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Resumo

Caryocar brasiliense, popularmente conhecido como pequi, € uma espécie que apresenta alto teor de compostos
fendlicos com propriedades bioldgicas. Neste trabalho, o processo de extragdo assistida por ultrassom, de compostos
bioativos das folhas do pequi, foi otimizado com planejamento fatorial Box-Behnken. Quatro varidveis independentes
foram avaliadas: concentragdo da amostra (relagao:liquido-sélido (L-S), proporcéo de etanol na solucdo (EtOH/H,0O
% v/v), tempo de EAU (extracdo assistida por ultrassom) e temperatura. A metodologia de Superficie de Resposta foi
usada para apontar a varidvel mais importante no processo. Os resultados revelaram que a propor¢do EtOH/H20 (%
v/v) tem o efeito mais significante na extragdo dos compostos fendlicos. A condicdo 6tima para extracao foi de etanol
60 %, tempo de EAU de 30 min, temperatura da EAU de 42 °C e L-S 18,7:1. Sob essas condicBes foram extraidos
6,30 mg EAG/g ES (n = 3) (mg de equivalente de &cido galico/ g de extrato seco). Os valores experimentais
observados confirmam a adequacdo do modelo empregado e seu sucesso para otimizagdo das condi¢des de extracao.
Palavras-chave: Extrato das folhas; Box-Behnken; Compostos fendlicos; Pequi.

Abstract

Caryocar brasiliense, popularly known as pequi, is a species that has a high content of phenolic compounds with
biological activities. In this work, the ultrasound-assisted extraction process of bioactive compounds of the pequi
leaves was optimized with Box-Behnken factorial design. Four independent variables were investigated: sample
concentration (liquid-solid ratio, LS), ethanol concentration (EtOH/H,O % v/v), UAE time (ultrasound-assisted
extraction) and UAE temperature. The Response Surface methodology was used to point out the most important
variable in the process. The results revealed the EtOH/H,O (% v/v) the most significant effect on the extraction of
phenolic compounds. The optimum condition for extraction was an ethanol concentration of 60 %, UAE time of 30
min, a UAE temperature of 42 °C, and LS 18.7: 1. Under these conditions 6.30 mg GAE/g DW (n = 3) were extracted
(mg gallic acid equivalent /g of dry weight). The observed experimental results confirm the suitability of the model
used and its success for the optimization of extraction conditions.

Keywords: Leaves extracts; Box-Behnken; Phenolic compounds; Pequi.

Resumen
Caryocar brasiliense, popularmente conocido como pequi, es una especie que tiene un alto contenido de compuestos
fendlicos con propiedades bioldgicas. En este trabajo, se optimiz6 el proceso de extraccién asistida por ultrasonido de
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compuestos bioactivos de hojas de pequi con el disefio factorial de Box-Behnken. Se evaluaron cuatro variables
independientes: concentracion de la muestra (relacion: liquido-sélido (LS), proporcion de etanol en la solucién
(EtOH/H20 % viv), tiempo UAE (extraccion asistida por ultrasonido) y temperatura. Se utiliz6 la metodologia
Response Surface para sefialar la variable mas importante en el proceso. Los resultados revelaron que la proporcién
EtOH/H,0 (% v/v) tiene el efecto mas significativo en la extraccidon de compuestos fendlicos. La condicién éptima
para la extraccién fue 60% de etanol, tiempo de EAU 30 min, temperatura de EAU de 42 °C y L-S 18.7: 1. En estas
condiciones se extrajeron 6,30 mg EAG/g ES (n = 3) (mg de equivalente de &cido galico/g extracto seco). Los valores
experimentales observados confirman la adecuacion del modelo empleado y su éxito en la optimizacion de las
condiciones de extraccion.

Palabras clave: Extractos de hojas; Box-Behnken; Compuestos fenélico; Pequi.

1. Introducéo

O Brasil é um pais rico em fauna e flora, presentes em seus biomas, como o bioma do Cerrado se destaca por ser o
segundo maior bioma do pais e apresentar uma grande diversidade de espécies de plantas, possuindo inimeras atividades
bioldgicas (Neto, et al., 2020). Dentre as espécies presentes no Cerrado, destaca-se a Caryocar brasiliense, conhecido
popularmente como pequi, pertence a familia Caryocaraceae no qual abrange cerca de 16 espécies encontradas no territorio
brasileiro (de Almeida, et al., 2019; de Oliveira, et al., 2018). Seu fruto é bastante empregado na culinaria brasileira. Contudo,
essa espécie ndo se limita apenas como fonte de alimento, observa-se na literatura vérias atividades bioldgicas, dentre elas,
antiviral, antiedematogénica, anti-inflamatoria, antitumoral, antimicrobiana e antioxidante (Baptista, et al., 2018; Bemfeito, et
al., 2020; Caldeira, et al., 2021; Junior, et al., 2019; Nascimento-Silva & Naves, 2019). Estudos correlacionados a C.
brasiliense demonstram um alto teor de compostos com atividade antioxidante (Fonseca, et al., 2018; Nascimento-Silva, et al.,
2020; Ramos, et al., 2021). Assim, tanto a espécie quanto seus metabdlitos sdo de grande interesse, principalmente no ramo
farmacoldgico (Oliveira, et al., 2020; Pires, et al., 2020).

Aliado aos estudos de compostos bioativos, observa-se também, um grande crescimento no desenvolvimento de novos
métodos otimizados e/ou padronizados que buscam aprimorar 0s processos de extracdo de compostos bioativos (Ahmad, et al.,
2020; Altemimi, et al., 2020; Valu, et al., 2020). Dentre as metodologias analiticas baseadas nas técnicas de extracdo que,
visam minimizar a geracdo de residuos de solventes organicos e que permitem recuperacdes mais eficientes de compostos
bioativos a partir de matrizes vegetais, destaca-se a extracdo assistida por ultrassom (Vizzotto & Pereira, 2011). Essa técnica é
conhecida por acelerar o processo de extracdo por meio de ondas de baixa frequéncia resultando em cavitages que facilitam
na penetracéo do solvente nas paredes celulares da matriz vegetal (Ghitescu, et al., 2015).

A otimizacdo de um processo de extragdo visa avaliar as melhores condi¢Ges de um sistema para extrair determinado
analito (Guray, et al., 2020; Nam, et al., 2017). No processo de extracdo via ultrassom 0s possiveis parametros que
influenciam na extracdo de metabdlitos secundarios sdo: concentragdo da amostra, proporcdo de solvente, tempo de extracio e
temperatura (Ghitescu, et al., 2015). Desse modo, a utilizagdo de ferramentas estatisticas, tais como o planejamento fatorial e a
superficie de resposta, vém sendo empregadas, a fim de explorar condi¢cdes experimentais de sistemas com um menor nimero
de anélises (El-Naggar, et al., 2021; Yuan, et al., 2018; Zhang, et al., 2021). O planejamento Box-Behnken por exemplo, é
uma metodologia que utiliza tais ferramentas para o auxilio na defini¢do de quais as melhores condigdes para extragcdo dos
analitos de interesse. Estudos correlacionados a este método tém mostrado uma grande eficiéncia na extracdo de compostos
bioativos presentes em diversas espécies botanicas (Jiang, et al., 2020; Moon, et al., 2020). Nesse sentido, esse trabalho
empregou o planejamento Box-Behnken como ferramenta estatistica para otimizar o processo de extracdo de compostos

fendlicos das folhas da espécie C. brasiliense via extracdo assistida por ultrassom.
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2. Metodologia

2.1 Coleta da espécie

As folhas de Caryocar brasiliense foram coletadas no campus Jatoba da Universidade Federal de Jatai (UFJ), Jatai-GO
sob voucher HJ 8234 (Herbario Jataiense/UFJ).

Ap6s a coleta, as folhas foram lavadas com agua destilada, limpas e secas a 40 °C na estufa de circulacdo forcada de ar

(Quimis - Q314M) por 4 dias e, posteriormente trituradas em liquidificador industrial.

2.2 Instrumentacdo e Reagentes

Os equipamentos Espectrofotdmetro UV-VIS Femto — Espectrofotémetro 700 Plus (Faixa:195 a 1100 nm; Resolucéo: 1
nm); Aparelho de ultrassom Unique — USC 2500 e Centrifuga refrigerada NovaTecnica — NT 825 Centrifuga Refrigerada
utilizados neste trabalho encontram-se no Laboratério de Quimica Geral e no Laboratério de Quimica Organica e Inorganica
da Universidade Federal de Jatai.

Solventes utilizados no processo de extracdo: Etanol (96 % Grau/PA), dgua destilada, reagente de Folin-Ciocalteu,

Na,COs e outros reagentes da Marca Vetec.

2.3 Planejamento Experimental — Box-Behnken
2.3.1 Otimizag&o do Fator unico
Para avaliar a influéncia da relacéo liquido-sélido (L-S), concentragdo de etanol (EtOH/H,0 % v/v), tempo de extragdo
assistida por ultrassom (EAU) e temperatura de EAU na extracdo de fendlicos, utilizou-se, para cada ensaio, 1,00 g folhas de
C. brasiliense, seguindo os niveis propostos na tabela 1 e os seguintes tépicos abaixo.
e Para a variacdo da relacdo Liquido-Solido, manteve-se constante a proporcdo de 80 % EtOH, 50 min de EAU e
temperatura a 40 °C.
e Para a variagdo da propor¢do de EtOH na solucdo, manteve-se constante a relacdo Liquido-Sélido de 15:1, 50 min de
EAU e temperatura a 40 °C.
e Paraa variagdo do tempo de EAU, manteve-se constante a relacéo Liquido-Solido de 15:1, proporgao de 80 % EtOH e
temperatura a 40 °C.
e Paraa variacdo da temperatura, manteve-se constante a relacdo Liquido-Solido de 15:1, proporgao de 80 % EtOH e 50
min de EAU.

Tabela 1 - Variaveis propostas para obtencao do fator Unico.

Planejamento fator Unico

Variaveis Codificacdo Niveis
Liguido-Sélido (mL/g) (A) 10:1 | 15:1 | 20:1 25:1
EtOH/H20 (% viv) (B) 60 70 80 90
Temperatura (°C) © 30 40 50 60
Tempo de EAU (min) (D) 20 30 40 50

Fonte: Autores.

Apos ensaios, 0s extratos foram centrifugados por 10 min na rotacdo de 4000 rpm. Por fim, retirou-se a fase liquida de
cada tubo Falcon e realizou-se os ensaios de quantificacdo dos compostos fenolicos totais. Todas as extracGes foram realizadas

em triplicata.
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2.3.2 Planejamento Fatorial - Box-Behnken

A partir dos resultados obtidos das varidveis de otimizagdo do fator Unico, foi realizado o planejamento Box-Behnken
com as quatro variaveis propostas: concentragdo da amostra (relacdo: liquido-sélido (L-S)), concentracéo de etanol (EtOH/H,0
% v/v), tempo de extracdo assistida por ultrassom (EAU) e temperatura de EAU.

A realizacdo desse planejamento consistiu em 29 ensaios, no qual foram contempladas cinco réplicas de pontos centrais
(0), e os demais variaveis codificadas como (+1) e (-1), sendo (0) corresponde ao ponto de maior teor de compostos fenolicos,
de acordo com o resultado fator Gnico, (+1) e (-1) os valores correspondentes aos niveis superior e inferior, respectivamente.
Para cada ensaio foi utilizado 1,00g folhas seca de C. brasiliense, seguindo as codificacfes propostas e uma ordem

experimental aleatéria foi usada para reduzir o efeito da variabilidade inexplicada na resposta observada.

2.3.4 Superficie de Resposta

Para obter as superficies de respostas das variaveis foi utilizada uma equacédo polinomial de segunda ordem:

Y =bo + b1A +bzB + bsC + bsD + b12BA + bisAC + by AD +
b23sBC + b24BD + b3sCD +h11A? + bB? + b33C? + by D?

Onde Y corresponde ao teor de compostos fenolicos, bo, b1, bz, bs, ba, bi1, bay, ... sA0 0s coeficientes de regressdo; e A,
B, C e D sdo fatores independentes para a relagdo: liquido-sélido, concentracdo de etanol (EtOH/H.O % v/v), tempo de
extragdo assistida por ultrassom (EAU) e temperatura de EAU.

Empregou-se analise de varidncia (ANOVA) frente aos dados obtidos na superficie de resposta com intuito de
determinar falhas de ajustes e efeitos das variaveis provenientes de interacfes relacionadas ao teor de compostos fendlicos.
Para analise estatistica, utilizou-se o programa Design-Expert® 11.0 (Versdo Teste) considerando o percentual de compostos

fendlicos totais como resposta com intervalo de confianga de 95%.

2.4 Quantificacéo de fendis totais

A quantificacdo de fendis totais foi realizada por meio do método de Folin-Ciocalteu segundo Singleton, et al. (1999).
Solugdes etandlicas dos extratos na concentracio de 250pg.mL* foram preparadas e dessas, para cada ensaio, 100pL foram
adicionados a 500uL do reagente de Folin-Ciocalteu, 6,40mL de 4gua destilada e 2,00mL de Na,COs a 15% (m/m), agitada por
60 segundos e colocada em repouso em local fechado, sem a presenca de qualquer tipo de luz.

Apo6s 1 hora, a absorbancia das amostras foi medida a 760 nm em espectrémetro de UV-Vis. A analise de um branco da
amostra também foi realizada em acordo com o método. O teor de fenois totais foi determinado nas amostras por meio da
curva de calibragdo, utilizando o é4cido gélico (15,0 a 500 pg.mL™) como referéncia, e expressos como miligrama de EAG

(equivalentes de cido galico) por g de extrato seco (mg (EAG)/g ES). Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

2.4.1 Limite de Detec¢do e Quantificacdo (LOD E LOQ)
Os limites de detec¢do (LOD) e quantificagdo (LOQ) calculados a partir das equacdes 1 e 2, respectivamente (Swartz, et

al., 1998).

LOD = 3’;—5 (eq. 1) LOQ = % (eq.2)

No qual S e B correspondem ao valor do desvio padrdo da reta e inclinagdo da curva de calibracdo, respectivamente.


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i9.16493

Research, Society and Development, v. 10, n. 9, 41310916493, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i9.16493

3. Resultados e Discussao

3.1 Quantificacdo dos compostos fendlicos totais
Os teores de compostos fenolicos foram obtidos a partir da curva de calibracdo y = 0,0012x + 0,0408, medido na
absorbancia de 760 nm com R2 = 0,9971, utilizando o acido galico como padrdo. Também foram obtidos os valores de limite

de quantificacdo e deteccdo de 0,893 mg (EAG).g* e 0,295 mg (EAG).g!, respectivamente.

3.1.1 Otimizacao do fator anico

Inicialmente, elegeu-se quatro variaveis que poderiam influenciar no processo de extracdo dos compostos fendlicos:
relacdo liquido-sélido (L-S), concentracdo de etanol (% EtOH/H20), tempo de extracdo assistida por ultrassom (EAU) e
temperatura de EAU.

A otimizagdo do fator unico foi realizada com o intuito de determinar, inicialmente, os niveis de trabalho, no
planejamento Box-Behnken, para as varidveis de escolha por meio das respostas frente a quantidade de compostos fendlicos
extraidos por ensaio.

Analisando a Figura 1A, observou-se que as menores propor¢oes (relacdo liquido/sélido: 10:1 e 15:1) menores teores de
fendlicos eram extraidos. Porém, um aumento crescente foi observado a partir da relagdo liquido/solido: 20:1. J& para a Figura
1B, pode-se verificar um comportamento linear entre 60 a 90% de EtOH.

Na Figura 1C, que demonstra o efeito do tempo de extracéo assistida por ultrassom (EAU), observou-se um aumento no
teor de fendlicos entre os pontos 20 a 40min. e um decréscimo quando ultrapassado o tempo de 40min.

Por fim, na Figura 1D, onde observa-se o efeito da temperatura no processo de extracdo, uma maior eficiéncia foi
observada para a temperatura de 40°C, seguido pelo decréscimo em temperaturas maiores.

Figura 1 - Efeito das varidveis no processo de extracdo: A) Relagdo liquido-solido. B) Concentracdo de etanol. C) Tempo de
extragdo assistida por ultrassom. D) Temperatura no ultrassom.

A) B)

Fonte: Autores.
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Analisando os resultados correlacionados as quatro variaveis, propds-se utilizar como pontos centrais no planejamento
Box-Behnken os seguintes valores: 20:1 relagdo liquido-sélido, 70% EtOH/H,0, 30 minutos de EAU e 40°C (Tabela 2).

3.1.2 Planejamento fatorial Box-behnken

A partir dos resultados obtidos na otimizacdo do fator Unico, foram propostos os pontos centrais, niveis superiores e
inferiores para as quatro variaveis (Tabela 2).

Tabela 2 - Niveis de variaveis obtidas através do método de otimizacéo.

Variaveis Niveis

-1 0 +1
Liquido-Solido 15:1 20:1 25:1
Concentracao % EtOH /H20 60 70 80
Tempo EAU 20 30 40
Temperatura EAU 30 40 50

Fonte: Autores.

O planejamento Box-Behnken foi realizado em 29 ensaios, sendo 5 pontos centrais (0, 0, 0, 0) e 0s demais pontos com
diferentes combinagfes entre niveis superior, inferior e ponto central. As respostas foram obtidas em funcdo dos teores de
fendlicos conforme a Tabela 3.
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Tabela 3 - Planejamento Box-Behnken.

Variavel proposta Resposta
; [ 1 Fendlicos /
Amostra Indice Liquido - Concentracao Tempo EAU Temperatura
Sélido (A) / mL:g EtOH (B) / % (C)/ min EAU (D)/°C mo (E/:\f).g‘l
1 0(20:1) 0 (70) -1 (20) -1 (30) 5,09
2 0 (20:1) -1 (60) +1 (40) 0 (40) 6,65
3 0 (20:1) +1 (80) 0 (30) -1 (30) 2,50
4 0(20:1) 0 (70) 0 (30) 0 (40) 5,62
5 0(20:1) -1 (60) 0 (30) +1 (50) 5,39
6 -1 (15:1) -1 (60) 0 (30) 0 (40) 6,30
7 +1(25:1) 0 (70) -1 (20) 0 (40) 3,84
8 0(20:1) 0 (70) 0 (30) 0 (40) 5,84
9 -1(15:1) +1 (80) 0 (30) 0 (40) 3,14
10 0(20:1) 0 (70) +1 (40) -1(30) 5,52
11 0(20:1) 0 (70) 0 (30) 0 (40) 6,42
12 0(20:1) +1 (80) +1 (40) 0 (40) 2,32
13 -1(15:1) 0 (70) 0 (30) -1 (30) 5,32
14 -1(15:1) 0 (70) 0 (30) +1 (50) 4,09
15 0 (20:1) -1 (60) 0 (30) -1(30) 6,02
16 +1 (25:1) 0 (70) 0 (30) +1 (50) 4,67
17 0(20:1) +1 (80) -1 (20) 0 (40) 2,32
18 0 (20:1) 0 (70) +1 (40) +1 (50) 5,82
19 +1 (25:1) +1 (80) 0 (30) 0 (40) 3,95
20 -1 (15:1) 0 (70) -1 (20) 0 (40) 5,37
21 +1(25:1) 0 (70) +1 (40) 0 (40) 3,99
22 0 (20:1) 0 (70) 0 (30) 0 (40) 6,00
23 0(20:1) -1 (60) -1 (20) 0 (40) 5,95
24 +1(25:1) -1 (60) 0 (30) 0 (40) 6,25
25 +1(25:1) 0 (70) +1 (40) 0 (40) 4,50
26 +1(25:1) 0 (70) 0 (30) -1(30) 2,69
27 0(20:1) 0 (70) 0 (30) 0 (40) 6,64
28 0(20:1) 0 (70) +1 (40) +1 (50) 5,12
29 0 (20:1) +1 (80) 0 (30) +1 (50) 3,30

*ES: extrato seco. Fonte: Autores.

Os resultados da anélise estatistica ANOVA (Tabela 4) estdo associados aos dados da Tabela 3, empregando o uso do

software Desing-Expert®7.0.
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Tabela 4 - Anélise de variancia (ANOVA) para 0 modo polinomial quadratico.

Fonte Soma dos Quadrados | Df | Quadrado Médio | Valor F Valor-P Prob > F
Modelo 41.55 14 2.97 6.73 0.0005
A (Lig.-Sol.) 0.92 1 0.92 2.09 0.1698
B (EtOH) 30.18 1 30.18 68.41 <0.0001
C (Tempo EAU) 0.080 1 0.080 0.18 0.6766
D (Temperatura) 0.31 1 0.31 0.71 0.4133
AB 0.18 1 0.18 0.42 0.5278
AC 0.26 1 0.26 0.59 0.4553
AD 2.58 1 2.58 5.84 0.0299
BC 0.12 1 0.12 0.28 0.6065
BD 0.51 1 0.51 1.16 0.2999
CD 0.048 1 0.048 0.11 0.7454
A2 3.02 1 3.02 6.85 0.0203
B2 3.04 1 3.04 6.90 0.0199
c2 1.44 1 1.44 3.26 0.0923
D2 2.27 1 2.27 5.14 0.0398
Residual 6.18 14 0.44
Falta de ajuste 5.88 10 0.59 8.00 0.0299
Erro puro 0.29 4 0.074
Cor Total 47.73 28
R? 0.8706
Adj. R2 0.7412
Pred. R? 0.2805
Adeq Precision 8.567

* P <0,01 altamente significativo; 0,01 <P <0,05 significativo; P> 0,05 ndo significativo. Fonte: Autores.

Os resultados da ANOVA mostram um valor F para 0 modelo € baixo valor de P (0.0005), revelando que o modelo é

coeficientes de determinacéo.

Por meio da andlise estatistica dos dados foi possivel observar que a variavel B, correlacionada ao efeito da

Juntamente com a tabela de valores da ANOVA obtida pelo programa Design-Expert® 11.0, foi também obtido uma

0.80 AD - 0.18BC + 0.36BD - 0.11CD - 0.68A2 - 0.68B? - 0.47C? - 0.59D?

tiveram efeitos individualmente significativos no contetdo de compostos fendlicos extraidos.

equacdo polinomial de segunda ordem que relaciona variaveis independentes e a resposta (Eq. 3).

significativo. Os valores do coeficiente de determinagdo (R?-0,8706) e o valor ajustado do coeficiente de determinacéo (Adj.
R? - 0,7414) também confirmam que o modelo é adequado. Valores superioes a 80% sdo considerados bons valores de

concentracdo de etanol, foi a mais significativa (P < 0.0001) para a extracdo de compostos fendlicos, ja as demais variaveis nao

Fenois = 5.77 - 0.28A - 1.59B - 0.082C + 0.16D + 0.22BA + 0.26AC +

(Eq. 3)
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3.1.3 Analise da superficie de resposta

A resposta das variaveis dependentes e independentes obtidas na etapa de otimizacdo do processo extrativo sdo
observadas através de graficos de superficie de respostas tridimensionais (Figura 2A-2F). A resposta dos graficos se da em
fungdo do teor de compostos fendlicos obtidos através da analise em niveis variados de dois fatores, enquanto os demais
fatores foram mantidos constantes em seu respectivo nivel zero. As formas de plotagens no formato de contorno, elipticas ou
circulares, sdo os indicativos das interacdes entre as correspondentes variaveis, mostrando ser significativas.

Na Figura 2A observou-se a variagdo na concentracdo de etanol e a relacdo liquido-sdlido, mantendo constante a
temperatura em 40°C e o tempo de EAU 30 min. A interagdo entre o efeito destas varidveis mostrou ndo ser significativa,
devido ao valor P ser maior que 0,05 (P > 0,05). Analisando a superficie de resposta, nota-se que a diminuigao na proporc¢éo de
EtOH proporciona um aumento no teor de fenolicos extraidos da amostra, 0 mesmo comportamento se da em relagdo a
variavel liquido-sélido. E observado que a proporgéo de EtOH/H.0 influencia diretamente na extracdo de compostos fendlicos.

Alguns autores correlacionam que um Unico solvente muitas vezes, ndo é capaz de realizar uma extragdo com valores de
rendimentos eficazes, para isso a juncdo de dois solventes, tais como EtOH/H,O promovem interagdes moleculares diante dos
compostos presentes na espécie botanica auxiliando assim no processo de extragdo (Lu, et al., 2015; Ez Zoubi, et al., 2021).

O efeito das vériaveis de tempo de EAU e relagdo liquido-solido, mantendo constante o teor de etanol em 70% e
temperatura 40°C pode ser observado na Figura 2B. A interacdo entre essas duas variaveis mostrou ndo ser significativa (P
>0,05) . Analisando individualemnte as variaveis, nota-se: aumento no teor de compostos fenélicos com a variacao de 20 para
30min no tempo de EAU, em relacdo a vériavel liquido-solido, houve um aumento no teor de compostos fendlicos a medida
gue aumentou-se a proporcdo de 15:1 a 17,5:1, porém observou-se um decréscimo no teor de fenédlicos a partir da relacéo
variavel liquido-sdlido 17,5:1. O aumento da relac&o liquido-sélido de 15:1 a 17,5:1, fez com que o solvente conseguisse maior
permeabilidade permitindo assim uma maior extracdo, esse comportamento também foi observado no estudo apresentado por
Prasad et al. (2009).
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Figura 2 - Superficie de resposta para os efeitos entre as variaveis.
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a serem extraidos, entretanto em altas temperaturas, ha um grande processo de degradagdo e/ou oxidagdo desses compostos
(Santos-Buelga, et al., 2012).

Para a Figura 2D, observa-se o efeito das variaveis: concentracdo de etanol e tempo de EAU, mantendo constante a
relagdo liquido-solido a 20:1 e temperatura a 40°C. A interacdo entre as variaveis ndo apresentou significancia (P>0,05), e
analisando o comportamento das variaveis, verificou que o tempo de extracdo (EAU) apresenta poucas alteracBes quando
comparada a varidvel concentracdo de etanol. Contudo, temos que o ponto central foi de 30 min, indicando o melhor resultado
no processo de extracdo. Avaliando o efeito da concentracdo de etanol, observou-se que a diminuicdo no teor de etanol
(EtOH), proporcionou um aumento no teor de fendlicos obtidos.

O efeito da concentracédo de etanol e temperatura de EAU, mantendo constante a relagéo liquido-sélido 20:1 e o tempo
de EAU 40 min é apresentada na Figura 2E. A interacdo dos efeitos entre estas variaveis mostrou ndo ser significativa
(P>0,05). Apesar da interacdo entre essas varidveis ndo ser significativa, a extragdo dos compostos fendlicos é fortemente
influenciada pela proporcdo de etanol no meio. Contudo, a variacdo da temperatura, na faixa estudada, ndo influenciou na
extracéo.

A Figura 2F mostra a relacdo das variaveis temperatura e tempo de EAU, mantendo constante a relagéo liquido-solido
20:1 e a concentracdo de etanol 70%. A interacdo entre essas duas varidveis mostrou ndo ser significativa (P>0,05). Analisando
a superficie de resposta (FIGD) observa-se um crescimento na obtencéo de compostos fendlicos a medida que a temperatura
aumenta de 30°C para 50°C, ap0s esse intervalo observa-se um decaimento, mostrando um ponto méaximo entre 40,0°C e
45,0°C. Em relagdo ao tempo de EAU, 0 mesmo comportamento é obtido, entretanto o ponto maximo deste apresenta-se em
torno do ponto central 30,00 min.

Analisando os resultados provindos do planejamento fatorial Box-Behnken, pode-se verificar que as combinagbes de
variaveis se apresentaram como ndo significativas diante dos resultados obtidos frente & otimizacdo. Entretanto, sabe-se que
todas as variaveis propostas nesse trabalho sdo importantes na extracdo dos compostos fendlicos de C. brasiliense, devido a
cada varidvel utilizada nesse projeto ser de grande importancia na extragdo de metabdlitos presentes nas espécies botanicas.
Diante da resposta obtida frente ao uso da ferramenta estatistica, a varidvel que apresentou maior influéncia na eficiéncia
extrativa dos compostos fenélicos, foi a concentragdo de etanol % EtOH/H0, este resultado estd diretamente relacionado com
os dados obtidos da Anova (tabela 4) e as superficies de respostas.

A equacdo polinomial de segunda ordem (equacgdo 3) expressa as condi¢Bes otimizadas para extracdo dos compostos
fendlicos da C. brasiliense: relagdo para liquida s6lida de 18,7:1, concentracdo de etanol 60 %, tempo de EAU de 30 min e
temperatura de 42 °C. Sob essas condi¢des foram extraidos 6,30 mg (EAG).g?! extrato (n = 3), resultado que é
aproximadamente 180 % maior que o obtido nas condicdes iniciais (3,50 mg (EAG).g* extrato, L-S de 15:1, concentracéo de

etanol 80 %, tempo de EAU de 50 min e temperatura de 40 °C).

4. Concluséo

O planejamento fatorial Box-Behnken permitiu otimizar a extracdo de compostos fenolicos assistida por ultrassom e
analisar quatro varidveis importantes para esse processo, dentre elas: relagdo liquido-solido, concentracdo de etanol, tempo de
extracdo assistida por ultrassom (EUA) e temperatura. Os resultados obtidos, apontaram que a varidvel mais importante no
processo de extragdo dos compostos fendlicos da espécie C. brasiliense foi a concentracdo de etanol. J& as demais variaveis,
ndo mostraram resultados significativos no processo de extracdo, apesar de serem variaveis importantes em um processo
extrativo. Os resultados demostraram o sucesso e importancia do processo de otimizacdo com resposta aproximadamente 180

% maior que a obtida nas condicdes iniciais.
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