais promissora desta biomassa. A sua
composicao rica em extrataveis bioativos fez com que sejam ja utilizados em suplementos
dietéticos comerciais para tratamento de problemas digestivos, entre outros (58). Por
outro lado, os metabolitos secundarios séo considerados produtos de quimica fina uma
vez gque 0s compostos biologicamente ativos usados comercialmente (farmacos, aromas,
fragancias, pesticidas) sdo produtos com um valor superior ao dos metabolitos primarios
(25).
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1.3. Extracao de compostos bioativoslo cardo

A extracdo é o primeiro e importante passo para a analise da composi¢ao quimica
das plantas, uma vez que é necessaria a extracdo para uma caracterizagdo dos varios
compostos e para a sua posterior valoriza¢do de grupos especificos de compostos. Esta
baseia-se na transferéncia de massa de um ou mais compostos a partir da matriz celular
para uma fase liquida. A solubilidade de um composto no solvente de extracdo € um dos
parametros fundamentais no processo de extracdo e pode ser previsto com base no
conhecimento empirico da polaridade e miscibilidade (59). Assim, a escolha do solvente
depende da natureza especifica do composto bioativo de interesse. Por exemplo, na
extracdo de compostos hidrofilicos sdo utilizados solventes polares, como metanol, etanol
ou acetato de metilo, e na extracdo de compostos lipofilicos sdo utilizados solventes como
0 hexano ou o diclorometano (60). Ap6s a escolha do solvente, a transferéncia do
composto a partir da matriz celular para o solvente implica a penetracdo deste no interior
da matriz e a remocdo do composto a partir dos locais onde se encontra adsorvido (61).
No entanto, 0 composto de interesse ndo se encontra sempre adsorvido, podendo estar
ligado a outros componentes da matriz, como proteinas, lipidos e hidratos de carbono (6).
Ou seja, para uma extracdo eficiente é necessario fornecer energia com o objetivo de
quebrar as interacdes intermoleculares entre 0s compostos de interesse e 0s componentes
da matriz (59). A preparacdo da matéria-prima, como a secagem ou liofilizacdo e
moagem, que antecede a extracao € essencial para obter uma amostra homogénea e para
facilitar o acesso do solvente ao composto alvo (62). A extracdo de soxhlet, maceracéo e
percolacdo sdo os métodos convencionais mais utilizados na extracdo de compostos
bioativos das plantas (62), sendo que 0 método de extracdo dos compostos bioativos deve
ser selecionado considerando a matriz da planta e os compostos de interesse.

A caracterizacdo do extrato € um passo essencial para analisar 0s varios compostos
bioativos extraidos a partir das diversas matérias-primas. Os métodos de anélise
normalmente empregues para a detecdo da cinaropicrina séo a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) e a cromatografia gasosa — espectrometria de massa (GC-MS).
Estes métodos foram utilizados na detecdo dos compostos de interesse a partir do cardo
(26,63). A GC-MS é uma técnica que combina as propriedades de separacdo da
cromatografia gas-liquido, com recurso a espectrometria de massa para a detecdo de
varios compostos. Assim, esta técnica fragmenta o composto a ser identificado com base

na sua massa molecular, sendo preferencialmente utilizada na detecdo de componentes
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volateis em material biologico (64,65). No entanto, o HPLC ¢ a técnica mais utilizada na
detecdo e quantificacdo da cinaropicrina. Esta técnica permite a separacdo dos
constituintes da amostra consoante as afinidades relativas das diferentes moléculas para
a fase movel e estacionaria (65). A ressonancia magnética nuclear (RMN) é outra técnica

utilizada na caracterizacdo da cinaropicrina em extratos de plantas (26,66).

Como supramencionado, a cinaropicrina é a STL mais abundante no cardo
cultivado, essencialmente nas folhas. A matéria-prima utilizada no processo de extragdo
desta STL contempla as partes aéreas secas ao ar e moidas de forma a ter a granulometria
desejada (44). De entre os varios sistemas de extracdo utilizados para a extracdo da
cinaropicrina destacam-se 0s convencionais, como a extra¢ao por soxhlet e maceracao, e
os alternativos como a extracdo com fluidos supercriticos (26,44,67). Nos métodos
convencionais usados, Tabela 3, verifica-se que a cinaropicrina é normalmente extraida

com recurso aos solventes organicos, como o diclorometano.

Tabela 3 - Extracdo de cinaropicrina a partir de varias matérias-primas.

Mat ®rriiar M®t od Sol vent M®t od Ref er
extr a- ansgli

Metanol, Hexano,
Diclorometano,

Cynara scolymus

(guineapig ileum) Maceracao Acetato de etilo, i (44)
Butanol.
Cynara cardunculus . GC-MS;
L. var. altilis (DC) Soxhlet Diclorometano RMN. (26)
Leuzea carthamoides  Fluido D'OX'dq _de IO
Py supercritico (scCO>) HPLC (67)
DC supercritico e
com etanol modificado
Cynara scolymus L. x ‘ HPTLC,;
(Minor artichoke) Maceragao Etanol-Agua. HPLC. (63)
Etanol, Agua,
Centaurea Cloroférmio,
Omphalotricha Maceracéo Acetato de etilo, RMN (66)

Butanol, Metanol,
Diclorometano.
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A extracdo solido — liquido com solventes organicos € 0 processo mais utilizado
na extracdo de cinaropicrina a partir de varias espécies botanicas. A maceracao e
decocgdo sdo exemplos deste tipo de extragdo, representado a primeira escolha dos
curandeiros tradicionais que utilizavam normalmente agua como solvente (68). Dos
varios métodos de extracdo solido-liquido utilizados, destacam-se a extracdo por soxhlet
e a maceragdo. Na maceracdo, as matérias-primas sdo colocadas com o solvente num
recipiente fechado, ficando durante um periodo minimo de 3 dias com agitagdo frequente
(69). Posteriormente, o extrato é filtrado ou decantado. Na extracdo por soxhlet, o
solvente é aquecido por refluxo no baldo de destilacdo e condensa para o interior do saco
poroso que contém a matéria-prima. A cdmara enche lentamente com o solvente aquecido
e quando o nivel de liquido atinge a parte superior do sifdo, os solventes voltam para o
baldo de destilacdo, automaticamente, pelo braco lateral do sifdo (69). No entanto, com o
objetivo de separar 0s compostos bioativos consoante as suas propriedades lipofilicas é
necessario realizar extracGes sequenciais com solventes de polaridade crescente, tais

como metanol, acetato de etilo, diclorometano e n-hexano (68), tal como esquematizado

na Figura 11.
Hexano | Diclorometano | Acetato de etilo | Metanol |
Extrato de Extrato de Extrato de Extrato de
hexano diclorometano acetato de etilo metanol

Y% \Y Y Y

Figura 11 - Esquema geral de particéo e separacdo dos principais metabolitos secundérios presentes nas plantas
(64,66).

A termolabilidade e polaridade dos compostos de interesse, as caracteristicas do
solvente, como a toxicidade, volatilidade, polaridade, viscosidade e pureza, e a
quantidade de biomassa a extrair sdo fatores importantes na escolha do processo de
extracdo (65,70). O desenvolvimento das técnicas de extracdo nos Ultimos anos permitiu

ultrapassar os problemas dos métodos convencionais, como o0 uso de grandes quantidades

17



de solventes orgénicos, o longo periodo de tempo de extracdo e os baixos rendimentos de

extracdo / purificagéo obtidos, entre outros (71).

1.3.1.Métodos alternativosde extracdode cinaropicrina

No final da década de 70, os métodos convencionais de extracdo de compostos
bioativos comecaram a ser substituidos por técnicas de extracdo alternativas, mais
eficientes, rapidas e seletivas. O foco de uma Greerer Extractiontem sido essencialmente
na descoberta e desenvolvimento de novos processos de extragdo com menor consumo
de energia, recorrendo a solventes alternativos mais benignos que os habitualmente
utilizados, garantindo uma melhor seletividade e simultaneamente alta eficiéncia de
extracdo (72). Os solventes considerados promissores sdo varios, como a agua (73), o
glicerol (74), o lactato de etilo (75), os fluidos supercriticos (76), os liquidos idnicos (77),
entre outros. A extracdo assistida por micro-ondas e por ultrassons, apesar de estarem
associadas a um gasto de energia, sdo consideradas técnicas promissoras pois diminuem

o0 tempo de extracdo (78,79).

A extracdo com fluidos supercriticos fornece caracteristicas interessantes e
capazes de superar muitas limitacdes dos solventes convencionais. Esta técnica utiliza
fluidos supercriticos, como dioxido de carbono. Este solvente apresenta varias
caracteristicas benéficas, entre as quais o facto de ser indcuo para a saide humana e para
0 meio ambiente, e apresentar uma temperatura critica moderada (cerca de 31,2 °C),
permitindo a preservacdo dos compostos bioativos em extratos, e preservar o extrato do
contacto com o ar, impedido reacGes de oxidacdo (80). A extracdo com didxido de
carbono permite a obtencdo de um extrato isento de solvente, uma vez que este é um gas
a temperatura ambiente e ap0s a extracdo e a descompressdo do sistema, o didxido de
carbono é facilmente eliminado, reduzindo a pressao ou aumentando a temperatura. No
entanto, devido a sua baixa polaridade, o dioxido de carbono é menos eficiente na
extracdo de compostos mais polares, e normalmente recorre-se a utilizacdo de co-
solventes (81,82). O etanol e a 4gua sdo os co-solventes geralmente utilizados na extragédo
com fluidos supercriticos, podendo ser também utilizados outros co-solventes organicos,
como o metanol. A utilizacdo da agua como co-solvente tem-se demonstrado eficiente na

extragédo da cafeina a partir do cha verde, por exemplo (83).

Devido a sua baixa viscosidade e alta difusividade, os fluidos supercriticos podem

difundir facilmente através de materiais sélidos. Esta técnica permite obter uma eficiéncia
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de extragcdo elevada, utilizando solventes considerados seguros (80). Esta técnica,
utilizada para a extragdo da cinaropicrina, diminui a exigéncia de solventes organicos
toxicos, aumenta a seguranca e seletividade, e facilita a separacdo do extrato dos fluidos
supercriticos. A degradacdo dos compostos extraidos e a contaminagdo da amostra com
impurezas sao fatores superados por esta técnica (67). No entanto, o elevado investimento
de capital para os equipamentos necessarios e o elevado tempo de extracdo sdo as
principais desvantagens da extracdo com fluidos supercriticos (7,67).

Os liquidos idnicos tém estado em foco nos udltimos anos devido as suas
propriedades uUnicas que permitem a sua utilizagdo como alternativa aos solventes
organicos na separagdo e melhoria da anélise de componentes de valor acrescentado
extraidos a partir da biomassa (84). Estes sais apresentam baixos pontos de fusdo e sdo
considerados designer solventsuma vez que sdo constituidos por catibes organicos
(normalmente de maior tamanho) e anides organicos ou inorganicos (mais pequenos), que
podem ser selecionados consoante as polaridades e afinidades para o composto de
interesse (85). Estes solventes apresentam varias propriedades interessantes, como uma
pressdo de vapor desprezavel, elevada estabilidade térmica, viscosidade variavel,
miscibilidade com agua e solventes organicos, e propriedades de solvatagdo favoraveis
para um amplo espectro de compostos polares e ndo polares (80). Varios autores
utilizaram liquidos i6nicos, puros ou em solucdo aquosa, na extracdo de compostos
bioativos a partir de fontes naturais (84). A extracdo de polifendis e saponinas a partir de
llex paraguariensi€ Camellia sinensisom solugdes aquosas de liquidos iénicos é um
exemplo destas extracdes (87). A utilizagdo destes solventes permite ajustar a sua
afinidade para um composto especifico, aumentando consideravelmente a eficiéncia de
extracdo. Assim, os liquidos i6nicos apresentam-se como uma alternativa promissora aos
solventes organicos na extracdo de metabolitos de valor acrescentado das plantas, como

as saponinas (87).
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1.3.1.1. Solventes eutécticos profundosa extracao de
compostos bioativos

Em 2003, Abbott e colaboradores (88) apresentaram um novo tipo de
solventes, os solventes eutécticos profundos (Deep Eutetic Solvent®ES), onde dois
compostos sélidos com elevados pontos de fusdo formam um liquido a temperatura
ambiente. Estes autores estudaram as interacdes de sais de amonio quaternérios, como o
cloreto de colina, com ureia, Figura 12. Assim surgiu uma nova classe de solventes que
consiste na combinacédo de compostos sélidos capazes de produzir misturas eutécticas. A
deslocalizacdo da carga através da ligacdo de hidrogénio que ocorre entre um dador de
pontes de hidrogénio (HBD) e um aceitador de pontes de hidrogénio (HBA) é a
responsavel pela grande diminuicdo no ponto de fusdo da mistura em relacdo ao ponto de

fusdo dos componentes individuais (89).
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Figura 12 - Formagdo de um DES (mistura de ureia e cloreto de colina). Adaptado de (90).

A producdo dos DES envolve uma simples mistura de dois componentes,
geralmente com aquecimento moderado, 0 que resulta em baixos custos de producéo
qguando comparado aos liquidos ionicos (91). A forca das ligacGes de hidrogénio pode ser
correlacionada com a temperatura de transi¢do de fase, a estabilidade e as propriedades
dos solventes da respetiva mistura. A diferenca no ponto de fusdo na composigdo
eutéctica da mistura binaria de A + B em compara¢do com a de uma mistura ideal, ATt
(variacdo da temperatura de fusdo), relaciona-se com a magnitude da interacdo entre A e
B. Ou seja, quanto maior for a interacdo A + B, maior sera ATz, como verificado no

diagrama de fases representado na Figura 13 (91).
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Figura 13- Diagrama de fases solido-liquido de uma mistura eutéctica com dois componentes. Adaptado de (91).

As combinagdes de diferentes materiais capazes de originar misturas eutéticas sao
inimeras, tal como se pode verificar na Figura 14. Estes solventes possuem a
caracteristica de serem ainda mais flexiveis, quando comparados com os liquidos iénicos,
uma vez que ndo apresentam limitacGes em termos de estequiometria, j& que como
nenhuma reacdo acontece durante a preparacdo dos DES, as intera¢fes intermoleculares
levam a formacdo de um liquido num determinado intervalo de composi¢cGes molares

relativas, utilizando-se normalmente as proporgdes de 1:2, 1:1, 2:1 de HBD e HBA (89).
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Figura 14 - Estruturas moleculares de HBD e HBA que podem ser combinadas para formar um DES. Adaptado de
(82).

Os DES apresentam propriedades quimicas diferentes dos liquidos idnicos
convencionais, mas propriedades fisicas semelhantes, nomeadamente o seu potencial
como designer solvent&stes solventes apresentam caracteristicas relevantes, como uma
baixa pressdo de valor e uma ampla gama de temperaturas em que o solvente se apresenta
liquido. (91). Além disso, os DES apresentam diversas vantagens sobre os liquidos
i6nicos, nomeadamente a sua facil preparacdo, uma vez que estes podem ser formados
pela simples mistura dos compostos a temperaturas moderadas, sem necessidade de um
passo de purificacdo adicional (89). A facil disponibilidade dos componentes da mistura
e uma caracterizagdo toxicologica bem conhecida da maior parte destes sdo outras
vantagens destes solventes (92). Por fim, os compostos envolvidos na formagédo do DES
sdo facilmente recuperaveis devido a inexisténcia de rea¢fes quimicas durante a sua

formacgéo (89).
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A densidade e a viscosidade sdo duas das propriedades fisicas mais
importantes dos solventes e que podem condicionar a sua performance como solventes
de extracdo. Nos DES estas propriedades variam significativamente de acordo com o tipo
de HBD e HBA e a propor¢do molar relativa dos compostos na mistura eutéctica. A
maioria destes solventes apresentam uma densidade superior a agua, elevados valores de
viscosidade a temperatura ambiente (> 100 cP) e valores de condutividade inferiores aos
dos liquidos i6nicos, que se deve ao volume livre relativamente baixo da mistura (93). As
viscosidades das misturas eutéticas variam de acordo com a natureza quimica dos
componentes da mistura, a temperatura e quantidade de dgua presente na mistura (DES
puro ou em solucdo aquosa) (93). Estes solventes seguem o comportamento de Arrhenius,
onde 0 aumento da temperatura leva a uma diminui¢do da viscosidade. Esta relagédo
demonstra que a condutividade elétrica dos DES é dependente da temperatura,
apresentando uma correlacdo linear entre a condutividade molar e a sua viscosidade
(91,93).

Os DES apresentam um potencial elevado para as mais diversas aplicacdes.
O estudo da dissolucéo de varios farmacos solveis em DES puros, misturas de agua com
DES e agua pura, demonstrou que estes farmacos sdo mais solveis em DES puros do
que em agua pura (94). As solucbes aquosas de DES também aumentaram a solubilidade
do farmaco em comparagdo com a agua pura. Assim, estes solventes demonstraram um
elevado potencial, podendo ser utilizados como veiculos para a administracdo de um

farmaco (94).

A extracdo de compostos bioativos a partir de fontes naturais € uma das
aplicacdes crescentes dos DES. O estudo da extracdo de compostos terpendides volateis
a partir de fontes naturais, demonstrou que estes solventes no processo de microextragdo
permitem uma extracdo simples e eficiente, quando comparados com as extracfes por
ultrassons e por refluxo de calor, utilizando metanol como solvente (95). Assim, os DES
apresentam-se como uma alternativa sustentavel a extracdo de compostos terpendides
volateis. Varios autores (96-98) analisaram a capacidade de extracdo de compostos
fenolicos atraves de misturas eutecticas. Nestes estudos, verificou-se que a quantidade de
agua presente no DES influéncia a eficiéncia de extracdo e, de uma forma geral, devido
ao efeito sinergético, as solucBes aquosas com menor quantidade de DES apresentaram
um melhor desempenho na extracdo de compostos mais polares do que a agua ou DES
puro (98). Assim, a utilizacdo de uma solugédo aquosa de DES ao inves do DES puro,
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permite ainda aumentar sustentabilidade da extracdo de compostos bioativos utilizando
estes solventes alternativos e agua (o solvente mais benigno e com menor custo), uma vez
que € mais eficiente, apresenta um menor custo associado, e apresenta uma viscosidade
menor, o que facilita a transferéncia de massa, um fator importante a nivel industrial (98).
Na Tabela 4, encontram-se sumariados varios estudos relativos a extracdo de compostos
bioativos, entre os quais flavonoides, terpendides e compostos fendlicos, utilizando DES
como solventes. Os métodos de extracdo variam desde uma agitacdo simples com o
solvente até uma extracdo assistida por micro-ondas. De um modo geral é possivel
verificar que estes solventes sdo alternativas viaveis aos solventes organicos
convencionais. Analisando o tempo de extragdo, por exemplo, consta-se que os DES
permitem uma extracdo eficiente num periodo de 30 minutos a 1 hora, geralmente
(96,98,99). Assim, comparando a duracdo dos varios métodos convencionais (entre varias
horas a alguns dias) (26,63,66) com a duracdo da extracdo com DES, verifica-se que o
menor tempo de extracdo necessario apresenta-se como uma grande vantagem associada

a estes solventes alternativos.
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Tabela 4 - Exemplos de extragBes com recurso a DES.

Biomassa

Cajanus cajan

Pyrola incarnata

Carthamus tinctorius

Flos sophorae

Radix Scutellariae

Chamaecyparis obtusa

Equisetum palustre L.

Composto de interesse

Compostos fenodlicos

Compostos fendlicos

Compostos fendlicos

Flavonoides

Flavonoides

Flavondides

Flavondides

Solvente

DES formados por cloreto de
colina com acidos organicos e
alcoois;

DES formados por acido citrico
ou l&ctico com agUcares

DES formados por cloreto de
colina e polidis

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

DES formado por cloreto de
colina ou &cido citrico com
acucares

DES formado por Cloreto de
colina com alcoois e agucares

DES formado por cloreto de
colina e élcoois

DES formado por cloreto de
colina e alcoois

Método de extracao

Extracdo assistida por micro-
ondas

Extracéo assistida por micro-
ondas; Extragdo assistida por
ultrassons e por agitacdo e
aquecimento

Extracdo com DES usando
agitacdo e aquecimento

Extracdo com DES usando
agitacdo, aquecimento e
irradiacdo ultrassons

Extracéo assistida por micro-
ondas

Extracdo com DES usando
agitacdo, aquecimento e
irradiacdo ultrassons

Extracdo com DES assistida por
cavitacdo de pressdo negativa e
ultrassons

Referéncia

(96)

(97)

(98)

(100)

(101)

(99)

(102)
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Agave sisalana; Ziziphus
joazeiro

Herba Artemisiae Scoparia

Chamaecyparis obtusa

Saponinas; polifenois

Acidos fendlicos

Terpendides

DES formado por cloreto de
colina com acidos organicos e
alcoois;

Cloreto de colina-Urea
Cloreto de tetrametilamonio-
ureia;

DES formado por cloreto de
colina e alcoois

Cloreto de colina-Etilenoglicol

Extraco com DES usando
agitacdo e aquecimento

Extracdo com DES usando
agitacdo, aguecimento e ultra-
sons

Microextracdo por headspace
solvent

(103)

(104)

(95)
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1.3.1.1.1. Caracterizacdo dos DES: Parametros
Solvatocromicos

O conhecimento das propriedades fisicas e quimicas dos DES, como temperatura
de fusdo, densidade, viscosidade e capacidade de solvatacdo apresenta uma importancia
relevante na escolha do melhor solvente para uma tarefa especifica. A polaridade assume-
se como uma das caracteristicas mais importantes de um DES quando utilizado como
solvente. Os solventes classificam-se, muitas vezes, consoante a sua capacidade de
dissolver espécies polares e carregadas. Assim, as sondas espectroscopicas
solvatocromicas oticas (parametros solvatocromicos ou de KamletTaft) sdo o método
mais adequado para obter o conhecimento sobre a capacidade de solvatagdo destes
solventes, de uma forma facil e eficaz (105). Os pardmetros solvatocromicos KamletTaft
sdo a medida quantitativa mais abrangente, frequentemente utilizada para estudar as
propriedades dos solventes. Estes s&o representados por trés parametros, U be ~ *que
quantificam a capacidade de doar ligacdes de hidrogénio (acidez), capacidade de aceitar
ligagBes de hidrogénio (basicidade) e polarizabilidade, respetivamente (106). Na Tabela
5, encontram-se alguns exemplos destes parametros estudados para varios solventes,
desde solventes organicos, liquidos ionicos e DES. Estes parametros, em conjunto, podem
ser utilizados para prever uma vasta gama de outros parametros, como constantes de
velocidade, constantes de equilibrio, solubilidades e frequéncias espectrais (107). Além
dos pardmetros KamletTaft, o Et (30) é relatado na literatura como uma medida de

polaridade e acidez, mas que ndo compreende a polarizabilidade do solvente.

Tabela 5 - Pardmetros solvatocromicos Kamlet-Taft de varios solventes, utilizando o corante de Reichard, 4-
nitroanilina e N,N-dimetill-4-nitroanilina (108).

Solvente U b Cox

Etanol 0,83 0,77 0,54

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

Benzeno 0,00 0,10 0,59

Metanol 0,93 0,62 0,60

Acetonitrilo 0,19 0,31 0,75
Diclorometano 0,30 -0,01 0,80
[ethylammonium][NO3] 0,85 0,46 1,24
[1-butyl-3-methylimidazolium][BF4] 0,63 0,38 1,05
[3-methyloctylpyridinium][Tf2N] 0,50 0,33 0,97
Cloreto de colina: Glicerol (1:2) 0,94 0,66 0,98
Cloreto de colina: 1,4-Butanodiol (1:1) 0,65 0,79 1,17
Cloreto de colina: 1,2-Butanodiol (1:1) 0,80 0,75 0,94
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Analisando a Tabela 5, é possivel verificar que os DES estudados apresentam
parametros solvatocromicos semelhantes ao metanol, com excecdo do valor de ©* que se
apresenta superior. Assim, sendo o metanol um solvente organico utilizado
frequentemente na extracdo de compostos bioativos de plantas, a utilizacdo dos DES
torna-se empirica na extracdo da cinaropicrina a partir das folhas do cardo. Os parametros
U be  *ao dimensionados para dois solventes chave de referéncia, um para o valor de
0 e outro para o valor de 1. Ou seja, o valor de ©* esta referenciado para o ciclohexano
com um valor de 0 e para o dimetilsulfoxido com um valor de 1, por exemplo (109). Os
corantes e as abordagens experimentais utilizadas podem originar diferentes valores
destes parametros para 0 mesmo solvente. Com o objetivo de determinar o parametro «
*, existem muitos corantes que podem ser utilizados e nem todos relatam valores
idénticos. Laurence e os seus colaboradores (110) propuseram a utilizacdo dos corantes
4-nitroanisole (OMe) e N,N-dimetill-4-nitroanilina (NMe2). O corante N,N-dimetill-4-
nitroanilina (NMe2) é o mais utilizado na caracterizagdo dos DES. Na determinag&o dos
parametros b e U, os corantes mais utilizados si0 o0 4-nitroanilina e o corante de Reichard
respetivamente, Figura 15 (108).

\ N02 NOE
/
Ny
NH, N~
HsC CHs
o-
(1) 2) 3)

Figura 1571 Estrutura quimica do: (1) corante de Reichard; (2) 4-nitroanilina; (3) N,N-dimetill-4-nitroanilina (NMe2).
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1.4. Obijetivos

Este trabalho centra-se na utilizacdo de biomassa lignocelulosica para a
extragcdo de um composto com propriedades anti-tumorais, a cinaropicrina, a partir do
cardo valorizando assim as espécies e desenvolvimento das regides do Mediterraneo. O
valor comercial da cinaropricina € bastante elevado, atingindo 18000 €/grama ( >97,5 %)
(45). Este trabalho tem entdo como objetivo a extracdo da cinaropicrina a partir do cardo
utilizando solventes alternativos como os DES. As condicGes operacionais da extracao
deste composto serdo otimizadas com o objetivo de se obterem rendimentos de extragéo
e seletividade elevados.

Antes da extracdo propriamente dita, procedeu-se a analise varias misturas de sais
de amdnio com &cidos carboxilicos de forma a saber quais as misturas de compostos e
suas proporg¢des que permitem a formacdo de um DES. Além disso, de forma a selecionar
os DES mais adequados para se utilizar nas extragdes € necessaria a determinacéo prévia
dos parametros solvatocromicos, densidade e viscosidade dos DES formados.

Ap0s a otimizacdo das condicBes de extracdo sera também importante estudar a
forma de recuperar a cinaropicrina a partir dos DES com um elevado grau de pureza

visando ainda o possivel scaleup da técnica desenvolvida.

29



2Resul eapdesi me

N t
t ralbho f ut

30



2.1. Preparacao de DES

Até ao momento foram testadas cerca de 30 formacgbes de DES. Iniciou-se o
estudo da formacéo de DES utilizando varias misturas de cloreto de colina como HBA e
acidos organicos carboxilicos (Ce, C10, C12) como HBD, ndo sendo possivel obter um
liquido transparente e consequente formagdo do DES a temperatura ambiente com estas
misturas. Portanto, com base na literatura (111), alterou-se o HBA e realizou-se a
formagéo do DES com acido decan6ico (HBD) e [N4444] Br e [N3333] Cl, ambos como HBA
(111). Uma vez que estas duas misturas levaram a formac&o de dois DES, exploraram-se
outras misturas usando 6 acidos organicos carboxilicos (&cido butandico, acido
hexandico, acido octanoico, acido decandico, acido dodecandico e acido tetradecandico)
como HBD e [Nas444]Br como HBA, em trés razGes molares (2:1, 1:1, 1:2). O estudo destes
acidos teve como objetivo a andlise da influéncia do tamanho da cadeia alifatica dos
acidos organicos na formacgdo do DES, uma vez que esta afeta a polaridade do solvente.
A polaridade dos DES formados varia de forma uniforme com a polaridade dos &cidos
organicos usados, prevendo-se que quanto maior a cadeia alifatica dos acidos, maior sera
a sua capacidade de extracdo da cinaropicrina, um composto apolar e com uma
solubilidade reduzida em agua (1,75 g/L a 20 °C) (37). O &cido tetradecandico como HBD
na mistura permitiu a formacéo do liquido transparente a 80 °C, no entanto solidificou a
temperatura ambiente. De entre os varios DES formados verificou-se que a razdo molar
2:1 proporcionava em quase todas as misturas, a formacdo de um liquido que se mantém

a temperatura ambiente.

2.2. Propriedades dos DES

A determinacdo das varias propriedades dos DES foi realizada apés a reducédo das
varias impurezas volateis e do teor de agua para valores insignificantes. Assim, as
amostras dos DES foram colocadas sob agitacdo constante, a vcuo e a uma temperatura
de 25 °C, durante um periodo minimo de 48 horas. O teor de agua de cada DES, ap0s o
passo de secagem e imediatamente antes das medicBes das vérias propriedades foi
determinado por titulagéo de Karl Fischer usando um Metrohm Karl Fischer coulometer
831 (sendo inferior a 500 ppm em todos os casos). O reagente utilizado na titulacdo de
Karl-Fisher foi o Hydranal-Coulomat AG de Riedel-de Haén.
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2.2.1. Paramdros solvatocrémicos

Até ao momento foram determinados os pardmetros KamletTaft para 4 DES,
utilizando 3 corantes, nomeadamente Reichardt, 4 nitroanilina e N,N-dietil-4-nitroanilina.
Todos os espectros foram registados a temperatura ambiente (= 25 °C) e os valores dos
parametros solvatocromicos foram determinados com recurso as equacdes 1, 2 e 4,

apresentadas abaixo.

A determinacédo dos parametros KamletTaft apresenta varios métodos de célculo
possiveis, descritos na literatura. No entanto, na determinacdo destes parametros
referentes aos DES, o método de célculo utilizado é o mesmo dos sistemas de liquidos
ionicos. Assim, os parametros solvatocromicos sdo determinados através da medicdo da

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

n N,N (DES) ~ n N,N (ciclohexano)

p*= Equacédo 1

n N,N (DMSO) ~ n N,N (ciclohexano)

(Dn DES ~ Dnciclohexam)
Drpyso - D

ciclohexam

3
b )3 0,76

Equacéo 2

Onde,

Dn=n,, -n, Equacao 3

a=0,0649° 55222182 03- (0,722 p*) Equago 4

Q/maxR -
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Os parametros solvatocromicos dos DES estudados estdo representados na Tabela
6.

Tabela 6 - Parametros solvatocrémicos Kamlet-Taft usando os corantes Reichardt, N,N-dietil-4-nitroanilina e 4-
nitroanilina determinados a 25 °C.

DES ) b Cox
Ac. Butan6ico:[Nass4] Br (2:1) 3,49 0,89 0,89
Ac. Hexan6ico:[Nass4] Br (2:1) 3,48 0,90 0,87
Ac. Octan6ico:[Nass4] Br (2:1) 3,49 0,94 0,83
Ac. Decan6ico:[Nas] Br (2:1) 3,50 1,00 0,75

O estudo dos pardmetros solvatocrémicos dos DES analisados, ndo se encontra
retratado na literatura, sendo estes novos resultados para os varios solventes. Os DES
estudados apresentam um valor de a muito elevado quando comparados a outros
solventes. No entanto, sendo o 0 pardmetro que quantifica a capacidade de doar ligacdes
de hidrogénio e a mistura que forma o DES composta por um &cido organico, um forte
dador de ligacdes de hidrogénio, este valor encontra-se dentro do esperado. O valor de
dos DES analisados aumenta consoante o aumento da cadeia carbonada dos &cidos
organicos usados na formacéo do solvente. Ou seja, sendo 3 o pardmetro que reflete a
capacidade de aceitar ligacdes de hidrogénio, nos solventes analisados, o acido decandico
apresenta uma capacidade superior ao acido butanoico de aceitar ligacdes de hidrogénio.
O parametro © * é a medida das interacdes nao especificas ido-corantes, polarizabilidade,
interagOes dipolo-dipolo e dipolo-dipolo induzido. Analisando os valores obtidos
constata-se que o DES que apresenta na sua constituicdo acido decandico e NassBr é o

que apresenta um menor valor de 7 * que se deve a sua longa cadeia alifatica.

Os resultados dos parametros solvatocrémicos de Kamlet-Taft dos DES estudados
indicam que a utilizacdo de &cidos organicos de cadeia alifatica longa como HBD
apresentam menor polaridade, sugerindo assim o seu uso na extracdo do composto
bioativo, a cinaropicrina. Assim, como trabalho futuro, serdo utilizados DES com &cidos

organicos de cadeia alifatica longa como HBD na extragdo da cinaropicrina.
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2.2.2. Densidade e Viscosidade

Os DES formados com o objetivo de substituir os solventes organicos na extragéo
da cinaropicrina foram também caracterizados relativamente a sua densidade e
viscosidade, representadas nas Figuras 16 e 17, em funcdo da temperatura. Analisando a
Figura 16, é possivel verificar que a densidade diminui com o aumento da temperatura
para todos os DES, e aumenta com a diminuigdo da cadeia carbonada dos varios &cidos
utilizados, mantendo a razdo molar das misturas. Esta tendéncia encontra-se de acordo
com o estudo da densidade de varios acidos organicos em funcao da temperatura, onde se
verifica uma relagdo linear entre o aumento da densidade e a diminuicdo da cadeia
carbonada dos acidos organicos (112). Apesar dos valores de densidade dos varios DES
analisados ndo apresentarem diferencas significativas, estas podem ser explicadas. Na
formacdo dos DES, o aceitador de ligacdes de hidrogénio manteve-se, alterando apenas
0 dador. Os HBD utlizados, &acidos organicos, como &cido butanoico, hexandico,
octangico e decandico, apresentam densidades muito semelhantes, sendo a densidade do
acido butanoico superior as restantes, 959,50 kg.m-3 (113). Assim, como é possivel

constatar a densidade dos DES varia de acordo com as densidades dos HBD utilizados.

104 DES (Acido butanéico e N4444Br)
' DES (Acido hexandico e N4444Br)
102 DES (Acido octanoico e N4444Br)
&7 DES (Acido Decanoico e N4444Br)
3 1,00
3/0
20,98
<
o
‘% 0,96
o
()
R 0,94
0,92
20 30 40 50 60 70 80
Temperatura (°C)

Figura 16 - Densidade dos DES obtidos em func¢éo da temperatura numa razdo molar de 2:1 (HBD:HBA).

Por outro lado, os DES apresentam valores significativamente mais elevados de
viscosidade do que a maioria dos solventes moleculares e sais fundidos, uma vez que o
sal presente nestes solventes interfere com as interagdes intermoleculares, formando um
maior volume livre, que diminui a viscosidade (114). Analisando a Figura 17, constata-
se que a viscosidade dos DES é inversamente proporcional a temperatura e que a medida
que a cadeira carbonada do &cido organico, HBD, aumenta, a viscosidade também

aumenta. Esta tendéncia encontra-se de acordo com o estudo de varios parametros que
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afetam a viscosidade, onde se constata que esta € influenciada pelo tamanho da cadeia
carbonada dos acidos organicos (115). Os dados experimentais da viscosidade séo
igualmente explicados com a relagéo estabelecida para a densidade. Assim, a viscosidade
do DES formado varia uniformemente com a viscosidade dos acidos organicos. Ou seja,
0 4cido butanoico apresentando um valor de viscosidade de 1,814 cP a 15 °C torna o DES

menos Viscoso que o acido decandico, que apresenta um valor de 4.327 cP a 50 °C (113).

400,0 - -
DES (Acido butandico e N4444Br)
“» 350,0 <. .
& DES (Acido hexandico e N4444Br)
= 300,0 - .
= DES (Acido octanoico e N4444Br)
@ 250,0 .- -
._g 200,0 DES (Acido decandico e N4444Br)
[%2}
§ 150,0
S 100,0
50,0
0,0
20 30 40 50 60 70 80
Temperatura (°C)

Figura 17 - Viscosidade dos DES obtidos em func¢éo da temperatura numa razdo molar de 2:1 (HBD:HBA).

Como trabalhos futuros é essencial o desenvolvimento de um diagrama de fases
dos varios DES formados, com o objetivo de estudar o ponto eutéctico das misturas. Apos
uma caracterizacdo mais completa dos solventes, segue-se a extracdo do composto
bioativo de interesse das folhas do cardo, a cinaropicrina. De forma a avaliar a viabilidade
do processo, torna-se importante a comparacdo dos rendimentos de extracdo obtidos
através dos solventes alternativos (DES) e dos solventes convencionais, como 0
diclorometano. A analise da biomassa extraida, nomeadamente por GC-MS e HPLC é
essencial na caracterizacdo dos varios compostos extraidos da biomassa de interesse.
Apdbs uma extracdo eficiente da cinaropicrina, a otimizacdo das condi¢Ges operacionais
de extracdo é importante uma vez que permite obter um rendimento de extracdo e um

grau de pureza do composto de interesse superior.
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