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RESUMO 

Neste trabalho foi realizada a otimização de extração por duas técnicas 

não convencionais, ultrassom (UAE) e micro-ondas (MAE), para a obtenção de 

extratos com melhores resultados de rendimento e conteúdo de fenólicos totais, 

de forma simultânea, a partir das folhas de Lippia alba e Lantana camara, 

separadamente, utilizando um planejamento Box-Behnken e metodologia de 

superfície de resposta (RSM). Os extratos de L. alba obtidos nas condições 

otimizadas por UAE (29% de etanol, 17,8 min e relação solvente para sólido de 

71 mL/g) e MAE (43% de etanol, 15 min e potência de micro-ondas de 600 W) 

resultaram em rendimentos de 20,33 e 26,94% e TPC de 30,86 e 41,13 mg 

EAG/g ms, respectivamente. Considerando a espécie L. camara, os extratos 

obtidos nas condições otimizadas por UAE (35% de etanol, 25 min e relação 

solvente para sólido de 60:1 mL/g) e MAE (53% de etanol, 15 min e potência de 

micro-ondas de 300 W) forneceram rendimentos de 32,50 e 38,61% e TPC de 

102,89 e 109,83 mg EAG/g ms, respectivamente. Os extratos obtidos por MAE 

a partir de cada espécie apresentaram maiores rendimentos de extração, 

conteúdo de fenólicos totais (TPC), conteúdo de flavonoides totais (TFC) e 

atividades antioxidantes (DPPH, ABTS e FRAP) em relação aos respectivos 

extratos convencionais (maceração, infusão, decocção e Soxhlet), com destaque 

para os maiores resultados apresentados pela espécie L. camara. Os extratos 

obtidos por UAE a partir de cada espécie apresentaram maiores valores de TPC, 

TFC e de atividades antioxidantes em relação aos seus respectivos extratos de 

maceração e infusão. No entanto, os extratos obtidos a partir das duas espécies 

apresentaram baixas atividades citotóxicas frente a células tumorais e baixas 

atividades de inibição enzimática (AChE e BChE), indicando a necessidade de 

estudos mais aprofundados para se avaliar os seus reais potenciais biológicos 

com relação a essas atividades. Através das análises por cromatografia líquida 

acoplada a detector de arranjo de diodos foi possível verificar a presença de 

iridoides, ácidos fenólicos, fenilpropanoides e flavonoides nos extratos de L. alba 

e L. camara, o que corrobora as elevadas atividades antioxidantes apresentadas 

pelos extratos dessas espécies. 

Palavras-chave: Lippia alba; Lantana camara; Extração assistida por ultrassom; 

Extração assistida por micro-ondas, Compostos fenólicos. 
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ABSTRACT 

In this work, extraction optimization was performed by two techniques, 

ultrasound (UAE) and microwave (MAE), to obtain, simultaneously, extracts with 

better results in yield and total phenolic content, from Lippia alba and Lantana 

camara leaves, separately, using a Box-Behnken design and response surface 

methodology (RSM). The extracts of L. alba obtained under the optimum 

conditions by UAE (29% ethanol, 17.8 min and solvent to solid ratio of 71 mL/g) 

and MAE (43% ethanol, 15 min and microwave power of 600 W) resulted in yields 

of 20.33 and 26.94% and TPC of 30.86 and 41.13 mg EAG/g ms, respectively. 

Considering the species L. camara, the extracts obtained under the optimum 

conditions by UAE (35% ethanol, 25 min and solvent to solid ratio of 60:1 mL/g) 

and MAE (53% ethanol, 15 min and microwave power of 300 W) provided yields 

of 32.50 and 38.61% and TPC of 102.89 and 109.83 mg EAG/g ms, respectively. 

The extracts obtained by MAE from each species showed higher extraction 

yields, total phenolic content (TPC), total flavonoid content (TFC) and antioxidant 

activities (DPPH, ABTS and FRAP) in relation to their respective conventional 

extracts (maceration, infusion, decoction and Soxhlet), highlighting the highest 

results presented by the species L. camara. The extracts obtained by UAE from 

each species showed higher values of TPC, TFC and antioxidant activities in 

relation to their respective maceration and infusion extracts. However, the 

extracts obtained from both species showed low cytotoxic activities against tumor 

cells and low enzymatic inhibition activities (AChE and BChE), indicating the need 

for further studies to evaluate their real biological potentials in relation to these 

activities. Through the analysis by Liquid Chromatography coupled to a Diode 

Array detector, it was possible to verify the presence of iridoids, phenolic acids, 

phenylpropanoids and flavonoids in the extracts of L. alba and L. camara, which 

corroborates the high antioxidant activities presented by the extracts of these 

species. 

Keywords: Lippia alba; Lantana camara; Ultrasound-assisted extraction; 

Microwave-assisted extraction; Phenolic compounds   
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Figura 30: Gráficos de superfície de resposta dos efeitos da 
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Figura 31: Comparação dos resultados de rendimento de extração, 
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145 



 

 

 

 

xv 

dos extratos obtidos, separadamente, das folhas de L. alba (a) e L. 

camara (b) por UAE, MAE, maceração (MC), infusão (INF), decocção 

(DEC) e Soxhlet (SOX). As letras sobrescritas diferentes indicam que há 

diferença estatística entre as médias segundo o teste de Tukey (p < 

0,05), considerando cada resposta separadamente. EAG: equivalente 

de ácido gálico; EC: equivalente de catequina. 

Figura 32: Comparação dos resultados de atividades antioxidantes 

(DPPH, ABTS e FRAP) dos extratos obtidos, separadamente, das folhas 

de L. alba (a) e L. camara (b) por UAE, MAE, maceração (MC), infusão 

(INF), decocção (DEC) e Soxhlet (SOX). As letras sobrescritas 

diferentes indicam que há diferença estatística entre as médias segundo 

a ANOVA e teste Tukey (p < 0,05), considerando cada resposta 

separadamente. ET: equivalente de Trolox. 
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Figura 33: Perfil cromatográfico (λ = 240 nm) do extrato das folhas de 

L. alba preparado por infusão. 
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Figura 34: Espectros de absorção no UV (210 a 400 nm) dos compostos 
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infusão, os quais estão numerados no cromatograma da Figura 33. 
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Figura 35: Perfil cromatográfico (λ = 240 nm) dos extratos das folhas de 

L. alba preparados por diferentes métodos de extração: ultrassom 
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Figura 36: Perfil cromatográfico (λ = 254 nm) do extrato das folhas de 

L. camara preparado por infusão: a) cromatograma completo e b) 

expansão do cromatograma na região de absorbância entre 0 e 500 

mAU. 
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Figura 37: Espectros de absorção no UV (210 a 400 nm) dos compostos 

químicos presentes no extrato das folhas de L. camara preparado por 

infusão, os quais estão numerados no cromatograma da Figura 36b. 
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Figura 38: Perfil cromatográfico (λ = 254 nm) dos extratos das folhas de 

L. camara preparados por diferentes métodos de extração: ultrassom 

(UAE), micro-ondas (MAE), maceração (MC), infusão (INF), decocção 

(DEC) e Soxhlet (SOX). 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A utilização de plantas medicinais e seus derivados para o tratamento de 

diversos tipos de doenças é uma alternativa amplamente utilizada em vários 

países. Estudos relatados na literatura apontam que os efeitos terapêuticos 

atribuídos a essas plantas se devem a presença de diversas classes de 

compostos químicos [1, 2]. Entre eles estão os compostos fenólicos, tais como 

ácidos fenólicos e flavonoides, que se destacam entre as classes de compostos 

mais estudadas na área de produtos naturais devido a sua ampla gama de 

atividades biológicas, tais como antioxidante, anti-inflamatória, 

anticolinesterásica e anticarcinogênica [3-8]. 

Estudos prévios realizados com as espécies Lippia alba e Lantana 

camara, ambas pertencentes à família Verbenaceae, têm demonstrado a grande 

diversidade química entre seus constituintes e o importante potencial biológico 

destas plantas medicinais [9-12]. 

A espécie Lippia alba, conhecida popularmente no Brasil como erva-

cidreira-de-arbusto e alecrim-selvagem, é usada tradicionalmente como anti-

inflamatória, antipirética, sedativa, tranquilizante, antiespasmódica e 

expectorante [13, 14], apresentando como constituintes químicos diversos 

compostos fenólicos comprovadamente bioativos como flavonoides e 

fenilpropanoides glicosilados [9, 15].  

A espécie Lantana camara, conhecida no Brasil como camará-de-cheiro, 

é utilizada na medicina popular para o tratamento de problemas como sarampo, 

dor de estômago, tumores, reumatismo e bronquite [16, 17]. Óleos essenciais e 

extratos obtidos dessa espécie têm demonstrado diversas atividades biológicas 

como antioxidante, antimicrobiana, antiulcerogênica, citotóxica, antineoplásica e 

anti-hiperglicêmica [11, 12, 18-22]. Estas atividades estão, supostamente, 

relacionadas à presença de diversas classes de compostos químicos nestes 

óleos essenciais e extratos como ácidos fenólicos, flavonoides, fenilpropanoides 

glicosilados e triterpenoides [11, 20]. 

Em geral, a composição química dos extratos obtidos de plantas 

medicinais depende, dentre outros fatores, do processo de extração pois essa 
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etapa pode influenciar, ainda, a bioatividade dos extratos obtidos. As técnicas de 

extração convencionais como maceração, percolação e Soxhlet são utilizadas 

há várias décadas e apresentam alguns inconvenientes, tais como a grande 

quantidade de tempo e de solvente. Além disso, algumas técnicas podem 

requerer aquecimento que, aliado a um longo tempo de extração, pode resultar 

na degradação de compostos termolábeis [23-25].  

Dessa forma, como uma alternativa de extração mais eficiente, as 

técnicas não convencionais como a extração por fluido supercrítico – SFE 

(supercritical fluid extraction), extração assistida por micro-ondas – MAE 

(microwave-assisted extraction), extração assistida por ultrassom – UAE 

(ultrasound-assisted extraction) e extração por líquido pressurizado – PLE 

(pressurized liquid extraction) estão sendo cada vez mais utilizadas, 

possibilitando reduzir o volume de solvente usado, o tempo e/ou a temperatura 

de extração, ao mesmo tempo em que pode resultar em um aumento no 

rendimento de compostos extraídos e melhorar a seletividade do processo [24, 

25]. 

Nesse sentido, a otimização das condições de extração dessas técnicas 

não convencionais é uma alternativa promissora para a obtenção de 

preparações mais eficientes do ponto de vista biológico e farmacológico, tendo 

em vista que as atividades biológicas apresentadas por um extrato vegetal estão 

diretamente relacionadas a sua composição química. Essas informações 

evidenciam a importância da escolha de métodos de extração e parâmetros de 

processamento adequados para favorecer preparações vegetais com alta 

atividade biológica e bom rendimento de extração [10, 23, 26-28]. 

Até o momento, não foram encontrados estudos na literatura sobre os 

efeitos dos parâmetros que afetam o rendimento de extração e o conteúdo de 

fenólicos totais dos extratos das folhas das espécies L. alba e L. camara 

preparados por ultrassom e micro-ondas visando a otimização do processo de 

extração empregando planejamento de experimentos com o auxílio de 

metodologia de superfície de resposta – RSM (response surface methodology).  

Diante do exposto, fica evidente a importância de se realizar estudos cujo 

objetivo seja otimizar as condições de extração para a recuperação de 
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compostos promissores do ponto de vista biológico a partir das espécies L. alba 

e L. camara. 

 

1.1 Plantas medicinais: fonte de compostos fenólicos bioativos 

A utilização de plantas medicinais é considerada uma das práticas mais 

antigas a ser realizada pelo homem para prevenir e tratar doenças. Entre os 

principais metabólitos comumente encontrados nestas plantas destacam-se os 

fenólicos, alcaloides e terpenoides, sendo, muitas vezes, os responsáveis pelas 

atividades biológicas atribuídas a elas. Além disso, o conhecimento popular 

passado de geração em geração durante séculos justifica o fato de serem, 

atualmente, bastante utilizadas [1, 2, 29]. 

Segundo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), planta 

medicinal é definida como a “espécie vegetal, cultivada ou não, utilizada com 

propósitos terapêuticos” [30]. Estimativas apontam que, até o ano de 2006, cerca 

de 25% de todas as drogas avaliadas como medicamentos de uso clínico no 

mundo eram obtidas a partir de plantas medicinais ou análogos sintéticos 

derivados destas ervas. Isso mostra que, apesar do grande desenvolvimento da 

medicina moderna, plantas medicinais têm um papel importante no tratamento 

de diversos tipos de doenças [31, 32]. 

Ao longo dos anos, diversos fatores têm contribuído para o crescente 

interesse pelo uso de plantas medicinais e seus derivados. Entre eles podemos 

destacar os conhecidos efeitos adversos causados por fármacos sintéticos, a 

preferência por tratamentos de saúde “naturais”, a comprovação, por meio de 

estudos científicos, das propriedades farmacológicas de algumas espécies 

vegetais, o desenvolvimento de novas metodologias destinadas ao controle de 

qualidade destas preparações, além de seu menor custo, em geral, quando 

comparadas aos fármacos sintéticos [32, 33]. 

Nos últimos anos, diversos pesquisadores têm concentrado esforços na 

busca por preparações vegetais ricas em compostos fenólicos devido a sua 

grande importância biológica e econômica [27, 34-36].  
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Os compostos fenólicos são metabólitos secundários caracterizados pela 

presença de, ao menos, um anel aromático com um ou mais substituinte 

hidroxila. Nas plantas, estes compostos são responsáveis por diversas funções, 

tais como agentes atrativos para animais polinizadores e dispersores de 

sementes devido as suas colorações, auxiliando no processo de defesa em 

condições de estresse da planta (ferimentos e infecções causadas por 

patógenos, longos períodos sem chuva ou radiação UV excessiva), além de 

apresentarem papeis estruturais importantes, uma vez que unidades fenólicas 

dão origem a lignina que compõe a parede celular vegetal. Adicionalmente, eles 

podem contribuir para a estabilidade oxidativa, cor, odor e sabor dos alimentos 

de origem vegetal [37]. 

Os compostos fenólicos de plantas são sintetizados por diferentes rotas 

metabólicas: a do ácido chiquímico e a do ácido malônico. Estes compostos 

podem ser divididos em diferentes subclasses, de acordo com a sua unidade 

estrutural básica e o número de anéis fenólicos em sua estrutura, como ácidos 

fenólicos, flavonoides, taninos (hidrolisáveis e condensados) e cumarinas 

(Figura 1) [37-39]. 

Figura 1: Estrutura química dos compostos fenólicos de quatro diferentes 

subclasses. 

Ácidos fenólicos 

  

Flavonoides 

ácido gálico ácido clorogênico 
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Taninos 

  

Cumarinas 

  

Existem duas classes de ácidos fenólicos encontrados em plantas, os 

derivados do ácido hidroxibenzóico (C6-C1), como o ácido gálico, e aqueles 

derivados do ácido hidroxicinâmico, conhecidos como fenilpropanóides (C6-C3), 

como o ácido clorogênico e as cumarinas (Figura 1) [39, 40]. 

Atualmente, a subclasse dos flavonoides representa cerca de 50% de 

todos os compostos fenólicos em plantas relatados na literatura, sendo, portanto, 

corilagina 

galangina 

procianidina B1 

mammea B/AA Cyclo D mammea B/BB Cyclo F 

apigenina-7-O-glicuronídeo 
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a subclasse mais representativa dos compostos fenólicos em matrizes vegetais. 

Os flavonoides são compostos fenólicos constituídos por 15 átomos de carbono 

em sua estrutura base (C6-C3-C6) distribuídos em três anéis como na estrutura 

da galangina representada na Figura 1, podendo ser divididos em diferentes 

subgrupos como flavonas, flavonóis, flavanonas, isoflavonas, entre outros [41]. 

Esses compostos são biossintetizados por via mista de acordo com a rota do 

ácido chiquímico e a rota do ácido malônico [39].  

Outra classe de compostos amplamente distribuídos em plantas são os 

taninos, compostos fenólicos que podem apresentar alta massa molecular (entre 

500 e 3000 Dalton). Eles são comumente classificados como taninos 

hidrolisáveis e taninos condensados, representados na Figura 1 pela corilagina 

e procianidina B1, respectivamente. Os taninos hidrolisáveis são classificados 

como galotaninos e elagitaninos, constituídos, respectivamente, de ésteres de 

ácidos gálicos e ácidos elágicos glicosilados, estes últimos sendo encontrados 

com mais frequência. Os taninos condensados ou proantocianidinas são 

polímeros formados pela ligação entre unidades de flavonoides. Estes 

compostos são responsáveis pela adstringência de muitos frutos como maçã e 

banana e produtos vegetais (chás), uma vez que são responsáveis pela 

precipitação de glicoproteínas salivares, ocasionando a perda do poder 

lubrificante [42, 43]. É importante mencionar que os diferentes ácidos fenólicos 

e flavonoides de plantas podem ser encontrados tanto na forma livre quanto na 

forma glicosilada [37]. 

Por apresentarem benefícios à saúde humana, na literatura se encontra 

um grande número de relatos de atividades biológicas como antioxidante, anti-

inflamatória, anticolinesterásica, anticarcinogênica, cardioprotetora, 

antibacteriana e antimutagênica relacionadas aos diversos tipos de compostos 

fenólicos encontrados em plantas medicinais, os quais podem, portanto, ser 

utilizados nas indústrias de alimentos, farmacêuticas e de cosméticos [3, 4, 7, 

34, 38]. Assim, pode-se observar que estudos relacionados a plantas medicinais 

são de grande importância na busca por preparações e compostos químicos 

bioativos que impactam também o setor econômico. 
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1.2 Atividades biológicas 

1.2.1 Atividade antioxidante 

 

No processo metabólico natural do organismo humano são geradas 

diversas espécies reativas de oxigênio – ROS (reactive oxygen species) e 

nitrogênio – RNS (reactive nitrogen species) como peróxido de hidrogênio, 

radical peroxil, radical hidroxil, óxido nítrico, peroxinitrito e ânion superóxido, as 

quais são capazes de induzir a oxidação de ácidos nucleicos, proteínas e lipídios 

presentes no organismo. Em condições normais, essas espécies oxidantes são 

produzidas e eliminadas de forma natural em um organismo saudável por 

antioxidantes e enzimas presentes. Entretanto, o desequilíbrio entre as 

ROS/RSN e o sistema de defesa antioxidante no organismo humano pode levar 

a um estado de estresse oxidativo devido ao excesso destas espécies oxidantes. 

Atualmente, sabe-se que diversas doenças crônicas como diabetes, doenças 

cardiovasculares, doenças neurodegenerativas (como doença de Alzheimer e 

doença de Parkinson) e câncer estão relacionadas ao estresse oxidativo 

causado por essas espécies oxidantes no organismo humano [12, 23, 44-46]. 

A presença de espécies oxidantes em alimentos é responsável por 

diversos efeitos prejudiciais a eles, impactando muito o setor alimentício. A 

deterioração de óleos e gorduras que causa odores e sabores rançosos, 

reduzindo a qualidade e segurança nutricional dos alimentos devido a formação 

de produtos secundários potencialmente tóxicos e a degradação de vitaminas, 

são dois exemplos dos efeitos indesejáveis dessas espécies nos alimentos. 

Desta forma, uma das alternativas empregadas para prevenir essas 

degradações é a utilização de compostos antioxidantes [47]. 

Um antioxidante pode ser definido como uma molécula capaz de diminuir 

a velocidade de oxidação ou impedir a oxidação de outras moléculas. Outras 

definições podem ser utilizadas como a de um antioxidante biológico: qualquer 

substância que, quando presente em baixas concentrações em comparação a 

um substrato oxidável, retarda ou impede a sua oxidação [48]. 
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Na indústria de alimentos, os antioxidantes sintéticos são amplamente 

utilizados, sendo o hidroxianisol butilado (BHA), o hidroxitolueno butilado (BHT), 

o propil galato (PG), a terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e os sorbatos (2,4-

hexadienoatos) os mais empregados [49]. Entretanto, o uso de antioxidantes 

sintéticos pode acarretar efeitos adversos a saúde humana, quando utilizados 

em quantidades excessivas, como efeitos carcinogênicos, irritação estomacal e 

intestinal, reações alérgicas, rinite e problemas respiratórios [50]. 

Por consequência, ao longo dos anos vem crescendo o número de 

estudos relacionados a busca de novas fontes de compostos antioxidantes, 

visando a substituição de antioxidantes sintéticos por naturais, tendo em vista a 

importância destes para a saúde humana. Entre os antioxidantes naturais mais 

conhecidos e presentes na dieta humana estão a vitamina C, a vitamina E (α-

tocoferol), os carotenoides (β-caroteno) e os compostos fenólicos, os quais 

podem ser extraídos de diversas fontes vegetais como frutas, verduras, resíduos 

agroindustriais (casca de goiaba, casca de romã, etc.) e plantas medicinais [9, 

12, 23, 28, 34, 48].  

Os compostos antioxidantes de origem natural são de grande importância 

na prevenção de diversas doenças crônicas, mencionadas anteriormente, 

causadas pelo estresse oxidativo devido a sua capacidade de capturar radicais 

livres, como ROS e RNS, inibição de peróxidos, complexação de metais de 

transição e inibição de enzimas responsáveis pela geração de espécies reativas 

de oxigênio e nitrogênio. Adicionalmente, os compostos de origem natural 

podem não apresentar os efeitos adversos causados pelos antioxidantes 

sintéticos utilizados em alimentos industrializados [45, 47, 50, 51]. Isso mostra o 

grande potencial biológico/farmacológico e econômico dos antioxidantes 

fenólicos de origem natural, os quais podem ser comumente encontrados em 

plantas medicinais. 

Diversos métodos são descritos na literatura para se avaliar a atividade 

antioxidantes in vitro de amostras vegetais como o método da captura do radical 

livre DPPH· – 2,2-Difenil-1-picrilhidrazila (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl); o 

método da captura do cátion radicalar ABTS+· - 2,2’-azinobis(ácido 3-

etilbenzenotiazolina-6-sulfônico), conhecido também como capacidade 
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antioxidante de equivalente trolox – TEAC (trolox equivalent antioxidant 

capacity), quando é utilizado o trolox como padrão; e o método do poder 

antioxidante redutor férrico – FRAP (ferric reducing ability power) que utiliza um 

complexo férrico de 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina – [Fe3+(TPTZ)]3+ [52]. Esses 

métodos são estratégias importantes para a descoberta e seleção de novas 

preparações e/ou substâncias antioxidantes presentes em diversos tipos de 

preparações. 

O radical DPPH contém em sua estrutura um átomo de nitrogênio com um 

elétron desemparelhado (Figura 2), que recebe um hidrogênio na reação com 

um antioxidante fenólico, sendo então estabilizado. A forma radicalar do DPPH 

possui coloração púrpura/violeta, apresentando um máximo de absorção em 

trono de 517 nm, enquanto a forma do DPPH estabilizada pelo hidrogênio 

fornecido pelo antioxidante apresenta coloração amarela [46, 53].  

Figura 2: Estrutura do DPPH antes e após a reação com o antioxidante. A-H: 

antioxidante doador de hidrogênio. 

 

 

Na técnica de inibição do cátion radical ABTS, a solução preparada com 

esse cátion, que pode ser gerado por reações enzimáticas ou químicas, possui 

coloração verde escura (Figura 3), apresentando bandas de absorção em 414, 

730 e 873 nm em meio alcoólico. Essa solução tende a se tornar mais clara à 

medida que o radical vai sendo convertido em sua forma neutra pela doação de 

um hidrogênio pelo antioxidante [44, 52]. 
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Figura 3: Reação envolvida no ensaio ABTS para a preparação do cátion radical 

ABTS+· - 2,2’-azinobis(ácido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico). 

 

No método do poder antioxidante redutor férrico - FRAP ocorre a redução 

em meio ácido (pH 3,6) do complexo [Fe3+(TPTZ)]3+ à [Fe2+(TPTZ)]2+ através da 

doação de um elétron pelo antioxidante no meio reacional. Após determinado 

tempo de reação, o meio reacional passa a apresenta coloração azul escura, 

com um máximo de absorção por volta de 593 nm (Figura 4). Assim, quanto 

maior for a atividade antioxidante de uma amostra, maior será a intensidade da 

coloração da solução em que a reação ocorre [53]. 

Figura 4: Redução do [Fe3+(TPTZ)]3+ à [Fe2+(TPTZ)]2+ através da doação de um 

elétron durante a reação com um antioxidante. 

 

 

A utilização desses métodos colorimétricos permite avaliar a atividade 

antioxidante de compostos e extratos vegetais através de um espectrofotómetro 

de forma rápida e simples, uma vez que o potencial antioxidante de uma amostra 

está relacionado ao surgimento ou à modificação da coloração da solução em 

que a reação está ocorrendo após determinado tempo [44, 46].  
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Uma vez que cada técnica possui vantagens e desvantagens, é 

aconselhável utilizar mais de uma metodologia para a determinação da atividade 

antioxidante de uma amostra de maneira a fornecer informações mais completas 

sobre sua atividade [52]. 

 

1.2.2 Atividade citotóxica 

 

Em geral, estratégias como cirurgia, rádio e quimioterapia são 

empregadas no tratamento de diferentes tipos de câncer, uma doença que tem 

como característica o crescimento desordenado de células anormais que 

invadem tecidos e órgãos e que pode se espalhar para outras regiões do corpo. 

Essa doença está entre as três causas mais comum de morte na maioria dos 

países desenvolvidos e sua incidência cresce cada vez mais nos países em 

desenvolvimento [54, 55]. Em muitos casos, as estratégias quimioterápicas têm 

apresentado diversos efeitos colaterais como queda de cabelo e toxicidade para 

o sistema nervoso central [56]. Dessa forma, se faz necessário a realização de 

estudos que busquem novas alternativas de prevenção e tratamento do câncer 

que apresentem eficácia e menores ou nenhum efeito colateral. 

Nesse sentido, os óleos essenciais, extratos e compostos isolados de 

plantas medicinais são agentes promissores no combate a diversos tipos de 

doenças. Essas plantas são, portanto, fonte potencial de metabólitos 

secundários com potencial terapêutico contra o câncer [57-59]. Em geral, o 

processo de descoberta de novas preparações e compostos químicos com 

potencial antitumoral se inicia através de testes de citotoxicidade in vitro que têm 

como objetivo avaliar a sobrevivência de células expostos a uma amostra 

testada, sendo considerados métodos rápidos e simples [54].  

Entre os vários métodos in vitro utilizados para a realização de ensaios 

citotóxicos em linhagens de células neoplásicas, que são colorimétricos, estão: 

Cristal violeta; MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium); 

Alamar blue; e SRB (sulforrodamina B) [60]. O método do alamar blue é 

amplamente utilizado para a avaliação da viabilidade celular devido à sua 

sensibilidade, baixo custo e rapidez. O alamar blue (resazurina) é um indicador 
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fluorescente/colorimétrico com propriedades redox cuja forma reduzida, 

indicando células em proliferação, apresenta coloração rósea 

(fluorescente/célula viável) e a forma oxidada é azul (não fluorescente/célula não 

viável) [61-63]. 

Considerando a grande biodiversidade brasileira, o estudo com plantas 

medicinais é de grande importância, uma vez que muitas delas não têm sido 

exploradas de forma efetiva para a obtenção de novos substâncias para 

prevenção e/ou tratamento de doenças como o câncer [54, 64]. 

 

1.2.3 Atividade anticolinesterásica 

 

A doença de Alzheimer (DA) é caracterizada pela degeneração 

progressiva da função neurológica. A DA é considerada, portanto, uma doença 

neurodegenerativa, causada por níveis reduzidos de acetilcolina no cérebro, 

principalmente de pessoas idosas, chegando a acometer cerca de 20 a 40% da 

população com mais de 85 anos e 5 a 10% com idade superior a 65 anos. A 

expectativa de vida dos pacientes com essa doença varia entre 3,3 e 11,7 anos 

após o aparecimento dos primeiros sintomas [65-67].  

A DA é uma doença que afeta o paciente com redução progressiva da 

capacidade funcional, não possui cura e possui um tratamento caro [68]. À 

medida que a doença progride, devido a redução dos níveis do neurotransmissor 

acetilcolina (ACh), as funções motoras, cognitivas e da memória do paciente são 

prejudicadas [65, 66]. Além disso, com o seu avanço o paciente passa a não 

reconhecer seus familiares mais próximos, o que acarreta danos emocionais e 

psicológicos a estes [69]. 

Atualmente, a forma mais promissora para o tratamento da DA é através 

do aumento dos níveis do neurotransmissor acetilcolina (ACh) no cérebro dos 

pacientes através do uso de inibidores das enzimas que o degradam, a 

acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE), aumentando a 

capacidade da ACh de estimular os receptores cerebrais [67, 70, 71]. Os 

fármacos mais efetivos para o tratamento da DA são aqueles que inibem a AChE, 
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uma vez que no cérebro humano saudável a atividade da AChE predomina e a 

BChE desempenha um papel secundário na degradação da ACh [70, 72]. 

A Figura 5 mostras os fármacos aprovados e mais utilizados para o 

tratamento do Alzheimer, devido a capacidade de inibição da AChE: tacrina 

(Cognex®), donepezil (Aricept®), rivastigmina (Exelon®) e galantamina 

(Reminyl®) [66, 69]. 

Figura 5: Fármacos usados no tratamento da doença de Alzheimer.  

  

  

 

Apesar da sua aprovação e utilização, esses fármacos apresentam 

diversos efeitos colaterais como distúrbios gastrointestinais, náuseas, diarreia e 

hepatotoxicidade [73, 74]. Assim, fica evidente a necessidade de se encontrar 

novos agentes anticolinesterásicos que sejam eficazes, apresentem menores 

efeitos colaterais e sejam acessíveis do pondo de vista financeiro. 

A busca de agentes anticolinesterásicos requer estratégias rápidas e 

eficazes.  Resultados promissores com relação à descoberta de preparações 

e/ou substâncias com potencial de inibição da AChE têm sido obtidos através do 

emprego de reatores enzimáticos com a AChE imobilizada na superfície interna 

de capilares de sílica fundida, ICER-AChEs (ICER - Immobilized Capillary 

Enzyme Reactor), acoplados a instrumentos de Cromatografia Líquida [72, 75, 

tacrina donepezil 

rivastigmina galantamina 
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76]. Essa estratégia tem sido uma alternativa promissora aos métodos 

colorimétricos/espectrofotométricos baseados no reagente de Ellman, que 

consistem na avaliação qualitativa e/ou quantitativa da atividade de inibição 

enzimática apresentada por determinada amostra [77, 78].  

Diante da necessidade de obtenção de novas alternativas terapêuticas 

para o tratamento da DA, os extratos obtidos de Lippia alba e L. camara podem 

se tornar fontes potenciais de preparações e/ou compostos químicos com 

capacidade de inibição da AChE, visto que tais espécies possuem uma grande 

variedade de compostos químicos como ácidos fenólicos, flavonoides e 

terpenoides [9, 11, 15, 20]. 

 

1.3 Técnicas não convencionais de extração de compostos bioativos 

presentes em matrizes vegetais 

Atualmente, existe uma grande diversidade de estratégias que podem ser 

utilizadas para a extração de compostos fenólicos a partir de diferentes matrizes 

vegetais como frutas, cereais, resíduos agroindustriais (casca de goiaba, casca 

de romã e bagaço de uva) e plantas medicinais (folhas, flores e caules) [23, 28, 

34]. De modo geral, as técnicas de extração podem ser divididas em dois tipos: 

convencionais como a extração por infusão, maceração, hidrodestilação e 

Soxhlet; e não convencionais (ou modernas) como a extração por fluido 

supercrítico (SFE), extração assistida por ultrassom (UAE), extração assistida 

por micro-ondas (MAE) e extração por líquido pressurizado (PLE) [6, 28]. 

Os métodos de extração não convencionais estão sendo cada vez mais 

utilizados para extração de compostos fenólicos em matrizes vegetais devido a 

maior eficiência e redução do tempo total de extração em comparação aos 

métodos convencionais. Essas vantagens estão relacionadas aos modos de 

funcionamento, e seus efeitos, envolvidos em cada técnica de extração, 

favorecendo também a redução dos impactos causados ao meio ambiente e a 

saúde humana devido ao consumo de solventes em menor quantidade e de 

menor toxicidade como a água e o etanol [79, 80]. 
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1.3.1 Extração assistida por ultrassom (UAE) 

 

A UAE está entre as técnicas de extração não convencionais mais 

utilizadas para a obtenção de compostos químicos de matrizes vegetais. Essa 

técnica tem como força motriz o fenômeno da cavitação acústica como resultado 

da propagação de ondas sonoras através de um meio líquido, gerando uma série 

de ondas de compressão e rarefação (expansão) induzidas nas moléculas do 

meio no qual ela se difunde (Figura 6) [81, 82]. Durante os ciclos de rarefação, 

as forças de atração entre as moléculas do líquido podem ser superadas, o que 

favorece a formação de bolhas de cavitação no solvente. Estas bolhas são 

formadas devido a presença de gases dissolvidos no meio e crescem por um 

processo denominado de difusão retificada, quando pequena quantidade de gás 

no meio entra na bolha durante a etapa de expansão e não é eliminada 

totalmente na fase de compressão [81, 83] (Figura 6).  

Figura 6: Ilustração do processo de formação de bolhas de cavitação no 

solvente de extração induzidas por ultrassom e seu colapso.  

 

Fonte: Adaptado de Vinatoru et al. [83]. 

Quando as bolhas formadas atingem um tamanho crítico, elas colapsam 

durante um ciclo de compressão, liberando grande quantidade de energia, 

gerando condições locais extremas de pressão e temperatura (Figura 6). O 

compressão compressão compressão compressão 

rarefação rarefação rarefação rarefação rarefação 

5000 K 
2000 atm 

formação 
de bolhas 

crescimento de 
bolhas em ciclos 

sucessivos 

bolha de 
tamanho 

não estável 

colapso 
violento da 

bolha 



36 
 
 

 

 

 

colapso das bolhas acústicas sobre, ou próximo, à superfície do material vegetal, 

podem, além de causar a ruptura parcial ou total da parede celular como 

resultado de impactos de micro jatos de solvente e ondas de choque induzidos 

pelo colapso, melhorar a penetração do solvente no material vegetal (Figura 7). 

Como resultado da combinação desses e de outros efeitos induzidos pelo 

processo de cavitação em UAE, tem-se o aumento da transferência de massa 

do processo, resultando em maior recuperação dos compostos químicos a partir 

de uma matriz vegetal [83, 84]. 

Figura 7: Ilustração do colapso das bolhas de cavitação induzidas por ultrassom 

na superfície do material vegetal, causando a liberação dos compostos químicos 

em seu interior.  

 

Fonte: Adaptado de Panja [79]. 

No entanto, para se alcançar a máxima eficiência de extração em UAE, 

diversos parâmetros devem ser considerados. Dentre eles podemos citar: o tipo 

e design do reator e a forma da sonda de ultrassom (quando usada), a frequência 

e a potência do ultrassom, o tipo e a composição do solvente, a temperatura de 

extração, a relação solvente para sólido, o tempo de extração e o tamanho de 

partícula da matriz [23, 36, 81, 85, 86]. Assim, a realização de um estudo 

cuidadoso com relação as condições de extração mais adequadas para o 

objetivo proposto se torna bastante interessante. 
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1.3.2 Extração assistida por micro-ondas (MAE) 

 

Na técnica MAE, as micro-ondas geradas são campos eletromagnéticos 

na faixa de frequência de 300 MHz a 300 GHz. A extração dos compostos 

químicos de determinada matriz vegetal por micro-ondas está relacionada ao 

princípio de aquecimento do solvente de extração e/ou do líquido presente na 

matriz vegetal, que está baseado em dois fenômenos: o aquecimento dielétrico 

(ou rotação de dipolo) e a condução iônica. Quando as micro-ondas atravessam 

um meio líquido, a energia pode ser absorvida e convertida em calor. No 

aquecimento dielétrico, o aquecimento do solvente se dá através da 

movimentação molecular de acordo com o seu momento de dipolo, de forma 

instantânea e aleatória com a frequência da radiação de micro-ondas. A 

oscilação induzida pelas micro-ondas leva a rotação molecular, fricção e colisão 

entre moléculas vizinhas e, portanto, gera calor (Figura 8). A condução iônica 

está relacionada a migração eletroforética dos íons em solução devido ao seu 

alinhamento com o campo eletromagnético da radiação de micro-ondas, o que 

resulta no atrito e colisões entre os íons em fluxo no solvente e as moléculas do 

solvente e, consequentemente, causa o seu aquecimento (Figura 8) [80, 83, 87-

89]. 

Figura 8: Ilustração dos mecanismos de aquecimento envolvido na radiação por 

micro-ondas. 

 

Fonte: Adaptado de Vinatoru et al. [83] e Sousa-Filho e Serra [88]. 
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Desta forma, o aquecimento do solvente por micro-ondas depende da sua 

capacidade de absorver essa radiação eletromagnética, que está relacionada a 

sua polaridade e a presença de íons em solução, podendo então ocorrer 

simultaneamente por ambos os mecanismos descritos. Solventes como metanol 

e etanol apresentam alta capacidade de absorção da radiação de micro-ondas, 

enquanto solventes como hexano, tolueno e diclorometano não absorvem de 

forma significativa a radiação de micro-ondas e, portanto, não podem ser 

aquecidos por essa técnica. Por outro lado, butanol, água e as misturas água-

etanol e água-metanol apresentam capacidade moderada em absorver a 

radiação por micro-ondas [79]. 

A força motriz que favorece o aquecimento localizado do solvente de 

extração e a destruição da matriz vegetal na MAE é a potência do micro-ondas. 

O superaquecimento interno da matriz vegetal pode causar a vaporização do 

líquido dentro de suas células, o que pode romper as paredes celulares e/ou as 

membranas plasmáticas (Figura 9). O rompimento da matriz favorece o processo 

de transferência de massa dos compostos químicos presentes através da sua 

dissolução e difusão no solvente extrator, aumentando a eficiência da extração 

em comparação a outras técnicas de extração como a maceração convencional 

e a decocção. [34, 83, 87, 90]. 

Figura 9: Ilustração do processo de ruptura da parede celular vegetal com o 

aumento da temperatura e pressão no interior da célula devido ao aquecimento 

do solvente em seu interior. 

 

Fonte: Adaptado de Vinatoru et al. [83]. 
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Adicionalmente, o aumento da temperatura do sistema de extração resulta 

na redução da viscosidade e da tensão superficial do solvente extrator, 

favorecendo a difusão do solvente na matriz vegetal e a dissolução dos 

compostos químicos, contribuindo ainda mais para a transferência de massa do 

processo de extração. Uma característica importante na MAE é a inter-relação 

entre a potência do micro-ondas e a temperatura, uma vez que altas potências 

podem causar a elevação da temperatura do sistema de extração. Portando, 

esses parâmetros devem ser controlados durante o processo de extração, pois 

temperaturas e potências de micro-ondas muito elevadas podem resultar na 

degradação dos compostos a serem extraídos. Uma alternativa para se evitar a 

degradação dos compostos é diminuir o tempo e a temperatura nesse tipo de 

extração [90, 91]. 

De forma similar à UAE, a eficiência máxima do processo de extração por 

MAE também é influenciada por diversos parâmetros: tipo e concentração do 

solvente, potência de micro-ondas, tempo de extração, temperatura, razão 

solvente para sólido e o tamanho de partícula do material vegetal. Esses são os 

fatores mais importantes a serem avaliados. Por isso, há a necessidade de um 

estudo de otimização para a escolha das condições de extração mais adequadas 

de acordo com o objetivo proposto em um trabalho científico [90-92]. 

1.4 Planejamento de experimentos  

Considerando as particularidades de cada técnica de extração não 

convencional descrita anteriormente, fica evidente a necessidade de se 

selecionar a melhor condição para que se possa obter o melhor resultado após 

o processo de extração [81, 86]. A busca pela melhor condição de extração 

envolve a realização de uma série de experimentos para se avaliar as variáveis 

(ou fatores) que podem influenciar a extração. O número de experimentos 

realizados pode aumentar muito de acordo com o número de variáveis 

envolvidas, devendo-se, portanto, realizar uma busca prévia na literatura para 

conhecer as variáveis, bem como seus níveis, que podem ser mais significativas 

para o processo, considerando cada técnica de extração empregada [93].  
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Atualmente, um procedimento conhecido como planejamento 

experimental de fator único é muito utilizado para se determinar a melhor 

condição de extração. Ele se baseia na modificação de uma variável, enquanto 

o valor das demais permanece fixo. Ainda assim, essa estratégia resulta em 

muitos experimentos, além de desconsiderar a interrelação entre as variáveis, 

visto que estas podem se influenciar mutuamente, ou seja, o melhor resultado 

de extração obtido empregando uma determinada variável pode depender do 

valor da outra variável testada [23, 43, 94, 95]. 

Dessa forma, quando se deseja avaliar a influência que uma ou mais 

variáveis podem exercer sobre o resultado de um processo (a resposta), ou a 

interação entre elas, se recorre a um procedimento conhecido como 

planejamento de experimento [96]. Nesse sentido, diversas estratégias vêm 

sendo utilizadas como o planejamento fatorial completo, planejamento fatorial 

fracionário, planejamento composto central, planejamento Box-Behnken, entre 

outros; cada um deles com suas particularidades [97]. Adicionalmente, para 

auxiliar na determinação das condições ótimas de um processo, a metodologia 

de superfície de resposta vem sendo bastante utilizada, sendo uma ferramenta 

estatística empregada para a otimização dos parâmetros de extração e 

verificação de possíveis interações entre variáveis independentes [98]. 

Um planejamento experimental que altera simultaneamente os valores 

das variáveis estudadas em diferentes experimentos, é empregado para avaliar 

a dependência entre a resposta e os fatores que podem ser controlados, o que 

possibilita determinar quais deles são mais significativos para o processo, as 

interrelações entre eles e a melhor condição de extração [93]. Além disso, essa 

estratégia possui a vantagem de permitir a obtenção do máximo de informações 

possíveis a respeito de um sistema por meio da execução de um número 

reduzido de experimentos quando comparado com o procedimento onde se 

avalia uma variável por vez, o que resulta em economia de tempo e recursos 

financeiros, além de favorecer a obtenção de resultados mais confiáveis do ponto 

de vista químico e estatístico [97].  

O planejamento de experimentos favorece ainda a obtenção de um 

modelo matemático (uma função) que expressam a relação entre as variáveis 
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independentes e as respostas avaliadas (variáveis dependentes), ou seja, 

estabelece uma relação entre fatores e respostas. De posse desta informação, 

se pode entender melhor o comportamento do processo em estudo (no caso 

particular o processo de extração) e, assim, escolher as melhores condições de 

operação [96].  

Portanto, o emprego de planejamento experimental tem sido cada vez 

mais difundido nas mais diversas áreas de pesquisas científicas e na indústria 

para a obtenção de processos mais econômicos e eficientes, além de permitir a 

otimização das variáveis estudadas em busca das melhores respostas [97, 99]. 

 

1.5 Cromatografia líquida (LC) e análise de extratos vegetais 

A cromatografia líquida – LC (liquid chromatography) é uma técnica de 

análise, separação e/ou purificação de amostras constituídas por diferentes 

compostos químicos não voláteis e/ou termicamente instáveis, como aqueles 

presentes em extratos polares encontrados em preparações vegetais. Devido a 

sua alta sensibilidade, seletividades, rapidez das análises e sua precisão, além 

de ser totalmente automatizável, a LC é amplamente utilizada em diversos tipos 

de análise químicas como na análise de pesticidas e preparações obtidas de 

plantas medicinais [10, 100-104]. 

Em geral, plantas medicinais apresentam composição química de grande 

complexidade, a qual pode ser afetada por diversos fatores como sazonalidade, 

genética da planta, origem geográfica e método de extração utilizado. 

Consequentemente, torna-se necessário a existência de metodologias analíticas 

rápidas e versáteis para que se possa estudar a composição química de suas 

preparações, o que pode contribuir para a descoberta dos constituintes 

responsáveis por determinada atividade biológica [10, 23, 104]. 

Atualmente, a cromatografia líquida com detectores de absorção de 

radiação ultravioleta e visível (UV-VIS) e de espectrometria de massas (EM) 

estão entre as estratégias mais utilizadas para a separação, identificação e/ou 
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quantificação de compostos fenólicos presentes em extratos vegetais [23, 36, 

98, 101, 105-107].  

A LC-UV-VIS/DAD se destaca entre as várias técnicas com relação a 

análise de extratos vegetais devido a sua grande eficiência, seu baixo custo, 

especialmente em comparação ao sistema de detecção por EM ou ressonância 

magnética nuclear (RMN). Além disso, uma grande quantidade de compostos 

que possuem grupos cromóforos absorve radiação na região do espectro 

eletromagnético UV-VIS, podendo ser, então, analisados dessa maneira [101, 

107-110].  

Diante do exposto, a utilização da LC com detector UV-VIS pode 

favorecer, de forma rápida e eficiente, a separação dos compostos químicos 

presentes em uma amostra vegetal, e ainda auxiliar na identificação e/ou na 

quantificação de compostos químicos presentes nela [10, 36, 107]. 

 

2 Revisão da literatura 

2.1 Família Verbenaceae 

A família Verbenaceae compreende cerca de 175 gêneros e 2.800 

espécies de plantas distribuídas em regiões tropicais e subtropicais pelo mundo 

e em regiões temperadas do hemisfério sul, sendo algumas delas encontradas 

também em regiões temperadas do hemisfério norte [111]. Diversos gêneros 

pertencentes a essa família têm apresentado grande potencial farmacológico 

atribuído às diversas propriedades biológicas relatadas na literatura. Entre estes 

gêneros podemos destacar o Lippia e o Lantana, os quais vêm sendo 

amplamente estudados tanto do ponto de vista químico quanto farmacológico 

[11, 112]. 

 

 

 



43 
 
 

 

 

 

2.1.1 Gênero Lippia 

 

O gênero Lippia possui aproximadamente 250 espécies de plantas 

herbáceas distribuídas principalmente em toda a América Central, América do 

Sul e em regiões tropicais da África [113]. Segundo a literatura, as espécies 

desse gênero são utilizadas na medicina popular para o tratamento de problemas 

gastrointestinais e respiratórios, sendo que algumas apresentaram também 

atividades antimaláricas e antivirais [14]. Folhas, flores e caules são as principais 

partes usadas, comumente preparadas nas formas de infusão ou decocção e 

administradas por via oral. Além disso, as folhas de várias espécies são 

utilizadas como tempero na preparação de alimentos [14, 114]. 

O gênero Lippia é caracterizado pela presença de óleos essenciais, 

extraídos principalmente de suas folhas e caules, que possuem grande potencial 

antimicrobiano [114, 115]. Entre os constituintes químicos comumente 

encontrados nos óleos essenciais das espécies desse gênero estão: timol (1), 

carvacrol (2), linalol (3), p-cimeno (4), carvona (5), limoneno (6), (E)-cariofileno 

(7), α-pineno (8), cânfora (9) e citral (10) [14, 112, 116].  

     

  

 

  

Adicionalmente, diversos compostos fenólicos têm sido relatados como 

constituintes não voláteis presentes em várias espécies de Lippia como 

(7) (8) 

(1) (2) (3) (4) (5) 

(6) (10) (9) 
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flavonoides, fenilpropanoides/feniletanoides glicosilados e naftoquinonas, além 

de diversos iridoides [9, 112, 117-121]. 

Ao longo dos anos, diversos estudos têm concentrado esforços em 

correlacionar a composição química das plantas medicinais com as propriedades 

biológicas/farmacológicas apresentadas por seus extratos vegetais e frações 

purificadas, tendo como base o extenso uso tradicional de muitas plantas [114]. 

Assim, estudos feitos com as espécies do gênero Lippia podem possibilitar a 

obtenção de preparações e compostos químicos com grande potencial biológico 

e econômico [116]. 

Em um estudo realizado por Bores et al. [122], o extrato metanólico das 

folhas de L. graveolens H.B.K. apresentou efeitos fotoprotetores em 

camundongos expostos a radiação Ultravioleta B (UVB) quando tratados por via 

tópica com essa preparação, prevenindo o surgimento de tumores nesses 

animais. Segundo os autores, essa proteção pode ser atribuída a presença dos 

flavonoides pinocembrina (11), naringenina (12) e galangina (13) nessa 

preparação. 

 

  

Trevisan et al. [123] relataram o efeito de inibição da enzima 

acetilcolinesterase (AChE) apresentado pelo extrato bruto de L. sidoides, 

sugerindo sua importância como uma possível fonte de compostos químicos de 

origem natural com potencial anticolinesterásico a ser utilizada para o tratamento 

da DA. 

Nos experimentos realizados por Fernandes et al. [124], foi possível 

observar que os extratos etanólicos das raízes e folhas de L. gracilis 

(11) R1=H 

(12) R1=OH 

(13) 
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apresentaram atividade de inibição in vitro do fungo Monosporasccus 

cannonballus, que atinge principalmente culturas de melão, semelhante ao 

fungicida comercial Captan. Segundo os autores, a atividade antifúngica 

apresentada pelos extratos pode estar relacionada a presença de saponinas. 

As atividades biológicas, comprovadas cientificamente, apresentadas por 

espécies do gênero Lippia tem motivado a realização de estudos relacionados a 

identificação e/ou isolamento de compostos químicos presentes em suas 

preparações que possam ser responsáveis por essas atividades. 

No estudo realizado por Almeida et al. [125], com extratos etanólicos da 

espécie L. sidoides, foram isolados flavonoides e outros constituintes de 

diferentes partes dessa planta: naringenina (12), tecomaquinona (14), a mistura 

dos flavonoides 3’,4’,5,7-tetra-hidroxiflavanona (15) e 4’,5,7-tri-hidroxi-6-

metoxiflavona (16), a mistura de di-hidrochalconas 2’-O-β-D-glicopiranosil-

3,4,4’,6’-tetra-hidroxi-di-hidrochalcona (17) e 2’-O-β-D-glicopiranosil-4,4’,6’-tri-

hidroxi-di-hidrochalcona (18), β-sitosterol (19) e carvacrol (2). Neste trabalho, foi 

observado que tanto o extrato etanólico das folhas quando os flavonoides e 

outros constituintes isolados apresentaram atividades antioxidantes semelhante 

à vitamina C e ao trolox. 

 

  

(14) 

(15) 2,3-di-hidro, R1 =H, R2=OH 

(16) Δ
2,3

, R1 =OMe, R2=H 
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Segundo a literatura, a espécie L. sidoides, por ter seu uso comprovado 

na medicina popular como antisséptico e antimicrobiano, foi uma das plantas 

selecionadas pelo SUS para a produção de fitoterápicos no Brasil [118, 125]. 

Em um estudo realizado por Funari et al. [117], os compostos naringenina 

(12), asebogenina (20), floretina (21), sakuranetina (22), eridictiol 7-O-β-D-

glicopiranosídeo (23), aromadendrina (24) e dois fenilpropanoides glicosilados 

forsitosídeo B (25) e verbascosídeo (26) foram isolados do extrato etanólico das 

folhas de L. salviaefolia. Nesse estudo, os flavonoides floretina (21) e 

aromadendrina (24) apresentaram efeito protetor contra o estresse oxidativo 

induzido pelo oxidante t-butilhidroperóxido em células normais de rim humano 

(HEK-293). Adicionalmente, a floretina (21) apresentou atividade antineoplásica 

frente a linhagens de células de melanoma humano M14. 

  

(20) R1=CH3 

(21) R1=H (22) 

(17) R=OH, R1=OH 

(18) R=R1=H 

(19) 
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Moraes et al. [121] relataram o isolamento e identificação de sete 

compostos a partir da infusão das folhas de L. gracilis: carvacrol (2), naringenina 

(12), orientina (27), isoorientina (28), luteolina 4’-O-β-glicopiranosídeo (29), 

5,7,3’,5’-tetrahidroxiflavanona (30) e o carvacrol 2-O-β-glicopiranosídeo (31). 

Segundo os autores, cinco destes compostos (27 a 31) não haviam sido 

relatados no gênero Lippia até então. 

(24) (23) 

(25) 

(26) 
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Em um estudo realizado por Ludere et al. [126], a lippialactona (32) foi 

isolada a partir do extrato acetato de etila das folhas de L. javanica. Esse 

composto apresentou atividade antimalárica frente ao protozoário Plasmodium 

falciparum, causador da malária em humanos, porém menor em comparação a 

Cloroquina, utilizado para combater esse parasita. 

 

Funari et al. [119] isolaram os triterpenos ácido oleanônico (33) e ácido 

oleanólico (34) do extrato etanólico da raiz de L. lupulina.  Nesse estudo, apenas 

o ácido oleanônico (33) apresentou atividade leishmanicida significativa contra o 

protozoário Leishmania amazonenses em comparação a Pentamidina, 

substâncias utilizadas contra esse protozoário. Além disso, esse composto 

apresentou atividade tripanocida, frente ao Trypanosoma cruzi, maior do que o 

benzonidazol, um agente terapêutico utilizado no tratamento da Doença de 

Chagas. 

(27) R1=Glicose, R2=R3=H 

(28) R1=H, R2= Glicose, R3=H 

(29) R1=R2=H, R3=Glicose 

(30) R1=R3=OH, R2=H (31) R=Glicose 

(32) 
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Em estudo realizado com as partes aéreas de L. javanica, Olivier et al. 

[127] isolaram e identificaram dois fenilpropanoides glicosilados, verbascosídeo 

(26) e isoverbascosídeo (35), do extrato metanólico dessa espécie. 

 

Cheng et al. [128] isolaram e identificaram de uma fração obtida do extrato 

metanólico de L. nodiflora os compostos verbascosídeo (26), arenariosídeo (36), 

6-hidroxiluteolina (37), 6-hidroxiluteolina-7-O-glicosídeo (38) e nodifloretina (39). 

 

(33) R=O 

(34) R=OH, H 

(35) 

(36) R=xilose 
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Nesse estudo, Cheng et al. [128] evidenciaram que a fração contendo os 

compostos 26, 36, 37, 38 e 39 apresentou melhores resultados de inibição 

enzimática in vivo frente às enzimas xantina desidrogenase (XDH) e xantina 

oxidase (XOD), presentes no fígado de ratos, em comparação ao extrato bruto. 

Além disso, os flavonoides 37, 38 e 39, avaliados separadamente, mostraram 

potencial de inibição enzimática comparável ao controle positivo Alopurinol, na 

mesma concentração testada, e maior atividade em relação à fração contendo 

esses compostos. 

No trabalho desenvolvido por Cádiz-Gurrea et al. [129] foi relatado a 

presença de diversos compostos polares em um extrato comercial de L. 

citriodora com 10% de verbascosídeo (26), o que inclui os fenilpropanoides 

isoverbascosídeo (35), leucosceptosídeo A (40) e martinosídeo (41); os 

flavonoides luteolina-7-O-diglicuronídeo (42), acacetina-7-O-diglicuronídeo (43) 

e diooflavona (44); e os iridoides shanzhisídeo (45), éster metílico shanzhisídeo 

(46), ácido logânico (47), gardosídeo (48) e tevesídeo (49). 

 

(37) R1=OH, R2=OH 

(38) R1=O-Glicose, R2=OH 

(39) R1=OH, R2=OCH3  

(40) R1=α-L-ramnose, R2=(E)-feruloil, R3=H, R4=H, R5=H 

(41) R1=α-L-ramnose, R2=(E)-feruloil, R3=H, R4=H, R5=CH3  
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(44) 

(42)  R1=OH, R2=H 

(43) R1=H, R2=CH3 

(47) 
(45) (46) 
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Os resultados promissores demonstrados acima não deixam dúvida de 

que espécies do gênero Lippia apresentam um grande potencial biológico e 

econômico, podendo se tornar fontes importantes de preparações e/ou 

substâncias de uso farmacológico. 

 

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown 

 

Entre os principais representantes do gênero Lippia, a espécie L. alba 

destaca-se por seu potencial farmacológico relacionado, principalmente, a 

grande variabilidade química dos seus óleos essenciais [111, 130]. A espécie L. 

alba (Figura 10), nativa de quase todo o território brasileiro, é um subarbusto de 

morfologia variável que pode atingir até 1,5 metro de altura. Essa planta possui 

ramos finos e esbranquiçados, arqueados, longos e quebradiços, folhas inteiras 

de bordos serreados e ápice agudo de 3-6 cm de comprimento. As suas flores 

são azul-arroxeadas reunidas em inflorescências axilares capituliformes de eixo 

curto e tamanho variável, os frutos são drupas globosas de cor róseo-arroxeada 

[131]. 

Figura 10: Fotografias da espécie L. alba. 

(48) (49) 
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Fonte: Elaborada pelo autor. 

A espécie L. alba, conhecida popularmente por diversos nomes como 

erva-cidreira e erva-cidreira-de-arbusto, é utilizada na medicina popular como 

anti-inflamatória, tranquilizante, analgésica, antipirética, sedativa, 

antiespasmódica e expectorante [13, 14]. Folhas e caules são as partes mais 

utilizadas dessa espécie, sendo preparados principalmente na forma de chás 

(infusão ou decocção), macerada, em compressas, banhos ou extratos 

alcoólicos. Suas folhas também são utilizadas no preparo de alimentos [13]. 

A espécie L. alba possui comprovadas propriedades antifúngicas, 

inseticidas e repelentes, relacionadas principalmente aos componentes 

majoritários encontrados em seus óleos essenciais como carvacrol (2), citral 

(10), limoneno (6) e carvona (5), apresentando grande potencial para as 

indústrias farmacêuticas, de alimentos e de produtos agrícolas [10, 111, 132]. 

Por outro lado, flavonoides, fenilpropanoides glicosilados e iridoides estão entre 

as principais classes de compostos não voláteis comumente encontrados em 

seus extratos [3, 9, 15]. Tais classes de metabólitos secundários foram 

previamente relatadas por Timóteo et al. [3] no extrato aquoso das folhas de L. 

alba preparado por decocção, sendo identificadas como tevesídeo (49), 8-epi-

loganina (50), mussaenosídeo (51), ácido geniposídico (52), cistanosídeo (53), 

apigenina-7-O-diglicuronídeo (54), crisoeriol-7-O-diglicuronídeo (55), tricina-7-O-

diglicuronídeo (56), luteolina-7-O-glicuronídeo (57) e tricina-7-O-glicuronídeo 

(58), forsitosídeo B (25), verbascosídeo (acteosídeo) (26), isoverbascosídeo 

(isoacteosídeo) (35), leucosceptosídeo A (40), martinosídeo (41), β-OH-

acteosídeo (59a, 59b, diastereoisômeros) e calceolariosídeo E (60). 
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(57) R1=OH, R2=H 

(58) R1=R2=OCH3 

(50) R1=H, R2=OH, R3=H 

(51) R1=R2=H, R3=OH 

(52) 

(53) 

(54) R1=R2=H 

(55)  R1=OH, R2=H 

(56) R1=R2=OCH3 
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Gomes et al. [15] isolaram e identificaram a partir do extrato hidroetanólico 

(80%) das folhas de L. alba dois fenilpropanoides glicosilados isoméricos: 

verbascosídeo (26) e isoverbascosídeo (35); cinco flavonoides glicosilados: 

crisoeriol-7-O-diglucuronídeo (55), tricina-7-O-diglicuronídeo (56), luteolina-7-O-

glicuronídeo (57), tricina-7-O-glicuronídeo (58) e apigenina-7-O-glicuronídeo 

(61); e três iridoides: 8-epi-loganina (50), mussaenosídeo (51) e ácido 

geniposídico (52). 

 

Diversos flavonoides foram identificados do extrato etanólico das folhas 

de L. alba por Trevisan et al. [9]: naringenina (12); luteolina (62); spinacetina (63); 

apigenina (64); hispudulina (65); 5,7,3’-trihidroxi-3,6,4’-trimetoxiflavona (66); 

5,7,4’-trihidroxi-3,6-dimetoxiflavona (67); santina (68) e pectolinaringenina (69). 

Além disso, foram identificados nesse extrato o verbascosídeo (26), o 

isoverbascosídeo (35) e o calceolariosídeo E (60). 

(61) 

(59a, 59b) R1=α-L-ramnose, R2=(E)-caffeoil, R3=H, R4=OH, R5=H 

(60)          R1=β-apiose, R2=H, R3=(E)-caffeoil, R4=H, R5=H 
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Atualmente, grande parte dos trabalhos que relatam atividades biológicas 

de L. alba, tais como acaricida, sedativa, antifúngica, antiespasmódica, anti-

inflamatória, antioxidante e antitumoral estão relacionados, principalmente, aos 

óleos essenciais dessa espécie ou aos extratos preparados por métodos de 

extração convencionais como infusão, decocção e maceração [3, 10, 14, 131-

136]. 

No trabalho realizado por Jesus et al. [10] foi avaliada a atividade de 

inibição enzimática, frente a enzima acetilcolinesterase, e a atividade citotóxica, 

frente a linhagens de células tumorais, dos extratos preparados por infusão e 

maceração hidroetanólica (1:1) a partir das folhas de diferentes acessos de L. 

alba. Segundo os autores, os extratos de alguns acessos apresentaram 

atividade citotóxica promissoras, sugerindo a presença de compostos com 

potencial antitumoral. Por outro lado, considerando a atividade 

anticolinesterásica, os extratos apresentaram baixa atividade de inibição 

enzimática. 

A atividade antioxidante do extrato etanólico preparado por maceração a 

partir das folhas de L. alba foi avaliada por Trevisan et al. [9]. Nesse estudo, os 

pesquisadores relataram que a atividade antioxidante apresentada por essa 

preparação está relacionada aos compostos polares como os diversos iridoides, 

flavonoides e fenilpropanoides identificados na planta.  

No trabalho desenvolvido por Timóteo et al. [3] foi possível relacionar o 

potencial antioxidante dos extratos aquosos preparados por infusão e decocção 

(62) R1=OH, R2=H, R3=H, R4=OH, R5=OH 

(63) R1=OH, R2=OCH3, R3=OCH3, R4=OH, R5=OH 

(64) R1=OH, R2=H, R3=H, R4=OH, R5=H  

(65) R1=OH, R2=OCH3, R3=H, R4=OH, R5=H   

(66) R1=OH, R2=OCH3, R3=OCH3, R4=OCH3, R5=OH 

(67) R1=OH, R2=OCH3, R3=OCH3, R4=OH, R5=H 

(68) R1=OH, R2=OCH3, R3=OCH3, R4=OCH3, R5=H 

(69) R1=OH, R2=OCH3, R3=H, R4=OCH3, R5=H 
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a partir das folhas de L. alba aos diversos compostos identificados nessas 

preparações como flavonoides e fenilpropanoides. 

Considerando os potenciais biológicos de L. alba, Gomes et al. [137] 

desenvolveram uma formulação fitoterápica, em forma de comprimidos de 

liberação rápida, contendo o extrato hidroetanólico seco das folhas dessa 

espécie. Essa formulação possui propriedades gastroprotetoras e sedativas 

importantes. Segundo os autores, devido aos efeitos promissores da preparação 

obtida, ensaios clínicos e pré-clínicos futuros devem ser realizados para avaliar 

sua eficácia e segurança. 

No estudo de preparação de filmes bucais a base de ervas com 

propriedades anti-inflamatório e antibacterianos, Zamora et al. [138] observaram 

a importante atividade anti-inflamatória de uma combinação de extratos 

preparada a partir de L. alba e L. turbinata. Esse resultado promissor está 

relacionado ao efeito sinérgico apresentado pelo extrato resultante dessa 

combinação, fornecendo uma preparação rica em diversos compostos fenólicos 

bioativos. 

Os trabalhos citados reforçam a importância de estudos relacionados a 

esta espécie como fonte de compostos biologicamente ativos, especialmente 

quando se tem como objetivo a obtenção de extratos ricos em compostos 

fenólicos. 

 

2.1.2 Gênero Lantana 

 

O gênero Lantana compreende mais de 150 espécies de plantas 

herbáceas e arbustivas, que podem atingir mais de 2 m de altura, sendo muitas 

vezes utilizadas para fins decorativos devido à beleza de suas flores. Estas 

espécies são nativas principalmente da América subtropical e tropical, sendo 

algumas delas encontradas na Ásia tropical e África, estando distribuídas em 

aproximadamente 50 países [11, 16].  
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Segundo a literatura, as espécies do gênero Lantana são utilizadas na 

medicina tradicional para o tratamento de diversas enfermidades, tais como 

tuberculose, bronquite, tumores, malária, úlcera e diarreia. Estudos realizados 

com extratos e óleos essenciais obtidos de Lantana têm demonstrado a grande 

diversidade química e biológica de várias espécies desse gênero [11]. 

Considerando a composição química dos óleos essenciais, (E)-cariofileno 

(7), β-cubebeno (70), α-felandreno (71), germacreno D (72) e β-elemeno (73), 

estão entre os principais constituintes voláteis mais citados no gênero Lantana 

[139, 140]. Em contrapartida, furanonaftoquinonas, ácidos fenólicos, flavonoides, 

fenilpropanoides glicosilados e iridoides glicosilados estão entre as classes de 

metabólitos secundários não voláteis comumente encontradas nas espécies 

desse gênero, assim como os lantadenos (triterpenos pentacíclicos) e esteroides 

[11, 141, 142]. 

    

Sabendo que o conhecimento popular sobre os usos tradicionais de 

plantas medicinais tem contribuído significativamente para descobertas de novas 

preparações e/ou compostos químicos bioativos de origem natural [142] e que o 

efeito biológico apresentado por um extrato vegetal está relacionado a sua 

composição química, é de suma importância a caracterização química dessas 

preparações na busca pelos compostos possivelmente responsáveis por 

determinada atividade. 

Neste sentido, Julião et al. [141] isolaram e identificaram de uma fração 

de acetato de etila proveniente do extrato etanólico das folhas de L. trifolia 

diversos compostos fenólicos: verbascosídeo (26), martinosídeo (41), 

scutellareina-7-O-β-D-apiofuranosídeo (74), 5,6,4’,5’-tetrahidroxi-7,3’-

dimetoxiflavona (75), apigenina-7-O-β-D-apiofuranosil-(1→2)-β-D-

apiofuranosídeo (76), scutellareina-7-O-β-D-glicopiranosídeo (77), sorbifolina 

(70)  (71) (72) (73) 
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(78), ácido vaníllico (79), ácido protocatecuico (80), 4-ácido hidroxibenzóico (81), 

ácido cafeico (82), ácido coumárico (83), betoniosídeo F (84) e samiosídeo (85). 

 

  

 

Segundo Julião et al. [141], tanto o extrato etanólico quanto a sua fração 

de acetato de etila, rica nestes compostos, apresentaram intensa ação sedativa 

em camundongos, comprovando o uso popular desta espécie como sedativa. 

Nesse estudo, a scutellareina-7-O-β-D-apiofuranosídeo (74) foi a substância 

mais ativa entre os compostos isolados testados separadamente, porém muito 

menos potente do que o clonazepam e o Diazepam, que são sedativos potentes. 

Sena-Filho et al. [143] isolaram diversos fenilpropanoides glicosilados a 

partir do extrato etanólico das raízes de L. radula. Esses compostos foram 

identificados como verbascosídeo (26), arenariosídeo (36), calceolariosídeo E 

(60), samiosídeo (85), radulosídeo (86) e isonuomiosídeo A (87). Além disso, foi 

relatado o isolamento da radulignana (88) deste extrato e o alissonosídeo (89) 

do extrato etanólico das raízes de L. canescens. 

(74) R1=β-D-apiose, R2=R3=H, R4=OH 

(75) R1=CH3, R2=OCH3, R3=R4=OH 

(76) R1=β-D-apiose (1→2) β-D-apiose, R2=R3=R4=H 

(77) R1=β-D-glicose, R2=R3=H, R4=OH 

(78) R1=CH3, R2=R3=H, R4=OH 

(79) R1=H, R2=OCH3 

(80) R1=H, R2=OH 

(81) R1=R2=H 

(82) R1=OH 

(83) R1=H 

(84) R1=H, R2=β-D-apiose, R3=H 

(85) R1=R2=H, R3=β-D-apiose 
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Em outro estudo realizado por Julião et al. [144], foi relatado o isolamento 

e identificação de quatro fenilpropanoides glicosilados da fração de acetato de 

etila do extrato etanólico das folhas de L. fucata: fucatosídeo A (90), fucatosídeo 

B (91), fucatosídeo C (92) e parviflorosídeo A (93), bem como seis 

metoxiflavonas: 4′-O-metilscutellareina (94), nepetina (95), 5,3′,4′-trihidroxi-

6,7,5′-trimetoxiflavona (96), cirsiliol (97), salvigenina (98) e 5,3′,5′-trihidroxi-

6,7,4′-trimetoxiflavona (99). Através de ensaios in vitro, foi possível observar que 

(86) 

(88) 

(87) R1=(3→1)-β-D-apiose, R2=H, R3=(E)-caffeoil 

(89) R1=(3→1)-α-L-ramnose, R2=(E)-3-O-metil-caffeoil, R3=(6 →1)-β-D-apiose 
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o extrato etanólico e o fucatosídeo C (92) apresentaram significativa atividade 

anti-inflamatória. 

 

 

No estudo realizado por Maldonado et al. [142], foi relatado o isolamento 

e identificação de onze compostos do extrato etanólico das partes aéreas de L. 

balansae: ácido 12-oxo-fitodienóico (100), persicogenina (101), éter 3’,4’,7-

trimetil-eriodictiol (102), fitol (103), espatulenol (104), ácido 4-hidroxicinâmico 

(105), onopordina (106), 5,8,4’-trihidroxi-7,3’-dimetoxiflavona (107), quercetina 

(108), jaceosidina (109) e 8-hidroxiluteolina (110). 

  

(100) 

(101) R1=OCH3, R2=OH 

(102) R1=R2=OCH3 

(94) R1=R2=OH, R3=R5=H, R4=OCH3 

(95) R1=OCH3, R2=OH, R3=H, R4=R5=OH 

(96) R1=R2=OCH3, R3=R4=OH, R5=OCH3 

(97) R1=R2=OCH3, R3=R4=OH, R5=H 

(98) R1=R2=OCH3, R3=R5=H, R4=OCH3 

(99) R1=R2=OCH3, R3=R5=OH, R4=OCH3 

(90) R1=H, R2=β-D-apiose 

(91) R1=β-D-apiose, R2=β-D-xilose 

(92) R1=α-L-apiose, R2=α-L-apiose 

(93) R1=H, R2=α-L-ramnose 
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Nesse trabalho, foi possível observar que o extrato e duas frações 

(hexânica e acetato de etila) apresentaram importantes atividades 

antileishmaniose frente aos protozoários Leishmania amazonensis e Leishmania 

braziliensis. O ácido 12-oxo-fitodienóico (100) se mostrou mais ativo em 

comparação ao extrato, às frações e aos outros compostos isolados testados 

separadamente, apesar de ser menos potente do que o controle positivo 

Anfotericina B. 

Imbenzi et al. [145] evidenciaram o grande potencial antioxidante da 

fração de acetato de etila obtida a partir do extrato etanólico das folhas de L. 

trifolia, a qual apresentou resultado semelhante ao padrão testado (vitamina C). 

Segundo os autores, esses resultados estão diretamente relacionados ao 

conteúdo fenólico dessa preparação, da qual foram isolados e identificados cinco 

flavonoides e um fenilpropanoide glicosilado: verbascosídeo (26), apigenina (64), 

scutellareina-7-O-β-D-apiofuranosídeo (74), sorbifolina (ladanetina, 78), éter 3,7-

dimetilcanferol (111) e umuhengerina (112). 

(103) 
(104) (105) 

(106) R1=R2=H, R3=R5=R6=OH, R4=OCH3  

(107) R1=R2=H, R3=R5=OCH3, R4=R6=OH 

(108) R1=R3=R5=R6=OH, R2=R4=H 

(109) R1=R4=H, R2=R5=OCH3, R3=R6=OH 

(110) R1=R2=H, R3=R4=R5=R6=OH 
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Mohamed et al. [146] avaliaram as atividades antiprotozoária e 

antimicrobiana de extratos e triterpenos isolados por fracionamento bioguiado a 

partir das raízes de L. montevidensis. Os triterpenos isolados foram ácido 

oleanônico (33), ácido oleanólico (34), ácido 13β-hidroxi-3-oxo-olean-11-en-28-

óico (113), ácido 12β,13β-dihidroxiolean-3-oxo-28-óico (114), ácido 

12β,13β,22β-trihidroxiolean-3-oxo-28-óico (115), ácido 3β,25β-dihidroxi-olean-

12-en-28-óico (116), lantadeno A (117), ácido 19α-hidroxi-3-oxo-olean-12-en-28-

óico (118), ácido pomólico (119) e ácido camárico (120). 

  

 

(113) (114) R=H 

(115) R=OH 

(116) R1=R2=OH, R3=R4=H 

(117) R1=O, R2=R3=H, R4=Angeloil 

(118) R1=O, R2=H, R3=OH, R4=H 

(111) R1=OCH3, R2=H, R3=OCH3, R4=R6=H, R5=OH 

(112) R1=H, R2=R3=R4=R5=R6=OCH3 
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O ácido 12β,13β-dihidroxiolean-3-oxo-28-óico (114) e o ácido camárico 

(120) apresentaram importantes efeitos antibacterianos frente ao 

Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Além disso, os ácidos oleanônico 

(33), oleanólico (34), 13β-hidroxi-3-oxo-olean-11-en-28-óico (113), 3β,25β-

dihidroxi-olean-12-en-28-óico (116) e camárico (120) apresentaram atividade 

antileishmaniose moderada e atividade antitripanossoma potente, sendo mais 

ativos do que o fármaco utilizado como padrão, a difluorometilornitina. 

Sousa et al. [12] relataram a atividades antioxidantes dos extratos 

etanólicos das folhas e raízes de L. montevidensis. Diferentes compostos 

fenólicos foram identificados e quantificados nesses extratos: ácido cafeico (82), 

quercetina (108), ácido gálico (121), ácido clorogênico (122) e rutina (123). 

  

(119) 

(121) 
(122) 

(120) 
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Com base na diversidade química e biológica apresentada pelos extratos, 

frações e/ou compostos isolados de várias espécies do gênero Lantana, fica 

evidente a importância de estudos com essas espécies na busca por compostos 

com atividades farmacológicas. 

 

Lantana camara Linn. 

 

A espécie Lantana camara (Figura 11) está entre as espécies mais 

estudadas do gênero Lantana, caracterizando-se como um arbusto pequeno, 

nativo da América tropical e subtropical, podendo atingir até 3 m de altura e 2,5 

m de largura [16, 147]. As folhas dessa espécie são ovais, serrilhadas, podendo 

medir de 3 a 8 cm de comprimento por 3 a 6 cm de largura e apresentar em seus 

caules e galhos pequenos espinhos. Suas flores são pequenas e podem assumir 

diversas colorações (vermelha, violeta, amarela, rosa e branca) a depender da 

idade da planta, enquanto os frutos são de cor azul-esverdeada (5 a 7 mm de 

diâmetro) [17, 147]. 

Figura 11: Fotografias da espécie L. camara. 

(123) 
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Fonte: Elaborada pelo autor. 

A espécie L. camara, conhecida no Brasil como camará-de-cheiro e 

camará-de-chumbo, tem sido utilizada tradicionalmente para o tratamento de 

enfermidades como sarampo, febre, dor de estômago, tumores, reumatismo e 

bronquite. As folhas são as partes da planta mais utilizadas, sendo preparadas 

principalmente na forma de chás (infusão ou decocção) e/ou cataplasma. É 

também bastante utilizada como planta ornamental devido a beleza de suas 

flores [16, 17, 147]. 

Estudos fitoquímicos realizados com L. camara relataram a presença de 

diversas classes de metabólitos secundários em sua composição como ácidos 

fenólicos, flavonoides, fenilpropanoides glicosilados e triterpenoides, 

descrevendo ainda importantes atividades biológicas apresentadas por seus 

óleos essenciais, extratos e compostos isolados [12, 20, 148]. 

No trabalho realizado por Naz e Bano [18], foi relatada a atividade 

antimicrobiana do extrato metanólico das folhas de L. camara. Esta preparação 

se mostrou ativa tanto do ponto de vista antibacteriano, frente a cepas de 

Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, quanto antifúngico, frente 

a Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus. Considerando estes resultados, os 

autores sugerem que essa planta poderia ser uma importante fonte de 

compostos antimicrobianos a ser utilizada por indústrias farmacêuticas. 

Mahdi-Pour et al. [149] relataram que extratos metanólicos preparados a 

partir de diversas partes de L. camara (flores, folhas, raízes, caule e frutos) 

apresentaram interessantes atividades antioxidantes, com destaque para aquele 
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obtido a partir de suas folhas. Em outro estudo, Kalita et al. [150] relataram que 

o extrato aquoso das folhas de L. camara apresentou atividades antioxidante e 

de inibição contra o dano oxidativo causado ao DNA. A atividade antioxidante do 

extrato etanólico obtido das folhas de L. camara também foi evidenciada em 

estudo realizado por Sousa et al. [12], no qual diversos compostos fenólicos 

foram identificados e quantificados, sendo eles ácido cafeico (82), quercetina 

(108), ácido gálico (121), ácido clorogênico (122) e rutina (123); destacando a 

importância desta espécie como fonte de compostos fenólicos antioxidantes. 

Em estudo realizado por Sathish et al. [19], foi possível observar a 

significativa atividade antiulcerogênica em ratos apresentada pelo extrato 

metanólico das folhas de L. camara. Essa atividade pode estar relacionada a 

presença de flavonoides, triterpenos, taninos, saponina e fenilpropanoides 

detectados nessa preparação. Esse extrato apresentou ainda importante 

atividade antimicrobiana frente a Helicobacter pylori, microrganismo associado à 

etiologia das úlceras. 

Alguns estudos têm mostrado o potencial anticâncer de extratos e 

compostos isolados de L. camara. Badakhshan et al. [21] relataram em seu 

estudo que os extratos metanólicos das folhas e raízes dessa espécie 

apresentaram efeito antineoplásico moderado frente a células leucêmicas 

humanas em comparação à carboplatina (uma droga anticâncer). Em um estudo 

realizado por Ghosh et al. [20] foi observado que o ácido oleanônico (33), isolado 

do extrato metanólico da raiz de L. camara, apresentou promissora atividade 

citotóxica frente a células tumorais A375 (melanoma). 

Ganesh et al. [22] relataram que o extrato metanólico das folhas de L. 

camara apresentou atividade anti-hiperglicêmica em ratos com diabetes induzida 

por aloxana em comparação a glibenclamida, princípio ativo de um medicamento 

utilizado para o controle da diabetes. Através da investigação fitoquímica desse 

extrato foi possível observar a presença de diversos compostos químicos como 

saponinas, taninos, flavanoides, esteroides e triterpenoides, os quais podem 

estar relacionados ao efeito antidiabético observado. 

Em seus experimentos, Nirmal et al. [151] observaram que o extrato 

metanólico das folhas de L. camara apresentaram importante atividade 
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antituberculose in vitro frente a Mycobacterium tuberculosis resistentes a 

multidrogas. Nesse estudo, os autores sugerem que as atividades apresentadas 

pelos extratos brutos podem estar relacionadas a presença de flavonoides e 

outros compostos fenólicos, terpenoides e alcaloides, bem como pela presença 

do álcool diterpênico fitol (103) e seus derivados. 

Hiremath et al. [152] purificaram e caracterizaram uma lectina (uma 

glicoproteína com 10% de carboidrato) a partir do extrato acetato tamponado das 

folhas de L. camara. Essa proteína apresentou promissoras atividades 

antifúngicas, frente a Aspergillus niger, Metarhizium anisopliae e Purpureocillium 

lilacinum, e antibacterianas, frente a Klebsiella pnumoniae, Pseudomonas 

aeruginosa e Escherichia coli, inibindo o crescimento de todas as espécies de 

fungo e bactérias testadas de forma semelhante aos padrões Ampicilina e 

Clotrimazol. 

Em estudo realizado por Delgado-Altamirano et al. [153], foi possível 

observar a atividade antileishmanicida de diferentes extratos de diclorometano 

obtidos a partir das folhas de L. camara coletadas em diferentes meses. Segundo 

os autores, essa atividade está relacionada a presença de alguns terpenoides 

nessas preparações como o ácido camárico (120) e ácido lantanílico (124). 

 

Darwish et al. [154] relataram pela primeira vez o potencial das flores e 

folhas de L. camara como fonte de metabólitos secundários com atividade 

inibitória do vírus da COVID-19 como o isoverbascosídeo (35) e a luteolina-7,4'-

O-diglicosideo (125). 

(124) 



69 
 
 

 

 

 

  

 

Diante dos resultados citados, percebe-se a potencialidade biológica, 

farmacológica e econômica da espécie L. camara, justificando o interesse deste 

trabalho na busca por preparações e/ou compostos que sejam úteis na área da 

saúde. 

2.2 Aplicação da UAE e da MAE para obtenção de compostos fenólicos 

de matrizes vegetais. 

A composição química de cada matriz vegetal é única, se fazendo 

necessário avaliar qual técnica e/ou condições de extração são as mais 

apropriadas para a obtenção de um produto com maior potencial bioativo [34]. 

Nesse sentido, diversos estudos relatados na literatura mostram que as técnicas 

não convencionais são mais eficientes do que as técnicas tradicionais para a 

obtenção de diversas classes de compostos químicos presentes em diferentes 

matrizes vegetais. 

Os extratos obtidos por UAE têm apresentado resultados melhores em 

comparação aos extratos obtidos pelas técnicas convencionais. Isso foi 

observado por Ali et al. [82] no estudo de extração de compostos fenólicos das 

folhas de Piper betle empregando a condição de extração otimização por UAE. 

A UAE gerou um extrato com maior rendimento, maior conteúdo de fenólicos 

totais e maior atividade antioxidante em comparação ao extrato obtido por 

maceração. 

Goltz et al. [155] demonstraram em seus experimentos com a espécie 

Achyrolcine satureioides que a utilização da técnica UAE gerou melhor resultado 

de recuperação de compostos fenólicos, aproximadamente 6 vezes maior em 

comparação a extração por maceração empregando o mesmo tempo de 

(125) 
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extração. Como consequência disso, foi observada também uma atividade 

antioxidante 3 vezes maior do extrato etanólico preparado por UAE em relação 

àquele preparado por maceração. 

No estudo realizado por Saifullah et al. [98], foi relatado o maior conteúdo 

de fenólicos totais e a maior atividade antioxidante do extrato das folhas de 

Leptospermum petersonii obtidos por UAE em comparação ao extrato obtido por 

maceração com agitação. Segundo os autores, os compostos fenólicos 

presentes são os principais responsáveis pelas atividades antioxidantes 

apresentadas pelos extratos obtidos. 

Em um trabalho realizado por Iftikhar et al. [156], o extrato obtido a partir 

do farelo de centeio (Secale cereale L.) por UAE, na condição ótima de extração, 

apresentou maior conteúdo de fenólicos totais e maior conteúdos de flavonoides 

totais em comparação ao extrato obtido por maceração convencional 

empregando as mesmas condições de extração. Além disso, o extrato de UAE 

apresentou maior atividade antioxidante (por diferentes metodologias) do que o 

de maceração. 

Com o intuito de maximizar a extração de compostos fenólicos da casca 

de ciriguela (Spondias purpurea L.), Silva Júnior et al. [157] otimizaram um 

processo de extração por UAE. Nesse estudo o extrato de UAE apresentou 

conteúdo de fenólicos totais e atividade antioxidante pelo método do DPPH 

superiores aos obtidos pelos extratos de MAE e maceração. A maior eficiência 

de extração da UAE em comparação a MAE e maceração foi atribuída a 

ocorrência do efeito de cavitação durante a extração por ultrassom, o que 

favorece, entre outros fatores, a ruptura da parede celular vegetal e, portanto, o 

aumento da transferência de massa do processo. 

A extração assistida por micro-ondas (MAE) é outra técnica que vem 

sendo muito utilizada na recuperação de metabólitos secundários de origem 

vegetal. Em um estudo realizado com diferentes partes de Malus domestica, o 

extrato obtido por MAE a partir das raízes dessa espécie, nas condições ótimas 

de extração, apresentou maior conteúdo de fenólicos totais em relação a 

maceração convencional em um tempo de extração 6 vezes menor [158]. 
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Em estudo recente realizado por Dairi et al. [159], para a obtenção de 

compostos fenólicos antioxidantes de cebola vermelha (Allium cepa L.), foi 

observado que o extrato obtido por MAE, empregando as condições otimizadas 

durante o trabalho, apresentou maiores atividades antioxidantes, através de 

ensaios DPPH e ABTS, em relação àquelas da extração convencional com 

agitação magnética, apesar de ambos os extratos apresentarem conteúdo de 

fenólicos totais semelhantes. Nesse estudo, o extrato de MAE foi obtido 

empregado tempo de extração muito menor do que o extrato obtido por agitação 

magnética. 

Em um estudo realizado com a espécie Humulus lupulus, foi evidenciada 

a maior eficiência da MAE na recuperação de compostos fenólicos em 

comparação aos extratos obtidos por UAE [160]. Nesse estudo, o extrato 

etanólico preparado por MAE apresentou maior conteúdo de fenólicos totais e 

maior atividade antioxidante em comparação àqueles preparados por UAE 

utilizando diferentes solventes. Os extratos obtidos apresentaram como 

compostos majoritários a catequina, a rutina e o ácido clorogênico. 

A otimização de extração por micro-ondas para maximizar a recuperação 

de compostos fenólicos a partir das cascas de toranja (Citrus ✕ paradisi) foi 

realizada por Kaanin-Boudraa et al. [161]. Os resultados obtidos mostraram que 

o extrato de MAE, empregado as condições ótimas de extração, apresentou 

maior conteúdo de fenólicos totais em comparação ao extrato obtido por 

maceração empregando a mesmo solvente de extração e relação solvente para 

sólido otimizada na MAE. Mesmo utilizando um tempo de extração de 30 s, muito 

menor do que aquele empregado na maceração (2 h), o extrato de MAE 

apresentou maior potencial antioxidante em comparação ao da maceração, 

mostrando a maior eficiência da técnica de micro-ondas. 

Abbas et al. [162] realizaram um estudo comparativo entre MAE, UAE e 

Soxhlet, empregando acetato de etila como solvente de extração, visando a 

obtenção de maior rendimento de extração, conteúdo de fenólicos totais (TPC) 

e conteúdo de flavonoides totais (TFC) a partir dos frutos da espécie Lagenaria 

siceraria. Os extratos de MAE e UAE, empregando as respectivas condições de 

extração otimizadas, apresentaram resultados de rendimento, TPC e TFC 
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semelhantes, porém muito superiores ao extrato de Soxhlet, mesmo sendo 

obtidos empregando tempo de extração inferior ao deste último: MAE, 40 s; UAE, 

30 min; e Soxhlet, 1 h. 

Até onde é de nosso conhecimento, nenhum trabalho na literatura relata 

a atividade biológica de extratos de L. alba preparados por métodos de extração 

não convencionais como MAE e UAE, os quais vêm ganhando destaque por 

apresentarem algumas vantagens em relação às técnicas convencionais, 

podendo fornecer a obtenção de extratos com maior potencial biológico [23, 24, 

28]. Este fato despertou o interesse do nosso grupo de pesquisa em estudar as 

técnicas de extração não convencionais comparando-as entre si e com as 

convencionais (maceração, infusão, decocção e Soxhlet) quanto a recuperação 

de compostos fenólicos, que têm se mostrado bioativos. 

3 OBJETIVOS 

3.1 Geral 

➢ Realizar a otimização de extração por UAE e MAE de compostos fenólicos 

das folhas de L. alba e L. camara visando o maior rendimento de extração 

e o maior conteúdo de fenólicos totais, comparando os resultados 

fitoquímicos e de atividades biológicas dos extratos nas respectivas 

condições otimizadas com aqueles dos extratos obtidos pelos métodos 

convencionais (maceração, infusão, decocção e Soxhlet). 

3.2 Específicos 

➢ Avaliar o efeito da concentração de etanol, do tempo de extração e da 

relação solvente para sólido no conteúdo de fenólicos totais das folhas de 

L. alba e L. camara por UAE por meio de um planejamento de fator único 

para determinar o intervalo de cada variável de extração que favoreça o 

maior conteúdo de fenólicos totais; 

➢ Empregar um planejamento Box-Behnken e metodologia de superfície de 

resposta para determinar a melhor condição de extração para a obtenção 

do maior rendimento de extração e maior conteúdo de fenólicos totais das 
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folhas de L. alba e L. camara por UAE, avaliando o efeito da concentração 

de etanol, do tempo de extração e da relação solvente para sólido; 

➢ Empregar um planejamento Box-Behnken e metodologia de superfície de 

resposta para determinar a melhor condição de extração para a obtenção 

do maior rendimento de extração e maior conteúdo de fenólicos totais das 

folhas de L. alba e L. camara por MAE, avaliando o efeito da concentração 

de etanol, do tempo de extração e da potência de micro-ondas; 

➢ Preparar extratos de L. alba e L. camara por maceração, infusão, 

decocção e Soxhlet;  

➢ Determinar o rendimento de extração de todos os extratos; 

➢ Determinar o conteúdo de fenólicos totais de todos os extratos; 

➢ Determinar o conteúdo de flavonoides totais e as atividades antioxidantes 

dos extratos obtidos de cada espécie na condição ótima de extração por 

UAE e MAE, bem como dos extratos de maceração, infusão, decocção e 

Soxhlet; 

➢ Determinar a atividade citotóxica in vitro frente a linhagens de células 

tumorais de todos os extratos obtidos por UAE e MAE, bem como dos 

extratos de maceração, infusão, decocção e Soxhlet; 

➢ Determinar a atividade de inibição enzimática in vitro, frente às enzimas 

acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, dos extratos obtidos por UAE e 

MAE, bem como dos extratos de maceração, infusão, decocção e Soxhlet; 

➢ Determinar a metodologia mais promissora para a obtenção de extratos 

bioativos a partir das folhas das espécies estudadas; 

➢ Identificar as principais classes de compostos químicos presentes nos 

extratos por LC-DAD. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Materiais e equipamentos  

• Estufa de circulação forçada Marconi (MA 035, Piracicaba, SP, Brasil); 

• Balança analítica Denver Instrument Company – modelo APX-200; 

• Liquidificador doméstico Britânia – modelo Eletronic; 

• Peneiras para análise granulométrica Bertel (Caieiras, SP, Brasil); 

• Equipamento de Micro-ondas (NEOS-GR, Milestone, Itália);  

• Banho de ultrassom Elma (Elmasonic P 60H, Alemanha); 

• Forno de micro-ondas Electrolux – modelo ME28S; 

• Evaporador rotatório BUCHI (modelo R-3), acoplado a uma bomba de 

vácuo da mesma marca (modelo V-700); com um sistema de refrigeração 

da marca Microquímica Equipamentos Ltda (modelo MQBTC99-20); 

• Ultrafreezer Liotop UFR30 (Liobras, São Carlos, SP, Brasil); 

• Liofilizador de bancada Liotop L101 (Liobras, São Carlos, SP, Brasil); 

• Freezer Electrolux – modelo FFE24; 

• Leitora de microplacas BioTekTM – modelo Synergy H1; 

• Papel filtro qualitativo Macherey-Nagel (MN 615); 

• Microplacas Kasvi (São José do Pinhais, PR, Brasil); 

• Filtro seringa PVDF 0,45 µm VALUPREP (Hexis, Jundiaí, SP, Brasil); 

4.2 Reagentes e Solventes  

• Reagente de Folin & Ciocalteu’s (Sigma Aldrich, St. Louis, Co, USA); 
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• Carbonato de sódio anidro (Na2CO3) grau analítico (Synth, Diadema, SP, 

Brasil); 

• Tricloreto de alumínio hexa-hidratado (AlCl3.6H2O) grau analítico (Vetec, 

Duque de Caxias, RJ, Brasil); 

• Hidróxido de sódio grau analítico (Mallinckrodt Baker, Suécia); 

• Nitrito de sódio (Dinâmica, Indaiatuba, SP, Brasil); 

• DPPH – 2,2-Difenil-1-picril hidrazil (Sigma Aldrich, St. Louis, Co, USA); 

• ABTS – 2,2’-Azino-bis(ácido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico) (Sigma 

Aldrich, St. Louis, Co, USA); 

• Ácido clorídrico – (Synth, Diadema, SP, Brasil); 

• 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina – TPTZ (Sigma Aldrich, St. Louis, Co, USA); 

• Cloreto férrico hexa-hidratado (Dinâmica, Indaiatuba, SP, Brasil); 

• Acetato de sódio (Synth, Diadema, SP, Brasil); 

• Sulfato Ferroso hepta-hidratado (Dinâmica, Indaiatuba, SP, Brasil); 

• Ácido gálico (Sigma Aldrich, St. Louis, Co, USA); 

• Catequina (Sigma Aldrich, St. Louis, Co, USA); 

• Trolox (ácido 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico) (Sigma 

Aldrich, St. Louis, Co, USA); 

• Corante Hoechst (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA); 

• Doxorrubicina (IMA, Buenos Aires, Argentina); 

• Acetilcolinesterase de peixe elétrico (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 

USA); 

• Butirilcolinesterase de humanos 

• Iodeto de acetilcolina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA);  

• Acetato de amônio (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA); 

• Galantamina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA); 

• Dimetilsulfóxido (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA); 
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• Alamar Blue (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). 

• Etanol grau analítico (Merck, Darmstadt, Alemanha); 

• Metanol grau analítico (NEON, São Paulo, SP, Brasil); 

• Acetonitrila grau HPLC (Honeywell, St. Muskegon, MI, EUA);  

• Metanol grau HPLC (ASC Científica, Sumaré, SP, Brasil);  

• Ácido fórmico grau analítico, 85% (v/v) (Dinâmica, Indaiatuba, SP, Brasil);  

• Água deionizada – MIlli-Q (Millipore, São Paulo, SP, Brasil); 

 

4.3 Sistemas cromatográficos 

• Cromatógrafo líquido da marca Shimadzu (Quioto, Japão) modelo 

Prominence composto por: módulo de comunicação CBM-20A, 

degaseificador DGU-20A3, sistema binário de bombas LC-20AT, injetor 

automático SIL-20AHT, detector espectrofotométrico com arranjo de 

diodos SPD-M20A, forno de colunas CTO-20A; 

• Sistema de cromatografia líquida de altíssima eficiência e velocidade 

modelo Nexera XR equipado com duas bombas de alta pressão modelo 

LC-20ADXR, uma bomba modelo LC-20AD, câmara de mistura modelo 

MR180uLII (volume interno de 180 µL), degaseificador de membrana (on-

line) modelo DGU-20A3R, um auto injetor modelo SIL-20A, um detector 

de ultravioleta com comprimento de onda variável modelo SPDM20A, 

forno de colunas modelo CTO-20A e uma interface SHIMADZU CBM-20A. 

O equipamento está acoplado a um espectrômetro de massas Bruker 

modelo AmaZon Speed com fonte tipo ESI (Electrospray Ion Source), 

duplo funil de íons e analisador do tipo Ion Trap controlado pelo software 

Compass 1.7. 



77 
 
 

 

 

 

4.4 Colunas cromatográficas e capilares 

• Coluna cromatográfica Kinetex C18 (250 x 4,6 mm d.i., 5 μm, 100 Å, 

Phenomenex), acoplada a uma coluna de guarda de mesma fase 

estacionária; 

• Capilar de sílica fundida (30 cm x 0,375 mm x 100 μm d.i.), tendo a AChE 

imobilizada covalentemente em sua superfície interna. 

• Capilar de sílica fundida (30 cm x 0,375 mm x 100 μm d.i.), tendo a BChE 

imobilizada covalentemente em sua superfície interna. 

4.5 Material vegetal: coleta e processamento das folhas 

Folhas das espécies L. alba e L. camara foram coletadas em abril de 2019 

na Fazenda Experimental “Campus Rural da Universidade Federal de Sergipe 

(UFS)” onde foram cultivadas. Essas plantas pertencem ao Banco Ativo de 

Germoplasma de Plantas Medicinais e Aromáticas da UFS (número de registro 

SisGen: A8CCB3B), que tem a supervisão do Prof. Dr. Arie Fitzgerald Blank do 

Departamento de Engenharia Agronômica da UFS que é coordenador do 

Laboratório de Culturas de Tecidos Vegetais e Melhoramento Vegetal (UFS). 

Exsicatas das espécies foram depositadas no Herbário da UFS com número de 

registro 13466 para L. alba (acesso LA-03) e 38273-2 para L. camara (acesso 

LAC-038). 

Após a coleta, as folhas foram secas separadamente em estufa de 

circulação forçada a 40 °C durante 50 horas e trituradas em um processador 

comercial. O material triturado foi classificado utilizando-se peneiras para análise 

granulométrica a um tamanho de partícula entre 35 e 60 mesh (segundo o 

sistema Tyler) e armazenado em frascos de vidro com tampa a temperatura 

ambiente. 

4.6 Preparo dos extratos e rendimento de extração 

Para a recuperação dos metabólitos secundários das folhas de L. alba e L. 

camara, foram utilizados dois diferentes métodos de extração não convencionais 
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(UAE e MAE) e diferentes métodos de extração convencionais (maceração, 

infusão, decocção e Soxhlet) utilizados para a comparação. 

 

4.6.1 Extração assistida por ultrassom (UAE) 

 

A extração assistida por ultrassom de cada planta foi realizada em um 

banho de ultrassom (volume de trabalho de 4,3 L) a uma frequência de 37 kHz 

(potência nominal de operação de 150 W) e temperatura de 30 ± 1 °C. O material 

(0,5 g) foi colocado em um frasco de vidro cilíndrico (100 mL) com tampa e 

extraído de acordo com as condições especificadas de concentração de etanol 

em água, tempo de extração e relação solvente para sólido de acordo com cada 

planejamento de experimento utilizado. A temperatura e o tempo de extração 

foram continuamente monitorados através do painel do equipamento. Para 

manter a temperatura do banho constante (±1 °C), quando necessário, pequenos 

volumes de água destilada foram retirados do banho e substituídos por volumes 

iguais de água destilada gelada. 

Após a extração, todos os extratos obtidos foram filtrados sob pressão 

reduzida através de papel filtro para a remoção de material particulado. 

Posteriormente, os extratos hidroetanólicos foram submetidos a evaporação a 

pressão reduzida para a remoção do solvente orgânico a 45 °C, congelados em 

ultrafreezer a -80 °C e liofilizados (a -58 °C e pressão abaixo de 100 μHg) por 48 

horas para a remoção do solvente aquoso remanescente. Os extratos brutos 

foram armazenados em potes de vidro fechados e estocados em freezer a uma 

temperatura abaixo de -10 °C ao abrigo da luz. 

 

Planejamento experimental de fator único 

 

Previamente, um planejamento experimental de fator único foi realizado 

para se determinar o intervalo mais adequado das variáveis que serão avaliados 

posteriormente por meio de um planejamento Box-Behnken (BBD): 

concentração de etanol em água (10, 30, 50, 70, 90%), relação solvente para 

sólido (20:1, 40:1, 60:1, 80:1, 100:1 mL/g) e tempo de extração (5, 10, 15, 20, 
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25, 30 min). A resposta estudada (variável dependente) nesse planejamento foi 

o conteúdo de fenólicos totais. Todos os experimentos foram realizados em 

duplicata seguindo a sequência experimental, para cada planta, ilustrada na 

Figura 12(a e b).  

Figura 12: Sequência de realização dos experimentos por meio do planejamento 

experimental de fator único para determinar os intervalos adequados das 

variáveis concentração de etanol (10, 30, 50, 70, 90%), relação solvente para 

sólido (Rel. sol-sol, 20:1, 40:1, 60:1, 80:1, 100:1 mL/g) e tempo de extração (5, 

10, 15, 20, 25, 30 min): a) L. alba e b) L. camara. 

a) L. alba 

b) L. camara 

 

 

Otimização de extração por planejamento Box-Behnken e RSM 

 

A otimização de extração assistida por ultrassom de cada espécie, 

auxiliada por metodologia de superfície de resposta (RSM), foi realizada de 

acordo com as condições especificadas de concentração de etanol, tempo e 

relação solvente para sólido seguindo um planejamento Box-Behnken com três 

variáveis e três níveis, totalizando 15 experimentos. Para a espécie L. alba, as 

três variáveis independentes estudadas, cujos intervalos foram determinados 

com base em um planejamento experimental de fator único, foram (Tabela 1): 

concentração de etanol (X1: 10, 30 e 50%, v/v), tempo de extração (X2: 10, 15 e 

20 min) e relação solvente para sólido (X3: 40:1, 60:1 e 80:1 mL/g). 

Relação solvente para 
sólido 

(20:1 - 100:1 mL/g)  
% Etanol: 50%; 
Tempo: 10 min; 
Tempo: 10 min; 

% Etanol  
(10 - 90%) 

Rel. s/s: 60:1 mL/g; 
Tempo: 10 min; 

Tempo de extração 
(5 – 30 min) 

Rel. s/s: 60:1 mL/g; 
% Etanol: 30%; 

Relação solvente para 
sólido 

(20:1 - 100:1 mL/g)  
% Etanol: 50%; 
Tempo: 10 min; 
Tempo: 10 min; 

% Etanol  
(10 - 90%) 

Rel. s/s: 40:1 mL/g; 
Tempo: 10 min; 

Tempo de extração 
(5 – 30 min) 

Rel. s/s: 40:1 mL/g; 
% Etanol: 30%; 
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Tabela 1: Valores experimentais, símbolos e níveis das variáveis independentes 

usadas no planejamento Box-Behnken na UAE das folhas de L. alba. 

Variáveis (Símbolos) Níveis 

  
Baixo 

(-) 
Intermediário 

(0) 
Alto 
(+) 

Concentração de etanol (%, X1) 10 30 50 

Tempo de extração (min, X2) 10 15 20 

Relação solvente para sólido (mL/g, X3) 40:1 60:1 80:1 

 

As combinações experimentais de acordo com os intervalos determinados 

das variáveis estudas para a espécie L. alba estão mostradas na Tabela 2. 

Tabela 2: Configuração dos 15 ensaios do planejamento Box-Behnken na UAE 

das folhas de L. alba. As variáveis codificadas estão nos níveis baixo (-1), 

intermediário (0) e alto (1). 

Ensaios X1 (%) X2 (min)  X3 (mL/g) 

1 10 (-1) 10 (-1) 60:1 (0) 

2 50 (1) 10 (-1) 60:1 (0) 

3 10 (-1) 20 (1) 60:1 (0) 

4 50 (1) 20 (1) 60:1 (0) 

5 10 (-1) 15 (0) 40:1 (-1) 

6 50 (1) 15 (0) 40:1 (-1) 

7 10 (-1) 15 (0) 80:1 (1) 

8 50 (1) 15 (0) 80:1 (1) 

9 30 (0) 10 (-1) 40:1 (-1) 

10 30 (0) 20 (1) 40:1 (-1) 

11 30 (0) 10 (-1) 80:1 (1) 

12 30 (0) 20 (1) 80:1 (1) 

13c 30 (0) 15 (0) 60:1 (0) 

14c 30 (0) 15 (0) 60:1 (0) 

15c 30 (0) 15 (0) 60:1 (0) 

X1: concentração de etanol em água; X2: tempo de extração; X3: relação 
solvente para sólido. 
C ponto central. 
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Para a espécie L. camara, as três variáveis independentes estudadas, 

cujos intervalos foram determinados com base em um planejamento 

experimental de fator único, foram (Tabela 3): concentração de etanol (X1: 10, 

30 e 50%, v/v), tempo de extração (X2: 15, 20 e 25 min) e relação solvente para 

sólido (X3: 20:1, 40:1 e 60:1 mL/g). 

Tabela 3: Valores experimentais, símbolos e níveis das variáveis independentes 

usadas no planejamento Box-Behnken na UAE das folhas de L. camara. 

Variáveis (Símbolos) Níveis 

  
Baixo 

(-) 
Intermediário 

(0) 
Alto 
(+) 

Concentração de etanol (%, X1) 10 30 50 

Tempo de extração (min, X2) 15 20 25 

Relação solvente para sólido (mL/g, X3) 20:1 40:1 60:1 

 

As combinações experimentais de acordo com os intervalos determinados 

das variáveis estudas para a espécie L. camara estão mostradas na Tabela 4. 

Tabela 4: Configuração dos 15 ensaios do planejamento Box-Behnken na UAE 

das folhas de L. camara. As variáveis codificadas estão nos níveis baixo (-1), 

intermediário (0) e alto (1). 

Ensaio X1 (%) X2 (min)  X3 (mL/g) 

1 10 (-1) 15 (-1) 40:1 (0) 

2 50 (1) 15 (-1) 40:1 (0) 

3 10 (-1) 25 (1) 40:1 (0) 

4 50 (1) 25 (1) 40:1 (0) 

5 10 (-1) 20 (0) 20:1 (-1) 

6 50 (1) 20 (0) 20:1 (-1) 

7 10 (-1) 20 (0) 60:1 (1) 

8 50 (1) 20 (0) 60:1 (1) 

9 30 (0) 15 (-1) 20:1 (-1) 

10 30 (0) 25 (1) 20:1 (-1) 

11 30 (0) 15 (-1) 60:1 (1) 

12 30 (0) 25 (1) 60:1 (1) 

13c 30 (0) 20 (0) 40:1 (0) 

14c 30 (0) 20 (0) 40:1 (0) 
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Ensaio X1 (%) X2 (min)  X3 (mL/g) 

15c 30 (0) 20 (0) 40:1 (0) 

X1: concentração de etanol em água; X2: tempo de extração; X3: relação 
solvente para sólido. 
C ponto central. 
 

As respostas estudadas por UAE em cada planejamento Box-Behnken 

foram rendimento de extração e conteúdo de fenólicos totais. Três réplicas no 

ponto central foram utilizadas para estimativa do erro experimental e os 

experimentos, de cada planejamento, foram realizados de forma aleatória.  

 

4.6.2 Extração assistida por micro-ondas (MAE) 

 

Otimização de extração por planejamento Box-Behnken e RSM 

 

Na extração por micro-ondas de cada planta, 0,4 g de material triturado 

foi colocado em um balão volumétrico (250 mL) e extraído com 20 mL de 

solvente apropriado, mantendo a relação solvente para sólido de 50 mL/g, 

seguindo um planejamento Box-Behnken com três variáveis independentes 

(Tabela 5): concentração de etanol em água (X1: 0, 35 e 70%, v/v), tempo de 

extração (X2: 2, 8,5 e 15 min) e potência de micro-ondas (X3: 300, 450 e 600 W), 

e duas variáveis dependentes, as respostas: rendimento de extração e conteúdo 

de fenólicos totais. Três réplicas no ponto central foram utilizadas para a 

estimativa do erro experimental. 

Tabela 5: Valores experimentais, símbolos e níveis das variáveis independentes 

usadas no planejamento Box-Behnken na MAE. 

Variáveis (Símbolos) Níveis 

  
Baixo 
(-1) 

Intermediário 
(0) 

Alto 
(1) 

Concentração de etanol (%, X1) 0 35 70 

Tempo de extração (min, X2) 2 8,5 15 

Potência de micro-ondas (W, X3) 300 450 600 
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A temperatura (80 ± 10 °C), o tempo e a potência de micro-ondas foram 

continuamente monitorados através do painel do equipamento. Antes de 

contabilizar o tempo de extração, foi realizado o preaquecimento da mistura a 

200 W de potência durante 1 min. Ao término da extração, cada amostra foi 

resfriada a temperatura ambiente (26 ± 1 °C) por 2 min. Todos os experimentos 

foram executados em ordem aleatória e a configuração experimental está 

mostrada na Tabela 6. Os solventes utilizados foram escolhidos por serem 

reconhecidos como seguro e ambientalmente amigáveis [23, 34, 36, 163, 164]. 

O intervalo de tempo de extração e potência de micro-ondas foram escolhidos 

com base em estudos prévios relatados na literatura [165, 166].  

Tabela 6: Configuração dos 15 ensaios do planejamento Box-Behnken na MAE 

das folhas de L. alba e L. camara. As variáveis codificadas estão nos níveis baixo 

(-1), intermediário (0) e alto (1).  

Ensaios X1 (%) X2 (min) X3 (W) 

1 0 (-1) 2 (-1) 450 (0) 

2 70 (1) 2 (-1) 450 (0) 

3 0 (-1) 15 (1) 450 (0) 

4 70 (1) 15 (1) 450 (0) 

5 0 (-1) 8,5 (0) 300 (-1) 

6 70 (1) 8,5 (0) 300 (-1) 

7 0 (-1) 8,5 (0) 600 (1) 

8 70 (1) 8,5 (0) 600 (1) 

9 35 (0) 2 (-1) 300 (-1) 

10 35 (0) 15 (1) 300 (-1) 

11 35 (0) 2 (-1) 600 (1) 

12 35 (0) 15 (1) 600 (1) 

13c 35 (0) 8,5 (0) 450 (0) 

14c 35 (0) 8,5 (0) 450 (0) 

15c 35 (0) 8,5 (0) 450 (0) 

X1: concentração de etanol em água; X2: tempo de extração; X3: potência de 
micro-ondas. 
C ponto central. 

 

Após a etapa de resfriamento, todos os extratos obtidos foram filtrados 

sob pressão reduzida através de papel filtro para a remoção do particulado. 

Posteriormente, os extratos aquosos foram congelados em ultrafreezer a -80 °C 
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e liofilizados (a -58 °C e pressão abaixo de 100 μHg) por 48 horas para remoção 

do solvente aquoso. Os extratos hidroetanólicos foram submetidos a evaporação 

a pressão reduzida para a remoção do solvente orgânico a 45 °C, congelados 

em ultrafreezer a -80 °C e liofilizados (a -58 °C e pressão abaixo de 100 μHg) 

por 48 horas para a remoção do solvente aquoso remanescente. Todos os 

extratos brutos foram armazenados em potes de vidro fechados e estocados em 

freezer abaixo de -10 °C ao abrigo da luz. 

 

4.6.3 Validação do procedimento de extração por UAE e MAE 

 

A relação entre as variáveis dependentes e independentes em cada 

planejamento foi explicada por uma função polinomial do segundo grau 

(Equação 1). 

𝑌 =  𝛽0 +  ∑ 𝛽𝑖𝑋𝑖 + 

𝑛

𝑖=1

∑ 𝛽𝑖𝑖𝑋𝑖
2 +  ∑ ∑ 𝛽𝑖𝑗𝑋𝑖𝑋𝑗 

𝑛

𝑗=𝑖+1

𝑛

𝑖=1

 

𝑛

𝑖=1

 (1) 

 

 

onde Y corresponde a variável resposta medida; Xi e Xj (n entre 1 e 3) 

correspondem às variáveis independentes avaliadas em cada planejamento; β0 

é uma constante; βi, βii, βij são os coeficientes de regressão do modelo: βi para 

os termos lineares; βii para o termos quadráticos; e βij para os termos de 

interação. 

Para os cálculos utilizados na determinação das condições ótimas de 

extração por UAE ou MAE, considerando a maximização simultânea do 

rendimento de extração e do TPC das folhas das espécies estudadas, foi 

adotada a seguinte consideração: todas as variáveis possuem igual importância, 

ou seja, mesmo fator de peso e impacto [167]. Para a validação das condições 

de extração otimizadas para cada espécie, foram realizadas extrações em 

triplicata por UAE e MAE, separadamente, empregando as respectivas 

condições ótimas preditas por meio do planejamento BBD de acordo com cada 

metodologia de extração. 
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4.6.4 Extração por maceração convencional (MC) 

 

Os extratos obtidos por maceração hidroetanólica foram preparados 

seguindo condições semelhantes às otimizadas no processo de ultrassom de 

cada planta.  

Para a espécie L. alba, 0,5 g de material triturado foi colocado em um 

frasco de vidro cilíndrico (100 mL) com tampa e extraído com 35,5 mL de solução 

etanólica em água (29%, v/v) (mesma relação solvente para sólido da UAE, 71:1 

mL/g) a uma temperatura de 30 °C durante 17,8 min.  

Para a espécie L. camara, 0,5 g de material triturado foi colocado em um 

frasco de vidro cilíndrico (100 mL) com tampa e extraído com 30 mL de solução 

etanólica em água (35%, v/v) (mesma relação solvente para sólido da UAE, 60:1 

mL/g) a uma temperatura de 30 °C durante 25 min.  

Os extratos obtidos foram filtrados sob pressão reduzida através de papel 

filtro, evaporados a pressão reduzida para a remoção do solvente orgânico a 45 

°C, congelados em ultrafreezer a -80 °C e liofilizados (a -58 °C e pressão abaixo 

de 100 μHg) por 48 horas para a remoção do solvente aquoso remanescente. 

Os extratos brutos foram armazenados em potes de vidro fechados e estocados 

em freezer a uma temperatura abaixo de -10 °C ao abrigo da luz. As extrações 

foram realizadas em triplicata. 

 

4.6.5 Extração por infusão (INF) 

 

Os extratos aquosos preparados por infusão de cada planta foram obtidos 

seguindo a metodologia descrita por Jesus et al. [10] com algumas modificações: 

0,4 g de material triturado foi colocado em um béquer (25 mL) e extraído com 20 

mL de água ultrapura (relação solvente para sólido de 50:1 mL/g) aquecida a 92 

°C, em forno de micro-ondas, e deixado em repouso durante 10 min a 

temperatura ambiente (26 ± 1 °C). Os extratos obtidos foram filtrados sob 

pressão reduzida através de papel filtro, congelados em ultrafreezer (-80 °C) e 

liofilizados (a -58 °C e pressão abaixo de 100 μHg) por 48 horas para a remoção 

do solvente aquoso. Os extratos brutos foram armazenados em potes de vidro 
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fechados e estocados em freezer a uma temperatura abaixo de -10 °C ao abrigo 

da luz. As extrações foram realizadas em triplicata. 

 

4.6.6 Extração por decocção (DEC) 

 

Os extratos aquosos preparados por decocção de cada planta foram 

obtidos seguindo a metodologia descrita por Prado et al. [107] com algumas 

modificações: 0,4 g de material triturado foi colocado em um béquer (25 mL) 

contendo 20 mL de água ultrapura (relação solvente para sólido de 50:1 mL/g) 

em ebulição (92 °C) sobre uma placa de aquecimento e deixado sob 

aquecimento por 2 min. Na sequência, a mistura foi retirada da placa de 

aquecimento e mantida em repouso durante 8 min a temperatura ambiente (26 

± 1 °C), totalizando 10 min de extração. Os extratos obtidos foram filtrados sob 

pressão reduzida através de papel filtro, congelados em ultrafreezer (-80 °C) e 

liofilizados (a -58 °C e pressão abaixo de 100 μHg) por 48 horas para a remoção 

do solvente aquoso. Os extratos brutos foram armazenados em potes de vidro 

fechados e estocados em freezer a uma temperatura abaixo de -10 °C ao abrigo 

da luz. As extrações foram realizadas em triplicata. 

 

4.6.7 Extração por Soxhlet (SOX) 

 

Os extratos preparados por Soxhlet de cada planta foram obtidos 

empregando a seguinte metodologia: 3 g de material, seco e triturado, foram 

colocados dentro de um cartucho de papel filtro qualitativo de 12 cm de diâmetro 

e colocado no extrator protegido da luminosidade. Foram utilizados 150 mL de 

de solução de etanol em água como solvente de extração, determinado a partir 

da otimização por MAE de cada espécie estudada (L. alba - 43% de etanol em 

água; L. camara - 53% de etanol em água), empregando uma relação solvente 

para sólido de 50:1 mL/g e tempo de extração de 1 h. Os extratos obtidos foram 

evaporados a pressão reduzida para a remoção do solvente orgânico a 45 °C, 

congelados em ultrafreezer a -80 °C e liofilizados (-58 °C e pressão abaixo de 

100 μHg) por 96 horas para a remoção do solvente aquoso remanescente. Os 
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extratos brutos foram armazenados em potes de vidro fechados e estocados em 

freezer a uma temperatura abaixo de -10 °C ao abrigo da luz. As extrações foram 

realizadas em duplicata. 

 

4.6.8 Rendimento de extração 

 

O rendimento dos extratos obtidos das folhas de L. alba e L. camara foram 

calculados de acordo com a Equação (2): 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎çã𝑜 (%) =  
𝑚𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜

𝑚𝑓𝑜𝑙ℎ𝑎𝑠
 𝑥 100% (2) 

onde mextrato é a massa de extrato seco (em g) e mfolhas é a massa de folhas secas 

e trituradas (em g) utilizadas na extração. 

4.7 Determinação do conteúdo de fenólicos totais 

O conteúdo de fenólicos totais – TPC (total phenolic content) dos extratos 

foram avaliados utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu seguindo a metodologia 

descrita por Luo et al. [36] com pequenas modificações. Para o ensaio, cada 

extrato foi dissolvido no respectivo solvente de extração na concentração de 0,5 

mg/mL e então centrifugado para a retirada de possíveis particulados que 

pudessem interferir na análise. Na sequência, 25 µL do sobrenadante de cada 

extrato foram misturados com 50 µL do reagente de Folin-Ciocalteu (10%, v/v, 

em água) em uma placa de 96 poços. Após 5 min, 100 µL de carbonato de sódio 

(7,5%, m/v) foram adicionados à mistura. Na sequência, a solução foi incubada 

durante 1 h a temperatura ambiente (25 ± 1 °C) sob proteção da luz. Após esse 

período a absorbância da mistura foi medida no comprimento de onda de 765 

nm em uma leitora de microplaca. O TPC foi expresso como miligrama de 

equivalente de ácido gálico por grama de material seco (mg EAG/g ms) 

empregando uma curva de calibração de ácido gálico (0–200 mg/L). Os 

experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos 

como média ± desvio padrão. 
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4.8 Determinação do conteúdo de flavonoides totais 

O conteúdo de flavonoides totais – TFC (total flavonoid content) dos 

extratos foram avaliados por meio da reação de complexação empregando 

tricloreto de alumínio hexa-hidratado (AlCl3.6H2O) seguindo a metodologia 

descrita por Lenucci et al. [168] com adaptações. Preliminarmente, cada extrato 

foi dissolvido no respectivo solvente de extração na concentração de 0,5 mg/mL 

e então centrifugado para a retirada de possíveis particulados que pudessem 

interferir na análise. Na sequência, 25 µL do sobrenadante de cada extrato foram 

misturados com 25 µL de uma solução aquosa de NaNO2 (5%, m/v) em uma 

placa de 96 poços e deixado em repouso durante 5 min. Após esse tempo, 50 

µL de uma solução aquosa de AlCl3.6H2O (10%, m/v) foram adicionados à 

mistura e deixado em repouso. Após 5 min, foram adicionados 200 µL de uma 

solução aquosa de NaOH (5%, m/v) nos poços contendo a mistura reacional e 

incubados durante 20 min a temperatura ambiente (25 ± 1 °C) sob proteção da 

luz. A absorbância foi medida no comprimento de onda de 510 nm em uma leitora 

de microplaca. O TFC foi expresso como miligrama de equivalente de catequina 

por grama de material seco (mg EC/g ms), empregando uma curva de calibração 

de catequina (0–300 mg/L). Os experimentos foram realizados em triplicata e os 

resultados foram expressos como média ± desvio padrão. 

 

4.9 Atividade antioxidante pelo método do radical DPPH 

Os ensaios de atividades antioxidantes, pelo método da inibição do radical 

DPPH, foram realizados seguindo metodologias descritas na literatura com 

algumas modificações [34, 36]. Inicialmente, cada extrato foi dissolvido no 

respectivo solvente de extração na concentração de 0,5 mg/mL e então 

centrifugado para a retirada de possíveis particulados que pudessem interferir 

na análise. Na sequência, 25 µL de cada extrato foi misturado com 150 µL de 

solução etanólica de DPPH (400 µmol/L) em uma microplaca de 96 poços. Após 

o período de incubação (30 min sob proteção da luz), a temperatura ambiente 

(25 ± 1 °C), a absorbância de cada amostra foi medida no comprimento de onda 

de 517 nm utilizando uma leitora de microplaca. A capacidade antioxidante de 
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cada extrato foi expressa como micromol de equivalente de Trolox por grama de 

material seco (µmol ET/g ms) empregando uma curva de calibração de Trolox 

(0–700 µmol/L). Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados 

foram expressos como média ± desvio padrão. 

4.10 Atividade antioxidante pelo método do radical ABTS 

Os ensaios de atividades antioxidantes pelo método do radical ABTS 

foram realizados seguindo metodologias descritas na literatura com algumas 

modificações [23, 52]. Inicialmente, cada extrato foi dissolvido no respectivo 

solvente de extração na concentração de 0,5 mg/mL e então centrifugado para 

a retirada de possíveis particulados que pudessem interferir na análise. A 

solução do cátion radicalar ABTS foi preparada a partir da mistura de 22 µL de 

solução de persulfato de potássio (140 mmol/L) com 1,25 mL de solução estoque 

ABTS (7 mmol/L). Antes da análise, a solução foi mantida sob proteção da luz 

durante 16 horas. Após esse período, essa solução foi diluída em etanol até se 

obter uma absorbância de 0,71 ± 0,05 em um comprimento de onda de 734 nm. 

Em seguida, 10 µL de cada extrato foi misturado com 300 µL da solução de 

ABTS diluída. A mistura foi mantida por 6 min em ambiente escuro e a leitura foi 

realizada a 734 nm utilizando uma leitora de microplaca. A atividade antioxidante 

de cada extrato foi expressa como micromol de equivalente de Trolox por grama 

de material seco (µmol ET/g ms), empregando uma curva de calibração de Trolox 

(0–700 µmol/L). Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados 

foram expressos como média ± desvio padrão. 

 

4.11 Poder antioxidante redutor férrico 

Os ensaios de atividades antioxidantes pelo método do poder antioxidante 

redutor férrico – FRAP (ferric-reducing antioxidant power) foi realizado seguindo 

a metodologia descrita por Boroski et al. [52] com algumas modificações. 

Inicialmente, cada extrato foi dissolvido no respectivo solvente de extração na 

concentração de 0,5 mg/mL e então centrifugado para a retirada de possíveis 

particulados que pudessem interferir na análise. A solução do reagente FRAP foi 
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preparada a partir de uma mistura de tampão acetato (0,3 mol/L), solução de 

TPTZ (10 mmol/L) e solução de cloreto férrico (20 mmol/L) na proporção de 

10:1:1. Na sequência, 9 µL de cada extrato foram misturados com 27 µL de água 

destilada e 270 µL do reagente FRAP, nessa ordem, em microplaca de 96 poços. 

A mistura foi mantida em repouso sob a proteção da luz a 37 °C durante 30 min. 

Após esse período, a absorbância da mistura reacional foi verificada no 

comprimento de onda de 595 nm utilizando uma leitora de microplaca. O poder 

antioxidante redutor férrico de cada extrato foi expresso como micromol de 

equivalente de Trolox por grama de material seco (µmol ET/g ms) empregando 

uma curva de calibração de Trolox (0–2000 µmol/L). Os experimentos foram 

realizados em triplicata e os resultados foram expressos como média ± desvio 

padrão. 

4.12 Atividade citotóxica 

Para a análise citotóxica, os extratos de L. alba e L. camara testados 

foram diluídos em DMSO puro estéril na concentração de 10 mg/mL e diluídos 

para serem testados na concentração única de 50 µg/mL. 

As atividades citotóxicas dos extratos foram avaliadas frente a células 

tumorais HCT116 (carcinoma de colón humano) e HepG2 (carcinoma 

hepatocelular humano) da ATCC (American Type Culture Collection). As células 

foram cultivadas em garrafas para cultura de células (75 cm3, volume de 250 

mL), os meios utilizados foram RPMI 1640 suplementados com 10% de soro 

bovino fetal. As células foram mantidas em incubadoras com atmosfera de 5% 

de CO2 a 37 ºC. Diariamente, acompanhava-se o crescimento celular com a 

utilização de microscópio de inversão. O meio foi trocado sempre que o 

crescimento celular atingia confluência necessária para renovação de nutrientes. 

Para a manutenção de células aderidas, utilizou-se tripsina (0,25%) para que as 

células se desprendessem das paredes das garrafas. As culturas de células 

apresentaram-se negativas para micoplasma, conforme avaliado pela coloração 

com o corante Hoechst. 

Para avaliar a citotoxicidade das amostras, o ensaio do alamar blue foi 

realizado após 72 horas de exposição [169]. Inicialmente, as células foram 
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plaqueadas em placas de 96 poços (100 µL/poço de uma solução 0,7 x 

105 células/mL). Após 24 h de incubação, as amostras testes dissolvidos em 

DMSO foram adicionados em cada poço e incubadas por 72 h. A doxorrubicina 

foi utilizada como controle positivo. O controle negativo recebeu a mesma 

quantidade de DMSO. Quatro horas antes do final do período de incubação, 20 

µL da solução estoque (0,312 mg/mL) de alamar blue (resazurina) foram 

adicionados a cada poço. As absorbâncias foram mensuradas nos 

comprimentos de onda de 570 nm (reduzido) e 600 nm (oxidado) utilizando uma 

leitora de microplaca [169].   

4.13 Atividade anticolinesterásica 

Os ensaios de inibição com os diferentes extratos de L. alba e L. camara 

frente às enzimas acetilcolinesterase de peixe elétrico (AChEee) e 

butirilcolinesterase humana (BChEhu) foram realizados em biorreatores 

enzimáticos, denominados de ICER-AChEee e ICER-BChEhu, respectivamente 

[76, 170, 171]. 

Para a realização dos ensaios, foram preparadas soluções estoques de 10 

mg/mL em metanol de cada extrato, sendo solubilizados com o auxílio de um 

banho de ultrassom durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, 

cada solução foi centrifugada por 5 min a 10.000 rpm e diluída para 2 mg/mL. Na 

sequência, as soluções foram novamente centrifugadas por 5 min a 10.000 rpm. 

Os biorreatores enzimáticos foram acoplados individualmente entre um 

instrumento de cromatografia líquida de alta performance e um espectrômetro 

de massas, formando um sistema on-flow para a realização dos ensaios. Nesse 

sistema, a reação enzimática é monitorada pela quantificação direta do produto 

de hidrólise enzimática, a colina (m/z 104).  

Os extratos foram testados utilizando as seguintes condições de análise: 

fase móvel constituída por solução de acetato de amônio 15 mmol/L (pH 8,0) na 

vazão de 0,05 mL/min; volume de injeção de 10 μL da solução contendo 70 

µmol/L de acetilcolina (ACh) ou 70 µmol/L de butirilcolina (BCh), para os testes 

com a AChE e BChE, respectivamente. A Galantamina (100 µmol/L) foi utilizada 

como inibidor padrão dessas enzimas. 
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A partir da solução estoque de cada um dos extratos (2 mg/mL), foram 

aliquotados 10 µL e adicionados 20 µL da solução estoque de ACh ou BCh a 

350 µmol/L (concentração final de 70 µmol/L) e 70 µL da solução de acetato de 

amônio a 15 mmol/L (pH 8,0). O volume final do meio reacional foi de 100 µL, 

obtendo uma concentração final de cada extrato de 200 μg/mL. As soluções 

foram preparadas em duplicatas e alíquotas de 10 μL foram injetadas no sistema 

cromatográfico contendo os ICER-AChEee e ICER-BChEhu. 

Entre as análises de cada amostra, foi realizado um controle positivo, que 

consiste na avaliação da atividade enzimática sem o extrato candidato a inibidor, 

sendo o meio reacional constituído por 70 µL da solução de acetato de amônio 

a 15 mmol/L (pH 8,0), 20 µL da solução de ACh e 10 µL do solvente de 

solubilização das amostras (metanol). Posteriormente ao ensaio de cada 

amostra, foi realizado um controle negativo, que consiste na avaliação de um 

branco de cada extrato na presença do substrato da enzima, porém utilizando 

um reator sem a enzima imobilizada. Esse ensaio foi realizado para avaliar a 

interferência de cada extrato na auto hidrólise do substrato. 

Os percentuais de inibição foram obtidos comparando-se a área da 

atividade da enzima na presença do inibidor (Pi) com a área da atividade da 

enzima na ausência de inibidor (P0), de acordo com a Equação 3. 

% 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 = 100 −  [(
𝑃𝑖 − 𝑆𝑏

𝑃0 − 𝑆𝑏
)  𝑥 100] (3) 

 

onde Sb representa a área da colina resultante da hidrólise espontânea do 

substrato; um capilar vazio foi utilizado para esse controle. 

4.14 Análises cromatográficas 

As análises dos perfis químicos dos extratos das espécies L. alba e L. 

camara foram realizadas em um cromatógrafo líquido da marca Shimadzu 

(Quioto, Japão). O software LC Solution foi utilizado para a aquisição e 

tratamento dos dados. 
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4.14.1 LC-DAD dos extratos de L. alba 

 

Todos os extratos analisados foram preparados na concentração de 5 

mg/mL. Os extratos de UAE e maceração foram dissolvidos em uma solução de 

acetonitrila (29%) em solução de ácido fórmico a 0,5% (v/v). Os extratos de MAE 

e Soxhlet foram dissolvidos em uma solução de acetonitrila (43%) em ácido 

fórmico a 0,5% (v/v). Os extratos de infusão e decocção foram dissolvidos em 

uma solução de ácido fórmico a 0,5% (v/v). Na sequência, cada extrato 

solubilizado foi filtrado através de filtro seringa (0,45 μm) e transferido para o vial 

de análise. 

A condição de separação cromatográfica foi realizada segundo 

metodologia desenvolvida por Jesus et al. [10], com pequenas modificações, 

utilizando-se uma coluna analítica Kinetex C18 (250 x 4,6 mm, 5 μm, 100 Å, 

Phenomenex) acoplada a uma coluna de guarda de mesma fase estacionária, 

ambas a uma temperatura de 45 °C, com volume de injeção da amostra de 15 

µL. A fase móvel utilizada foi constituída por uma mistura binária de acetonitrila 

(B) e uma solução aquosa de ácido fórmico (HCOOH) a 0,5% (v/v) (A) na vazão 

de 0,8 mL/min, empregando-se o seguinte gradiente de eluição: 5-15% de B em 

20 min; 15-19% de B em 40 min; 19-100% de B em 5 min; isocrático em 100% 

de B durante 10 min; retornando para a condição inicial variando-se de 100 a 5% 

de B em 5 min. O tempo de recondicionamento da coluna entre as análises foi 

de 40 min mantendo 5% de B. 

 

4.14.2 LC-DAD dos extratos de L. camara 

 

Todos os extratos analisados foram preparados na concentração de 5 

mg/mL. Os extratos de UAE e MC foram dissolvidos em uma solução de metanol 

(35%) em ácido fórmico a 0,5% (v/v). Os extratos de MAE e Soxhlet foram 

dissolvidos em uma solução de metanol (90%) em ácido fórmico a 0,5% (v/v). 

Os extratos de infusão e decocção foram dissolvidos em uma solução aquosa 

de ácido fórmico a 0,5% (v/v). Na sequência, cada extrato solubilizado foi filtrado 

através de filtro seringa (0,45 μm) e transferido para o vial de análise. 



94 
 
 

 

 

 

A condição de separação cromatográfica foi realizada com uma coluna 

analítica Kinetex C18 (250 x 4,6 mm, 5 μm, 100 Å, Phenomenex) acoplada a uma 

coluna de guarda de mesma fase estacionária, ambas a uma temperatura de 40 

°C, com volume de injeção da amostra de 15 µL. A fase móvel foi constituída por 

uma mistura binária de metanol (B) e uma solução aquosa de ácido fórmico 

(HCOOH) a 0,5% (v/v) (A) na vazão de 0,8 mL/min, empregando-se o seguinte 

gradiente de eluição: 5-70% de B em 41 min; 70-100% de B em 5 min; isocrático 

em 100% de B durante 10 min; retornando para a condição inicial variando-se 

de 100 a 5% de B em 5 min. O tempo de recondicionamento da coluna entre as 

análises foi de 40 min mantendo 5% de B. 

 

4.15 Análises estatísticas 

A análise de regressão dos dados experimentais foi realizada usando o 

software Minitab v19 (Minitab, LLC., State College, PA, USA) versão teste. A 

análise de variância (ANOVA) foi realizada para verificar a significância 

estatística das variáveis independentes analisadas (p < 0,05). Os parâmetros 

estatísticos coeficiente de determinação (R2), coeficiente de determinação 

ajustado (R2
ajustado), teste de Fisher (teste F) e coeficiente de variação (C.V.) 

foram usados para verificar a adequação dos modelos propostos aos dados 

obtidos. O software Excel (Microsoft, Washington, USA) foi utilizado para a 

realização dos cálculos estatísticos de média e desvio padrão, bem como para 

a elaboração dos gráficos de fator único e de resultados fitoquímicos e 

antioxidantes. Para avaliar a diferença estatística entre os resultados obtidos 

empregando diferentes condições e/ou técnicas de extração foi utilizado a 

ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05) realizados no software PAST v. 3.0 (Oslo, 

Noruega). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Otimização por UAE a partir das folhas de L. alba 

5.1.1 Experimento de fator único 

 

Inicialmente, um planejamento de fator único foi utilizado para avaliar o 

efeito individual das variáveis relação solvente para sólido, concentração de 

etanol e tempo de extração no conteúdo de fenólicos totais dos extratos obtidos 

por UAE a partir das folhas de L. alba (Figura 13a-c). 

A Figura 13a mostra o efeito da relação solvente para sólido no conteúdo 

de fenólicos totais (TPC), mantendo as demais variáveis de extração constantes: 

50% de etanol e tempo de extração de 10 min. A forma como o solvente de 

extração interage com a matriz vegetal sólida durante a extração exerce grande 

influência nesse processo. O volume de solvente adequado possibilita o 

intumescimento da matriz sólida de maneira mais eficiente, o que favorece a 

liberação dos compostos do material vegetal inchado para o solvente de extração 

e, consequentemente, o aumento na recuperação dos compostos químicos 

desejados [83, 172]. Além disso, conhecer o volume ideal de solvente a ser 

utilizado em uma extração é muito relevante do ponto de vista econômico [173]. 

Figura 13: Efeito da relação solvente para sólido (a), da concentração de etanol 

(b) e do tempo de extração (c) no conteúdo de fenólicos totais (TPC) dos extratos 

das folhas de L. alba obtidos por UAE. Letras diferentes nas colunas significam 

que há diferença significativa entre os resultados segundo o teste de Tukey (p < 

0,05). 
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Como pode ser observado na Figura 13a, houve um aumento no TPC com 

o aumento da relação solvente para sólido de 20:1 até 60:1 mL/g, atingindo um 

valor de máximo no gráfico. Com o aumento do volume de solvente no meio de 

extração (acima de 60:1 mL/g), observa-se uma leve redução do TPC. Assim, o 

valor da relação solvente para sólido de 60:1 mL/g será utilizado nos 

experimentos subsequentes do planejamento de fator único. 

Em geral, uma maior relação solvente para sólido favorece o aumento da 

dissolução dos compostos químicos e a melhora da difusão deles no meio devido 

a uma maior diferença no gradiente de concentração entre o interior da célula 

vegetal e o solvente em seu exterior. Isso leva a um aumento do processo de 

transferência de massa dos compostos desejados [85, 174]. Além disso, o 

aumento da relação solvente para sólido causa redução da viscosidade da 

solução, o que favorece um aumento no efeito de cavitação acústica sobre o 

material vegetal, como maiores efeitos de fragmentação, erosão e sonoporação, 

resultando em um aumento da eficiência de extração [174]. Por outo lado, a 

redução do TPC na UAE em valores muito elevados de relação solvente para 

sólido podem ser atribuído, principalmente, a dois fatores: aumento do efeito de 

cavitação a ponto de causar a degradação dos compostos químicos extraídos; 

e/ou redução da intensidade de energia efetiva de ultrassom disponível para 

extração causado pelo aumento exagerado do volume de solvente no sistema 

de extração [82, 174]. Comportamento semelhante foi observado por Bouafia et 

al. [175], nos resultados da extração de compostos fenólicos a partir de 

Centaurea sp. por UAE, nos estudos de Zhong et al. [176] com a espécie D. 

indicum var. e no estudo realizado por Lin et al. [177] com a espécie Moringa 

oleifera. É importante mencionar que em todos estes estudos, os autores 
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avaliaram como resposta o conteúdo de flavonoides totais, uma classe de 

compostos fenólicos. 

A Figura 13b mostra o efeito da concentração de etanol no TPC, 

mantendo as demais variáveis de extração avaliadas constantes: relação 

solvente para sólido de 60:1 mL/g e tempo de extração de 10 min. A escolha do 

solvente de extração é feita levando em consideração, principalmente, a 

polaridade dos compostos químicos desejados, as características do solvente 

como segurança e toxicidade ao meio ambiente, o custo do processo de extração 

e o uso final dos extratos [163, 175, 178]. 

Nesse sentido, etanol vem sendo cada vez mais utilizado para a extração 

de diversas classes de compostos químicos de matrizes vegetais como 

alternativa a diversos solventes orgânicos que possuem alta toxicidade, como é 

o caso do metanol. A mistura entre etanol e água, em diferentes proporções, 

também vem sendo amplamente utilizada para a extração de compostos polares 

como os derivados fenólicos, permitindo reduzir o volume de solvente orgânico 

utilizado na extração e favorecendo a obtenção de melhores resultados de 

extração em relação a utilização de um solvente orgânico puro. Isso pode ocorrer 

porque um dos solventes da mistura pode melhorar a solubilidade do soluto, 

enquanto o outro pode favorecer a dessorção dos compostos da matriz, como é 

o caso da água, contribuindo para romper as ligações entre os compostos e a 

matriz vegetal [28]. Além disso, o etanol apresenta baixa toxicidade à saúde 

humana e ao meio ambiente [23, 36, 82, 163, 164].  

Na Figura 13b pode ser observado um aumento inicial do TPC com 

aumento da concentração de etanol de 10% para 30%, seguida de redução da 

resposta com o aumento da concentração do solvente orgânico até atingir o 

menor valor em 90% de etanol. Esses resultados podem ser atribuídos ao fato 

de que a eficiência de extração depende fortemente da semelhança de 

polaridade entre o solvente de extração e os compostos a serem extraídos, o 

que se relacionado ao grau de solubilidade desses compostos químicos no 

solvente. Entretanto, uma alta concentração de etanol pode causar 

desnaturação de proteínas, o que pode impedir a dissolução dos compostos 

fenólicos presentes na atriz vegetal e influenciar, portanto, o processo de 
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transferência de massa [179]. Isso explica a redução do TPC com o aumento da 

concentração de etanol acima de 50%.   

Assim, percebe-se que os compostos fenólicos presentes em L. alba 

possuem polaridades que se assemelham àquelas das soluções de 30 e 50% de 

etanol em água, visto que as respostas não diferiram significativamente, sendo, 

portanto, mais facilmente solubilizados e extraídos nesse intervalo de 

concentração [177]. Os compostos extraídos apresentam uma polaridade 

relativamente alta, sendo a concentração de 30% de etanol a mais adequada 

para os experimentos posteriores, pois resultou em um maior valor médio de 

TPC, empregando menor volume do solvente orgânico. 

Comportamento semelhante foi observado em diversos estudos na 

literatura. O efeito do solvente na extração de compostos fenólicos antioxidante 

a partir das flores de Jatropha integerrima foi observado por Xu et al. [180]. A 

atividade antioxidante dos extratos obtidos aumentou com o aumento da 

concentração de etanol em água de 10 até 50% e diminuiu com o aumento 

posterior da concentração desse solvente até 90%. Zhou et al. [51] observaram, 

em estudo realizado com frutos de Melastoma sanguineum Sims para a 

recuperação de compostos fenólicos antioxidantes, que 50% de etanol em água 

foi a proporção etanol-água que resultou em maior atividade antioxidante do 

extrato.  

O tempo em que a matriz vegetal permanece em contato com o solvente 

extrator, para que o equilíbrio de extração seja atingido, é outro fator 

determinante para a eficiência do processo de extração [83]. O efeito do tempo 

de extração no TPC está mostrado na Figura 13c, mantendo as demais variáveis 

de extração avaliadas constantes: relação solvente para sólido de 60:1 g/mL e 

30% de etanol. Observa-se um aumento inicial do TPC com o aumento do tempo 

de extração até 15 min, seguido de redução até atingir um equilíbrio entre 20 e 

30 min. Esse comportamento pode estar relacionado ao fato de que o aumento 

inicial do tempo de extração favoreceu um maior grau de intumescimento da 

matriz vegetal, além da maior eficiência da cavitação e, consequentemente, 

maior grau de exposição do material vegetal ao solvente de extração, auxiliando 

na sua difusão para o solvente, aumentando assim a recuperação dos 
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compostos fenólicos desejados [43]. No entanto, o aumento adicional do tempo 

de extração resultou em uma exposição prolongada dos compostos extraídos 

aos efeitos de cavitação acústica ou, ainda, a exposição a espécies oxidantes 

em grande quantidade formadas no meio de extração, o que pode ter causado a 

degradação desses compostos fenólicos previamente extraídos [83, 174, 181]. 

Assim, o tempo de extração deve ser avaliado adequadamente durante a 

extração por ultrassom, sendo que nessa etapa o tempo mais adequado foi 15 

min.  

A degradação de compostos químicos como flavonoides, quando 

submetido a energia de ultrassom, foi observada em estudo realizado por Zhong 

et al. [176] para a recuperação de flavonoides de D. indicum var. por UAE; tempo 

de extração acima de 40 min resultou na degradação dos flavonoides extraídos. 

Luo et al. [36] relataram o efeito do tempo de extração na degradação dos 

compostos fenólicos extraídos de Sorghum bicolor por UAE após 20 min de 

extração. 

Com base no exposto, o planejamento de fator único permitiu avaliar o 

efeito das variáveis de forma independente e funcionou como uma ferramenta 

preliminar para a escolha do intervalo mais adequado das variáveis estudadas 

para serem otimizadas posteriormente por meio de um planejamento Box-

Behnken (BBD) com o auxílio da metodologia de superfície de resposta. De 

acordo com os resultados observados (Figura 13a-c), os intervalos escolhidos 

foram: relação solvente para sólido entre 40:1 e 80:1 mL/g; concentração de 

etanol entre 10 e 50% e tempo de extração entre 10 e 20 min. O BBD permite 

avalia possíveis efeitos de interação entre as variáveis estudadas, o que não foi 

possível através do planejamento de fator único, além de permitir determinar as 

condições ótimas de extração de compostos fenólicos da espécie estudada.  

 

5.1.2 Planejamento Box-Behnken e otimização com o auxílio de RSM 
 

Para determinar as condições ótimas de extração e avaliar os efeitos das 

variáveis estudadas no rendimento e no TPC dos extratos obtidos das folhas de 

L. alba por UAE, foi utilizado um planejamento Box-Benhken. Esse planejamento 
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e as respostas obtidas nas diferentes condições de extração avaliadas estão 

mostrados na Tabela 7, onde pode ser observado que os rendimentos de 

extração variaram entre 14,00 e 20,90% e os resultados de TPC variaram entre 

20,64 e 29,45 mg EAG/g ms. 

Tabela 7: Planejamento Box-Behnken contendo as variáveis independentes 

avaliadas e os resultados de rendimento e TPC dos extratos obtidos por UAE a 

partir das folhas de L. alba. 

 Variáveis  Respostas 

Ensaios 
X1  
(%) 

X2 

(min) 
X3 

(mL/g) 
 Rend. 

(Y1, %) 
TPC 

(Y2, mg EAG/g ms) 

1 10 (-1) 10 (-1) 60:1 (0)  18,31 21,18 

2 50 (1) 10 (-1) 60:1 (0)  14,00 21,06 

3 10 (-1) 20 (1) 60:1 (0)  19,33 23,20 

4 50 (1) 20 (1) 60:1 (0)  19,57 28,92 

5 10 (-1) 15 (0) 40:1 (-1)  17,12 20,64 

6 50 (1) 15 (0) 40:1 (-1)  16,24 26,34 

7 10 (-1) 15 (0) 80:1 (1)  20,07 27,49 

8 50 (1) 15 (0) 80:1 (1)  16,21 23,39 

9 30 (0) 10 (-1) 40:1 (-1)  17,27 24,59 

10 30 (0) 20 (1) 40:1 (-1)  18,74 25,57 

11 30 (0) 10 (-1) 80:1 (1)  18,59 26,19 

12 30 (0) 20 (1) 80:1 (1)  20,31 27,77 

13c 30 (0) 15 (0) 60:1 (0)  20,90 29,05 

14c 30 (0) 15 (0) 60:1 (0)  20,40 29,45 

15c 30 (0) 15 (0) 60:1 (0)  19,37 27,69 

X1: concentração de etanol em água; X2: tempo de extração; X3: relação 
solvente para sólido; Rend.: rendimento de extração; TPC: conteúdo de 
fenólicos totais; EAG: equivalente de ácido gálico; ms: material seco. 
C ponto central. 

 

Influência dos parâmetros da UAE no rendimento dos extratos 

 

Considerando a aplicação de preparações vegetais em escala industrial, 

o rendimento de extração é uma resposta de grande importância do ponto de 

vista econômico [28]. Assim, neste trabalho buscou-se otimizar as condições de 

extração para a obtenção do melhor rendimento de extração. 
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Pode-se observar na Tabela 7 que os valores de rendimento dos extratos 

das folhas de L. alba por UAE variaram de acordo com as condições de extração, 

o que sugere influência de alguma variável nessa resposta. No entanto, para 

avaliar qual variável apresenta influência significativa nos resultados recorre-se 

ao gráfico de Pareto (Figura 14), o qual apresenta os termos significativos (p < 

0,05) referentes às variáveis estudadas e efeito relativo (positivo ou negativo) de 

cada um no valor do rendimento de extração. 

O gráfico de Pareto (Figura 14) informa quais termos são significativos ou 

não para o processo de extração. As barras relacionadas as variáveis que 

ultrapassam a barra destacada em vermelho, correspondente ao valor de t-

student crítico (p = 0,05; 95% de confiança), indicam que há influência 

significativa de determinada variável ou efeito quadrático, bem como efeito de 

interação significativo entre duas variáveis. Os valores negativos ou positivos ao 

lado de cada coluna indicam que os efeitos dessas variáveis no processo são 

negativos ou positivos, respectivamente; quanto maior esse valor, maior a 

influência do efeito [35]. 

Figura 14: Gráfico de Pareto dos efeitos padronizados estimados das variáveis 

concentração de etanol (X1), tempo de extração (X2) e relação solvente para 

sólido (X3) no rendimento dos extratos de L. alba obtidos por UAE. 

 

Como pode ser observado na Figura 14, os termos referentes às variáveis 

concentração de etanol (X1), tempo de extração e relação solvente para sólido 

(X3) apresentaram efeitos significativos no rendimento de extração: X1 possui 

efeito negativo, X2 e X3 possuem efeito positivo. O termo quadrático (X1X1) 
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apresentou efeito negativo. O termo de interação X1X2 também foi significativo, 

apresentando efeito positivo. Os demais termos não foram significativos. Um 

efeito linear negativo de uma variável isolada (como aquele apresentado por X1) 

indica que a resposta sofre uma redução com a variação dessa variável do nível 

baixo para o alto. Um efeito linear positivo (como aqueles apresentados por X2 e 

X3) indica que a resposta sofre um aumento com a variação dessa variável do 

nível baixo para o alto. Um efeito quadrático negativo (como observado para 

X1X1) indica um ponto de máximo de recuperação dos compostos extraídos com 

a modificação dessa variável [23, 82]. 

A Figura 15a-c ilustra o efeito das variáveis independentes no rendimento 

de extração por meio de um gráfico de superfície de resposta tridimensional 

analisando-se duas variáveis de cada vez. 

Figura 15: Gráficos de superfície de resposta dos efeitos da concentração de 

etanol, do tempo de extração e da relação solvente para sólido no rendimento 

dos extratos de L. alba obtidos por UAE: (a) concentração de etanol e tempo de 

extração, (b) concentração de etanol e relação solvente para sólido e (c) tempo 

de extração e relação solvente para sólido. 

 (a) 
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Na Figura 15 (gráficos a e b) pode ser observado o efeito significativo da 

concentração de etanol no rendimento de extração. O rendimento de extração 

aumenta levemente com o aumento da concentração de etanol de 10 até cerca 

de 30% e então ocorre uma redução com o aumento dessa variável até 50%. O 

aumento inicial do rendimento com aumento da concentração de etanol até cerca 

de 30% pode ser atribuído à semelhança entre a polaridade dos compostos 

presentes na matriz com a polaridade da solução extratora [82, 177, 182]. Liu et 

al. [183] observaram comportamento semelhante ao estudarem o efeito da 

concentração de etanol (30 a 70%) no rendimento dos extratos ricos em 

compostos fenólicos de Euryale ferox obtidos por UAE. O maior rendimento de 

extração foi obtido na concentração de etanol de 50%. 

Na Figura 15 (gráficos a e c) está mostrado o efeito do tempo de extração. 

Como pode ser observado, o rendimento de extração aumenta com o aumento 

do tempo de extração de 10 para 20 min, provavelmente devido ao maior tempo 

de contato entre a matriz e o solvente de extração e o maior grau de 

(b) 

(c) 
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intumescimento da matriz vegetal [36, 43, 184]. Esses resultados estão de 

acordo com aquele observado por Liu et al. [183], em que 21 min foi o tempo de 

extração que resultou em maior rendimento de extração dos metabólitos 

secundários de Euryale ferox por UAE. 

O efeito significativo da relação solvente para sólido, porém menor em 

relação as outras variáveis, está mostrado na Figura 15 (gráficos b e c). Como 

pode ser observado, a mudança dessa variável do seu nível baixo para o alto 

resulta em um aumento no valor do rendimento, o que pode ser atribuído ao 

maior gradiente de concentração entre o interior da célula vegetal e o solvente 

em seu exterior, com o aumento do volume de solvente, e aos maiores efeitos 

de cavitação acústica sobre a célula vegetal [85, 174].  

Na Tabela 8 estão mostrados os valores obtidos através da análise de 

variância (ANOVA) para a resposta rendimento de extração. Os termos que 

apresentaram efeito significativo (p < 0,05) estão destacados com asterisco (*), 

o que corrobora os resultados observados no gráfico de Pareto (Figura 14). 

Tabela 8: Análise de variância (ANOVA) para o modelo polinomial quadrático 

proposto para a resposta rendimento de extração obtida por UAE considerando 

a espécie L. alba. Os efeitos significativos (p < 0,05) estão marcados com 

asterisco (*). 

Fonte SQ GL MQ F-Valor p-Valor 

Modelo 48,9906 9 5,4434 9,98 0,010* 

𝑋1 (concentração de etanol) 9,6802 1 9,6802 17,75 0,008* 

𝑋2 (tempo) 11,9819 1 11,9819 21,97 0,005* 

𝑋3 (relação solvente para sólido) 4,2124 1 4,2124 7,72 0,039* 

𝑋1𝑋2 5,1737 1 5,1737 9,49 0,027* 

𝑋1𝑋3 2,2126 1 2,2126 4,06 0,100 

𝑋2𝑋3 0,0166 1 0,0166 0,03 0,868 

𝑋1
2

 12,8890 1 12,8890 23,64 0,005* 

𝑋2
2

 1,1155 1 1,1155 2,05 0,212 

𝑋3
2

 3,2797 1 3,2797 6,01 0,058 

Erro 2,7265 5 0,5453   

Falta de ajuste 1,5027 3 0,5009 0,82 0,591 

Erro puro 1,2239 2 0,6119   

SQ Total 51,7171 14    
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Fonte SQ GL MQ F-Valor p-Valor 

R2 0,9473 

R2
ajustado 0,8524 

C.V. (%) 4,01 

SQ: soma dos quadrados; GL: grau de liberdade; MQ: média dos quadrados; 
R2: coeficiente de determinação; C.V.: coeficiente de variação. 

 

O modelo proposto foi considerado significativo, apresentando um alto 

valor de F (9,98) e baixo p-valor (< 0,01) (Tabela 8). O modelo apresentou bom 

ajuste às respostas observadas como evidenciado pelo alto valor do coeficiente 

de determinação (R2 = 0,9473), onde 94,73% da variação dos dados de 

rendimento de extração pode ser explicada pelo modelo proposto; quanto mais 

próximo de 1 for o valor de R2, melhor será o ajuste do modelo às respostas.  

Adicionalmente, o alto valor do coeficiente de determinação ajustado (R2
ajustado = 

0,8524), próximo ao R2, confirma a grande significância do modelo obtido e o 

alto grau de correlação entre os valores experimentais e os preditos. Esses 

resultados indicam uma alta capacidade do modelo em prever a relação entre as 

variáveis independentes e dependentes (respostas). Adicionalmente, o valor do 

coeficiente de variação menor que 10% (C.V.: 4,01%) indica que há uma grande 

precisão e confiabilidade dos dados experimentais e uma baixa variação das 

respostas em relação ao valor médio dos experimentos [82, 185]. Esses 

resultados indicam que o modelo estimado pode ser adequadamente utilizado 

para prever o rendimento de extração dos compostos químicos presentes na 

espécie L. alba [23, 36, 82, 185]. 

Com base na análise de regressão, a relação entre as variáveis 

independentes e o rendimento de extração pode ser descrita por uma equação 

polinomial quadrática (Equação 4). 

Rendimento (𝑌1) = 20,220 – 1,100𝑋1 + 1,224𝑋2 + 0,726𝑋3 + 1,137𝑋1𝑋2 – 

0,744𝑋1𝑋3 + 0,064𝑋2𝑋3 – 1,868𝑋1
2 – 0,550𝑋2

2 – 0,942𝑋3
2 (4) 

 

onde X1, X2 e X3 são as variáveis codificadas concentração de etanol, tempo de 

extração e relação solvente para sólido, respectivamente. 



106 
 
 

 

 

 

Com base nos resultados estatísticos, o rendimento de extração ótimo 

previsto pelo modelo utilizando as condições otimizadas de extração por UAE 

(28,59% de etanol, 20 min e 69,09 mL/g) foi de 21,07%. Através destes 

resultados, pode-se verificar a importância do planejamento de experimento e 

análises estatísticas na otimização de experimentos, pois além de se determinar 

a melhor condição de extração, é também possível avaliar quais variáveis são 

significativas e como elas afetam o processo estudado. Assim, foi possível 

observar que as três variáveis estudadas influenciaram no rendimento dos 

extratos de L. alba, com destaque para o efeito da concentração de etanol. 

 

Influência dos parâmetros da UAE no TPC dos extratos 

 

Os diferentes parâmetros envolvidos na extração por ultrassom podem 

influenciar o processo de diferentes formas a depender da resposta desejada 

[186, 187]. Portanto, neste estudo foi avaliado também o efeito da concentração 

de etanol, do tempo de extração e da relação solvente para sólido no conteúdo 

de fenólicos totais (TPC) dos extratos de L. alba obtidos por UAE empregando 

um planejamento Box-Benhken (Tabela 7).  

Na Tabela 7 estão mostradas as respostas de TPC obtidas nas diferentes 

condições de extração. Como pode ser observado, os resultados de TPC 

variaram entre 20,64 e 29,45 mg EAG/g ms, o que indica influência significativa 

de alguma variável nessa resposta. No gráfico de Pareto (Figura 16) estão 

mostradas as variáveis que apresentaram influência significativa no TPC dos 

extratos de L. alba, bem como quais efeitos quadráticos e de interação foram 

significativos. 
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Figura 16: Gráfico de Pareto dos efeitos padronizados estimados das variáveis 

concentração de etanol (X1), tempo de extração (X2) e relação solvente para 

sólido (X3) no TPC dos extratos de L. alba obtidos por UAE. 

 

Como pode ser observado na Figura 16, o termo referente ao tempo de 

extração (X2) exerce influência significativa no TPC, sendo seu efeito positivo. 

Além disso, os termos quadrático e de interação entre duas variáveis também 

foram significativos, onde os termos quadrático da concentração de etanol (X1X1) 

e de interação X1X3 apresentaram efeitos negativos. Esses resultados mostram 

que essas variáveis, nos níveis testados, apresentam influência na extração de 

compostos fenólicos por ultrassom das folhas de L. alba. Os demais termos não 

foram significativos. 

Considerando a análise de variância (Tabela 9), o modelo desenvolvido 

foi considerado significativo (F-valor de 6,26 e p-valor de 0,029), o qual se 

mostrou adequado para descrever a relação entre as variáveis independentes e 

a resposta (R2 = 0,9185) e de grande significância para prever a relação entre 

essas variáveis (R2
ajustado = 0,7717), além de apresentar um baixo valor de 

coeficiente de variação (C.V.: 5,66%), indicando uma grande precisão e 

confiabilidade dos dados experimentais [23, 36]. Os termos que apresentaram 

efeito significativo (p < 0,05) estão marcados com asterisco (*) na Tabela 9.  
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Tabela 9: Análise de variância (ANOVA) para o modelo polinomial quadrático 

proposto para a resposta TPC obtida por UAE considerando a espécie L. alba. 

Os efeitos significativos (p < 0,05) estão marcados com asterisco (*). 

Fonte SQ GL MQ F-Valor p-Valor 

Modelo 117,186 9 13,0207 6,26 0,029* 

𝑋1 (concentração de etanol) 6,483 1 6,4825 3,12 0,138 

𝑋2 (tempo) 19,345 1 19,3454 9,30 0,028* 

𝑋3 (relação solvente para sólido) 7,404 1 7,4044 3,56 0,118 

𝑋1𝑋2 8,494 1 8,4941 4,08 0,099 

𝑋1𝑋3 24,011 1 24,0110 11,54 0,019* 

𝑋2𝑋3 0,086 1 0,0865 0,04 0,846 

𝑋1
2

 41,559 1 41,5592 19,98 0,007* 

𝑋2
2

 11,801 1 11,8009 5,67 0,063 

𝑋3
2

 3,079 1 3,0787 1,48 0,278 

Erro 10,403 5 2,0805     

Falta de ajuste 8,695 3 2,8984 3,40 0,236 

Erro puro 1,707 2 0,8537   

SQ Total 127,589 14       

R2 0,9185     

R2
ajustado 0,7717     

C.V. (%) 5,66     

SQ: soma dos quadrados; GL: grau de liberdade; MQ: média dos quadrados; 
R2: coeficiente de determinação; C.V.: coeficiente de variação. 

 

Para ilustrar o efeito das variáveis sobre o TPC, foram utilizados gráficos 

de superfície de resposta tridimensional (Figura 17, gráficos a-c). Na Figura 17 

(gráficos a e b) pode ser observado o efeito quadrático significativo da 

concentração de etanol no TPC dos extratos de L. alba. O TPC aumenta até um 

valor de máximo com o aumento da concentração de etanol entre 30 e 40% e 

diminui com o aumento posterior dessa variável até 50%. Esse comportamento, 

como relatado anteriormente, pode ser atribuído, principalmente, à semelhança 

entre a polaridade dos compostos fenólicos presentes na matriz com a 

polaridade do solvente de extração na concentração entre 30% e 40% [82, 177, 

179].  

No estudo realizado por Brahmi et al. [188] para a recuperação de 

compostos fenólicos a partir das flores de Opuntia fícus-indica por UAE, o maior 
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valor de TPC foi obtido empregando concentração de etanol de 40%. Tendência 

semelhante foi observada por Luo et al. [36] na recuperação de compostos 

fenólicos a partir de Sorghum bicolor por UAE; o maior TPC foi obtido com 

solução de etanol a 50%.  

Figura 17: Gráficos de superfície de resposta dos efeitos da concentração de 

etanol, do tempo de extração e da relação solvente para sólido no TPC (mg 

EAG/g ms) dos extratos de L. alba obtidos por UAE: (a) concentração de etanol 

e tempo de extração, (b) concentração de etanol e relação solvente para sólido 

e (c) tempo de extração e relação solvente para sólido. 

 

 

(a) 

(b) 
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Na Figura 17 (gráficos a e c) está mostrado o efeito significativo do tempo 

de extração no TPC, que aumenta com o aumento do tempo de extração de 10 

para 20 min, o que está principalmente relacionado ao maior tempo de contato 

entre a matriz e o solvente extrator [43, 36]. 

Apesar da relação solvente para sólido (60:1 mL/g, Figura 13a) e do tempo 

de extração (15 min, Figura 13c) terem apresentado um valor de máximo de TPC 

no experimento de fator único, seus efeitos quadráticos não foram significativos 

para essa resposta segundo a ANOVA do planejamento Box-Benhken (Tabela 

9), apesar de ser observada uma leve curvatura nos gráficos dessas variáveis 

(Figura 17). Isso pode ocorrer devido ao efeito de interação entre as diferentes 

variáveis, uma vez que uma pode interferir no efeito da outra. Comportamento 

semelhante para o tempo de extração foi observado por Bouafia et al. [175] na 

otimização de extração de compostos fenólicos de Centaurea sp. por UAE. 

Com base na análise de regressão, a relação entre as variáveis estudas 

e o TPC pode ser descrita por uma equação polinomial quadrática (Equação 5): 

TPC (𝑌2) = 28,731 + 0,900𝑋1 + 1,555𝑋2 + 0,962𝑋3 + 1,457𝑋1𝑋2 – 

2,450𝑋1𝑋3 + 0,147𝑋2𝑋3 – 3,355𝑋1
2 – 1,788𝑋2

2 – 0,913𝑋3
2 (5) 

 

onde X1, X2 e X3 são as variáveis codificadas concentração de etanol, tempo de 

extração e relação solvente para sólido, respectivamente. 

Segundo o modelo, as condições ótimas de extração foram: 31,01% de 

etanol, 17,37 min e 69,90:1 mL/g. O TPC ótimo previsto pelo modelo foi de 29,36 

mg EAG/g ms. As três variáveis estudadas influenciaram no TPC dos extratos 

(c) 
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de L. alba, sendo a concentração de etanol e o tempo as que mais afetaram essa 

resposta. 

 

5.1.3 Validação das condições otimizadas de forma simultânea por UAE 

 

Como foi observado, as condições de extração ótimas preditas para cada 

resposta separadamente (rendimento: 28,59% de etanol, 20 min e 69,09 mL/g; 

TPC: 31,01% de etanol, 17,37 min e 69,90:1 mL/g) são diferentes daquelas 

preditas para a maximização das duas respostas simultaneamente por UAE: 

29% de etanol, 17,8 min e relação solvente para sólido de 71:1 mL/g. Isso mostra 

que a otimização simultânea do rendimento de extração e do TPC requer 

condições de extração diferentes em comparação as condições de otimização 

de cada resposta separadamente.  

Dessa forma, para a validação das condições ótimas de extração para as 

respostas avaliadas, foram realizadas três extrações utilizando as condições 

otimizadas de forma simultânea: 29% de etanol, 17,8 min e relação solvente para 

sólido de 71:1 mL/g. A Tabela 10 mostra os valores experimentais e preditos de 

rendimento de extração e TPC dos extratos de L. alba obtidos por UAE nessas 

condições. 

Tabela 10: Comparação entre os resultados de rendimento de extração e TPC 

experimentais e preditos para as condições de extração otimizadas 

simultaneamente por UAE de L. alba: 29% de etanol, 17,8 min e relação solvente 

para sólido de 71:1 mL/g (desejabilidade de 0,9923). 

Resposta Experimental Predito RSD%* 

Rendimento (%) 20,33 ± 0,15 20,90 1,96 

TPC (mg EAG/g ms) 30,86 ± 0,33 29,32 3,62 

*Desvio padrão relativo - RSD entre os valores preditos e experimentais 
(média de três extratos independentes obtidos nas mesmas condições de 
extração). 

 

Os valores de rendimento de extração e de TPC experimentais e preditos 

mostrados na Tabela 10 foram muito próximos, apresentando baixos desvios 
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relativos de 1,96% e 3,62%, respectivamente. Esses resultados indicam que o 

modelo explica adequadamente o processo de extração e possui alta 

capacidade de prever o rendimento de extração e o TPC dos extratos obtidos 

das folhas de L. alba por UAE, de forma simultânea, além de prever a 

concentração de etanol, o tempo de extração e a relação solvente para sólido 

ideais nas condições testadas [167, 189]. 
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5.2 Otimização por MAE a partir das folhas de L. alba 

5.2.1 Planejamento Box-Behnken e otimização com o auxílio de RSM 

 

Sabe-se que diversos fatores podem afetar a extração por micro-ondas, o 

que torna necessário a determinação da condição de extração mais adequada 

para esse processo [83, 91, 92, 165, 167]. Para isso, neste trabalho verificou-se 

o efeito da concentração de etanol, do tempo de extração e da potência de micro-

ondas no rendimento e no TPC dos extratos de L. alba por MAE empregando 

um planejamento Box-Behnken, o qual está mostrado na Tabela 11 juntamente 

com os valores de rendimento e TPC obtidos como respostas. 

Tabela 11: Planejamento Box-Behnken contendo as variáveis independentes 

avaliadas e os resultados de rendimento e TPC dos extratos obtidos por MAE a 

partir das folhas de L. alba. 

 Variáveis  Respostas 

Ensaios 
X1  
(%) 

X2 

(min) 
X3 

(W) 
 Rend. 

(Y3, %) 
TPC 

(Y4, mg EAG/g ms) 

1 0 (-1) 2 (-1) 450 (0)  22,12 33,71 

2 70 (1) 2 (-1) 450 (0)  22,74 39,09 

3 0 (-1) 15 (1) 450 (0)  22,86 36,65 

4 70 (1) 15 (1) 450 (0)  25,98 38,55 

5 0 (-1) 8,5 (0) 300 (-1)  22,40 33,26 

6 70 (1) 8,5 (0) 300 (-1)  24,82 42,01 

7 0 (-1) 8,5 (0) 600 (1)  22,14 36,67 

8 70 (1) 8,5 (0) 600 (1)  25,34 40,36 

9 35 (0) 2 (-1) 300 (-1)  25,16 37,17 

10 35 (0) 15 (1) 300 (-1)  27,01 41,16 

11 35 (0) 2 (-1) 600 (1)  25,17 35,54 

12 35 (0) 15 (1) 600 (1)  28,66 44,21 

13c 35 (0) 8,5 (0) 450 (0)  26,56 39,94 

14c 35 (0) 8,5 (0) 450 (0)  26,79 39,99 

15c 35 (0) 8,5 (0) 450 (0)  26,86 41,31 

X1: concentração de etanol em água; X2: tempo de extração; X3: potência de 
micro-ondas; Rend.: rendimento de extração; TPC: conteúdo de fenólicos 
totais; EAG: equivalente de ácido gálico; ms: material seco. 
C ponto central. 
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Na Tabela 11 pode-se observar que os rendimentos de extração variaram 

entre 22,12 e 28,66% e os resultados de TPC variaram entre 33,26 e 44,21 mg 

EAG/g ms, o que indica que há influência de alguma variável no processo de 

extração. 

 

Influência dos parâmetros de extração no rendimento dos extratos 

 

As variáveis que influenciam de forma significative o rendimento dos 

extratos de L. alba obtidos por MAE estão mostradas no gráfico de pareto da 

Figura 18, bem como a influência dos efeitos quadráticos e de interação. 

Figura 18: Gráfico de Pareto dos efeitos padronizados estimados das variáveis 

concentração de etanol (X1), tempo de extração (X2) e potência de micro-ondas 

(X3) no rendimento dos extratos de L. alba obtidos por MAE. 

 

Como pode ser observado na Figura 18, os termos referentes a 

concentração de etanol (X1) e ao tempo de extração (X2) exercem influência 

significativa no rendimento de extração, sendo seus efeitos positivos. Os termos 

quadrático (X1X1) e de interação entre duas variáveis (X1X2) também foram 

significativos, apresentando efeito negativo e positivo, respectivamente. Os 

demais termos não foram significativos. 

Na Figura 19 (gráficos a-c) está ilustrado o efeito das variáveis 

independentes no rendimento dos extratos de L. alba obtidos por MAE por meio 

de gráficos de superfície de resposta tridimensionais analisando-se duas 

variáveis de cada vez. 
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Figura 19: Gráficos de superfície de resposta dos efeitos da concentração de 

etanol, do tempo de extração e da potência de micro-ondas no rendimento dos 

extratos de L. alba obtidos por MAE: (a) concentração de etanol e tempo de 

extração, (b) concentração de etanol e potência de micro-ondas e (c) tempo de 

extração e potência de micro-ondas. 

 

 

 

 

Na Figura 19 (gráficos a e b) pode ser observado o efeito significativo da 

concentração de etanol no rendimento de extração e o efeito quadrático dessa 

(a) 

(b) 

(c) 
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variável. O rendimento de extração aumenta inicialmente com o aumento da 

concentração de etanol até cerca de 37% e então ocorre uma redução com o 

aumento da concentração de etanol até 70%. O aumento inicial do rendimento 

com aumento da concentração de etanol até cerca de 37% pode ser atribuído à 

semelhança entre a polaridade dos compostos presentes na matriz com a 

polaridade da solução extratora, como relatado anteriormente [165, 179, 185]. 

Akbari et al. [165] observaram resultados semelhantes de rendimento de 

extração em seus estudos relacionados à recuperação de compostos químicos 

polares a partir das folhas de Aloe vera por MAE, alcançando o maior rendimento 

em torno de 40% de etanol em água, avaliando um intervalo de concentração 

entre 20 e 100% de etanol. 

Na Figura 19 (gráficos a e c) está mostrada o efeito do tempo de extração. 

Como pode ser observado, o rendimento de extração aumenta com o aumento 

do tempo de extração de 2 para 15 min. Em geral, um aumento no tempo de 

extração resulta em maior extração de compostos químicos devido ao maior 

tempo de contato entre a matriz e o solvente de extração [43]. Além disso, o 

aumento do tempo de extração por micro-ondas pode resultar em maior 

eficiência de aquecimento, o que pode contribuir para uma maior transferência 

de calor para o solvente e assim aumentar a recuperação dos compostos 

presentes na matriz [190]. 

Como pode ser observado na Figura 19 (gráficos b e c), a potência de 

extração não exerce efeito significativo no rendimento dos extratos de L. alba, 

uma vez que a variação da potência, fixando o valor da outra variável, não 

proporciona um aumento significativo do rendimento de extração. 

Na Tabela 12 estão mostrados os valores obtidos através da análise de 

variância para a resposta rendimento de extração. Os termos que apresentaram 

efeito significativo (p < 0,05) estão destacados com asterisco (*). 
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Tabela 12: Análise de variância (ANOVA) para o modelo polinomial quadrático 

proposto para a resposta rendimento de extração obtida por MAE considerando 

a espécie L. alba. Os efeitos significativos (p < 0,05) estão marcados com 

asterisco (*). 

Fonte SQ GL MQ F-Valor p-Valor 

Modelo 59,6234 9 6,6248 34,39 0,001* 

𝑋1 (concentração de etanol) 10,9340 1 10,9340 56,75 0,001* 

𝑋2 (tempo) 10,8544 1 10,8544 56,34 0,001* 

𝑋3 (potência de micro-ondas) 0,4582 1 0,4582 2,38 0,184 

𝑋1𝑋2 1,5605 1 1,5605 8,10 0,036* 

𝑋1𝑋3 0,1495 1 0,1495 0,78 0,419 

𝑋2𝑋3 0,6718 1 0,6718 3,49 0,121 

𝑋1
2

 34,7789 1 34,7789 180,52 <0,001* 

𝑋2
2

 0,2179 1 0,2179 1,13 0,336 

𝑋3
2

 0,0001 1 0,0001 0,00 0,987 

Erro 0,9633 5 0,1927     

Falta de ajuste 0,9139 3 0,3046 12,33 0,076 

Erro puro 0,0494 2 0,0247   

SQ Total 60,5867 14       

R2 0,9841 

R2
ajustado 0,9555 

C.V. (%) 1,76 

SQ: soma dos quadrados; GL: grau de liberdade; MQ: média dos quadrados; 
R2: coeficiente de determinação; C.V.: coeficiente de variação. 

 

Considerando a ANOVA (Tabela 12), o modelo desenvolvido foi 

considerado significativo (F-valor de 34,39 e p-valor de 0,001), o qual se mostrou 

adequado para descrever a relação entre as variáveis independentes e a 

resposta (R2 = 0,9841) e de grande significância para prever a relação entre 

essas variáveis (R2
ajustado = 0,9555), além de apresentar um baixo valor de 

coeficiente de variação (C.V.: 1,76%), indicando uma grande precisão e 

confiabilidade dos dados experimentais [36, 82, 165] 

Com base na análise de regressão, a relação entre as variáveis 

independentes e o rendimento de extração pode ser descrita por uma equação 

polinomial quadrática (Equação 6). 
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Rendimento (𝑌3) = 26,739 + 1,169𝑋1 + 1,165𝑋2 + 0,239𝑋3 + 0,625 𝑋1𝑋2 + 

0,193𝑋1𝑋3 + 0,410𝑋2𝑋3 – 3,069𝑋1
2 – 0,243𝑋2

2 + 0,004𝑋3
2 (6) 

 

onde X1, X2 e X3 são as variáveis codificadas concentração de etanol, tempo de 

extração e potência de micro-ondas, respectivamente. 

O rendimento de extração ótimo predito pelo modelo utilizando as 

condições otimizadas de extração por MAE (46,24% de etanol, 15 min e 600 W) 

foi de 28,64%. Adicionalmente, com base nos resultados estatísticos, as 

variáveis que afetaram o rendimento dos extratos de L. alba de forma 

significativa foram a concentração de etanol e o tempo de extração. 

 

Influência dos parâmetros de extração no TPC dos extratos 

 

A otimização das condições de extração por MAE de compostos fenólicos 

a partir das folhas de L. alba também foi realizada por meio de um planejamento 

Box-Benhken e metodologia de superfície de resposta, avaliando-se o efeito da 

concentração de etanol, do tempo de extração e da potência de micro-ondas. Na 

Tabela 11 estão mostrados os valores de TPC nas diferentes condições 

experimentais executadas de acordo com esse planejamento. 

Como pode ser observado no gráfico de Pareto da Figura 20, os termos 

referentes a concentração de etanol (X1) e tempo de extração (X2) apresentaram 

influência significativa no TPC dos extratos de L. alba obtidos por MAE, ambos 

positivos. Os demais termos não foram significativos.  
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Figura 20: Gráfico de Pareto dos efeitos padronizados estimados das variáveis 

concentração de etanol (X1), tempo de extração (X2) e potência de micro-ondas 

(X3) no TPC dos extratos de L. alba obtidos por MAE. 

 

Como pode ser observado por meio dos gráficos de superfície de resposta 

tridimensional da Figura 21 (gráficos a-c), analisando-se duas variáveis de cada 

vez, percebe-se que quando se varia a concentração de etanol e o tempo de 

extração, separadamente, de seu nível baixo para o alto, ocorre um aumento no 

TPC, mostrando os efeitos positivos significativos dessas variáveis. 

Figura 21: Gráficos de superfície de resposta dos efeitos da concentração de 

etanol, do tempo de extração e da potência de micro-ondas no TPC (mg EAG/g 

ms) dos extratos de L. alba obtidos por MAE: (a) concentração de etanol e tempo 

de extração, (b) concentração de etanol e potência de micro-ondas e (c) tempo 

de extração e potência de micro-ondas. 
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Apesar de haver uma leve curvatura nos gráficos (a e b) da Figura 21, em 

que é avaliada o efeito da concentração de etanol, o efeito quadrático desta 

variável não foi significativo, como relatado no gráfico de Pareto (Figura 20). Os 

resultados observados em relação ao tempo de extração estão de acordo com 

aquele relatado por Saifullah et al. [98] nos experimentos realizados com as 

folhas de Backhousia citriodora para a recuperação de ácido gálico por MAE, 

onde uma maior recuperação desse composto fenólico foi obtida ao se aumentar 

o tempo de extração. 

A potência de extração não exerceu efeito significativo no TPC dos 

extratos de L. alba Figura 21 (gráficos b e c), assim como foi observado para o 

rendimento de extração. 

A Tabela 13 mostra os valores obtidos através da análise de variância 

para a resposta TPC. Os termos que apresentaram efeito significativo (p < 0,05) 

estão destacados com asterisco (*). 

(b) 

(c) 
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Tabela 13: Análise de variância (ANOVA) para o modelo polinomial quadrático 

proposto para a resposta TPC obtida por MAE considerando a espécie L. alba. 

Os efeitos significativos (p < 0,05) estão marcados com asterisco (*). 

Fonte SQ GL MQ F-Valor p-Valor 

Modelo 117,669 9 13,0743 3,69 0,082 

𝑋1 (concentração de etanol) 48,579 1 48,5795 13,70 0,014* 

𝑋2 (tempo) 28,359 1 28,3589 7,99 0,037* 

𝑋3 (potência de micro-ondas) 1,263 1 1,2633 0,36 0,577 

𝑋1𝑋2 3,035 1 3,0346 0,86 0,397 

𝑋1𝑋3 6,375 1 6,3752 1,80 0,238 

𝑋2𝑋3 5,488 1 5,4879 1,55 0,269 

𝑋1
2

 21,803 1 21,8030 6,15 0,056 

𝑋2
2

 3,561 1 3,5611 1,00 0,362 

𝑋3
2

 0,031 1 0,0306 0,01 0,930 

Erro 17,736 5 3,5471     

Falta de ajuste 16,536 3 5,5120 9,19 0,100 

Erro puro 1,199 2 0,5997   

SQ Total 135,405 14       

R2 0,8690     

R2
ajustado 0,6333     

C.V. (%) 4,87     

SQ: soma dos quadrados; GL: grau de liberdade; MQ: média dos quadrados; 
R2: coeficiente de determinação; C.V.: coeficiente de variação. 

 

Considerando a análise de variância (Tabela 12), apesar do alto p-valor 

(0,082), o modelo apresentou altos valores de F-valor (3,69), coeficiente de 

determinação (R2 = 0,8690) e determinação ajustado (R2
ajustado = 0,6333), além 

de apresentar um baixo valor de coeficiente de variação (C.V.: 4,87%), o que 

indica grande precisão e confiabilidade dos dados experimentais [23, 82, 165]. 

Esses valores de coeficientes de determinação estão de acordo com aqueles 

relatados na literatura [191, 192]. 

Com base na análise de regressão, a TPC pode ser descrito por uma 

equação polinomial quadrática (Equação 7): 

TPC (𝑌4) = 40,410 + 2,464𝑋1 + 1,883𝑋2 + 0,397𝑋3 – 0,871𝑋1𝑋2 – 

1,262𝑋1𝑋3 + 1,171𝑋2𝑋3 – 2,430𝑋1
2 – 0,982𝑋2

2 + 0,091𝑋3
2 (7) 
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onde X1, X2 e X3 são as variáveis codificadas concentração de etanol, tempo de 

extração e potência de micro-ondas, respectivamente. 

O TPC ótimo predito pelo modelo utilizando as condições otimizadas de 

extração por MAE (37,48% de etanol, 15 min e 600 W) foi de 42,98 mg EAG/g 

ms. As análises estatísticas mostraram que as variáveis que afetaram de forma 

significativa o TPC dos extratos obtidos de L. alba por MAE foram a concentração 

de etanol e o tempo de extração. 

 

5.2.2 Validação das condições otimizadas de forma simultânea por MAE 

 

Como anteriormente mencionado, foi observado que as concentrações de 

etanol preditas para a otimização de cada resposta individualmente foram 

diferentes: 46,24% para o rendimento de extração; e 37,48% para o TPC. No 

entanto, as condições de extração ótimas preditas para maximizar o rendimento 

e o TPC, simultaneamente, foram: 43% de etanol, 15 min e 600 W. Assim, para 

a validação das condições ótimas de extração e respostas preditas de forma 

simultânea, foram realizadas três extrações utilizando essas condições 

otimizadas. A Tabela 14 mostra os valores experimentais e preditos de 

rendimento de extração e TPC dos extratos de L. alba obtidos por MAE nessas 

condições. 

Tabela 14: Comparação entre os resultados de rendimento de extração e TPC 

experimentais e preditos para as condições de extração otimizadas 

simultaneamente por MAE de L. alba: 43,30% de etanol, 15 min e potência de 

micro-ondas de 600 W (desejabilidade de 0,9357). 

Resposta Experimental Predito RSD%* 

Rendimento (%) 26,94 ± 0,53 28,61 4,25 

TPC (mg EAG/g ms) 41,13 ± 0,27 42,91 3,00 

*Desvio padrão relativo - RSD entre os valores preditos e experimentais 
(média de três extratos independentes obtidos nas mesmas condições de 
extração). 
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Os resultados observados na Tabela 14 indicam que o modelo explica 

adequadamente o processo de extração e possui alta capacidade de prever a 

concentração de etanol, o tempo de extração e a relação solvente para sólido 

mais adequados para a obtenção, simultânea, dos melhores valores de 

rendimento e TPC dos extratos obtidos de L. alba por MAE, uma vez que as 

diferenças entre os valores experimentais e preditos foram pouco significativas 

[167, 189]. 
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5.3 Otimização por UAE a partir das folhas de L. camara 

5.3.1 Experimento de fator único 

 

Um planejamento de fator único também foi utilizado para avaliar o efeito 

das variáveis relação solvente para sólido, concentração de etanol e tempo de 

extração no TPC dos extratos obtidos por UAE a partir das folhas de L. camara. 

A Figura 22a-c mostra o efeito dessas variáveis no TPC. 

Figura 22: Efeito da relação solvente para sólido (a), da concentração de etanol 

(b) e do tempo de extração (c) no conteúdo fenólico total (TPC) dos extratos das 

folhas de L. camara obtidos por UAE. Letras diferentes nas barras significam que 

há diferença significativa entre os resultados segundo o teste de Tukey (p < 

0,05). 

  

 

A Figura 22a mostra o efeito da relação solvente para sólido no TPC, 

mantendo as demais variáveis de extração avaliadas constantes: 50% de etanol 

e tempo de extração de 10 min. O efeito da relação solvente para sólido não se 
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mostrou significativo no TPC dos extratos das folhas de L. camara obtidos por 

UAE, visto que não foi observado aumento significativo do TPC com o aumento 

dessa relação de 20:1 até 100:1 mL/g. Esse comportamento difere do que 

geralmente é relatado em diversos trabalhos na literatura: aumento da 

recuperação dos compostos desejados com o aumento da relação solvente para 

sólido como consequência da melhora na transferência de massa do processo 

de extração [85, 174]. Entretanto, se o processo de transferência de massa dos 

compostos extraídos atingiu o equilíbrio, não ocorrerá aumento na extração dos 

compostos químicos ao se elevar ainda mais a relação solvente para sólido [51, 

180]. Esse comportamento foi relatado por Zhou et al. [51] em estudo realizado 

com a espécie Melastoma sanguineum Sims para a recuperação de compostos 

antioxidantes por UAE a partir de seus frutos, avaliando-se um intervalo de 

relação solvente para sólido entre 10:1 e 45:1 mL/g. Xu et al. [180] também 

observaram tal comportamento ao avaliar o efeito da relação solvente para sólido 

(entre 15:1 e 60:1 mL/g) na atividade antioxidante de extratos preparados por 

UAE a partir das flores da espécie Jatropha integerrima. 

Apesar dos resultados observados na Figura 22a não serem 

estatisticamente diferentes, observa-se que os maiores valores foram 

alcançados com as relações de 40:1 e 80:1 mL/g. Uma vez que o uso da relação 

40:1 mL/g resulta em menor consumo de solvente em comparação àquela de 

80:1 mL/g, 40 mL/g será utilizada nos experimentos subsequentes do 

planejamento de fator único. 

A Figura 22b mostra o efeito da concentração de etanol no TPC, 

mantendo as demais variáveis de extração avaliadas constantes: relação 

solvente para sólido de 40:1 mL/g e tempo de extração de 10 min. Como pode 

ser observado, há um aumento inicial do TPC com o aumento da concentração 

de etanol de 10% até valores de concentração entre 30 e 50%, seguida de 

redução dessa resposta com o aumento dessa variável até atingir o menor valor 

em 90% de etanol. Esse comportamento pode estar relacionado, principalmente, 

à semelhança de polaridade dos compostos extraídos com o solvente de 

extração entre 30 e 50% de etanol [23, 177, 179]. Uma alta recuperação de 

compostos fenólicos por UAE, usando a mistura entre etanol e água como 

solvente de extração, foi relatada por Brahmi et al. [188] em estudo realizado 
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com flores de Opuntia ficus-indica. Em estudo realizado por Xu et al. [23], foi 

observado uma maior recuperação de compostos fenólicos das flores de 

Limonium sinuatum por UAE empregando 40% de etanol em água.  

Analisando a Figura 22b, foi observado que os resultados semelhantes de 

TPC comparando as concentrações de 30 e 50% de etanol; os valores 

observados não diferem estatisticamente (p ≤ 0,05). Entretanto, a concentração 

de 30% de etanol se mostra mais adequada para os experimentos posteriores, 

pois resultou em maior valor médio de TPC empregando menor volume de 

solvente orgânico.  

O efeito do tempo de extração no TPC está mostrado na Figura 22c, 

mantendo as demais variáveis de extração avaliadas constantes: relação 

solvente para sólido de 40:1 mL/g e 30% de etanol. Foi observado um aumento 

do TPC com o aumento do tempo de extração até 20 min, seguido de uma 

pequena redução do valor médio observado com o aumento adicional dessa 

variável, porém não havendo diferença estatística entre os valores. Assim, pode-

se supor que o aumento do tempo de extração acima de 10 min não interfere de 

forma significativa no TPC dos extratos obtidos de L. camara e que o ultrassom 

pode acelerar a liberação de compostos fenólicos em um curto período.  

Comportamento semelhante do efeito do tempo de extração foi observado por 

Brahmi et al. [188] no estudo de recuperação de compostos fenólicos das flores 

de Opuntia fícus-indica por ultrassom quando se avalia a variação da resposta 

com o aumento do tempo de extração até 50 min. Zhou et al. [51] também 

relataram comportamento semelhante do tempo na extração de compostos 

antioxidantes por UAE a partir dos frutos de Melastoma sanguineum, em que a 

recuperação média máxima de antioxidantes foi atingida a 25 min, sendo 

reduzido levemente (sem diferença estatisticamente significativa) com o 

aumento do tempo de extração.  

Uma vez que pode haver interações entre as variáveis de extração por 

ultrassom [93, 98], o que será avaliado por meio do planejamento Box-Benhken, 

o efeito de interação com outra variável sobre o tempo de extração pode resultar 

em efeito significativo do tempo no TPC dos extratos. Nesse sentido, apesar de 

não haver diferença significativa das respostas acima de 10 min de extração, 
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observado no experimento de fator único, o efeito dessa variável será analisado 

através de um planejamento Box-Benhken, no qual o intervalo de tempo utilizado 

será de 15 a 25 min, que inclui o maior valor médio (Figura 22c). 

Como observado, o planejamento de fator único permitiu avaliar o efeito 

das variáveis, de forma independente, no TPC dos extratos de L. camara obtidos 

por UAE. De acordo com os resultados observado (Figura 22a-c) os intervalos 

escolhidos para serem otimizados por BBD e RSM foram: relação solvente para 

sólido entre 20:1 e 60:1 mL/g; concentração de etanol entre 10 e 50% e tempo 

de extração entre 15 e 25 min. 

 

5.3.2 Planejamento Box-Behnken e otimização com o auxílio de RSM 
 

Para determinar as condições ótimas de extração por UAE a partir das 

folhas de L. camara e avaliar os efeitos das variáveis estudadas no rendimento 

e no TPC dos extratos, foi utilizado um planejamento Box-Benhken. Esse 

planejamento e as respostas obtidas nas diferentes condições de extração estão 

mostrados na Tabela 15, onde pode ser observado que os rendimentos de 

extração variaram entre 15,69 e 31,55% e os valores de TPC variaram entre 

40,67 e 101,99 mg EAG/g ms, indicando a influência de alguma variável no 

processo de extração. 

Tabela 15: Planejamento Box-Behnken contendo as variáveis independentes 

avaliadas e os resultados de rendimento e TPC dos extratos obtidos por UAE a 

partir das folhas de L. camara. 

 Variáveis  Respostas 

Ensaios 
X1  
(%) 

X2 

(min) 
X3 

(mL/g) 
 Rend. 

(Y1, %) 
TPC 

(Y2, mg EAG/g ms) 

1 10 (-1) 15 (-1) 40:1 (0)  22,902 60,434 

2 50 (1) 15 (-1) 40:1 (0)  25,459 87,257 

3 10 (-1) 25 (1) 40:1 (0)  22,673 59,103 

4 50 (1) 25 (1) 40:1 (0)  27,532 81,161 

5 10 (-1) 20 (0) 20:1 (-1)  15,695 40,672 

6 50 (1) 20 (0) 20:1 (-1)  24,436 81,087 

7 10 (-1) 20 (0) 60:1 (1)  25,829 70,344 

8 50 (1) 20 (0) 60:1 (1)  27,703 91,894 
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 Variáveis  Respostas 

Ensaios 
X1  
(%) 

X2 

(min) 
X3 

(mL/g) 
 Rend. 

(Y1, %) 
TPC 

(Y2, mg EAG/g ms) 

9 30 (0) 15 (-1) 20:1 (-1)  24,035 78,956 

10 30 (0) 25 (1) 20:1 (-1)  22,331 67,174 

11 30 (0) 15 (-1) 60:1 (1)  28,580 87,217 

12 30 (0) 25 (1) 60:1 (1)  31,555 101,999 

13c 30 (0) 20 (0) 40:1 (0)  27,815 89,840 

14c 30 (0) 20 (0) 40:1 (0)  29,259 93,040 

15c 30 (0) 20 (0) 40:1 (0)  28,215 88,164 

X1: concentração de etanol em água; X2: tempo de extração; X3: relação 
solvente para sólido; Rend.: rendimento de extração; TPC: conteúdo de 
fenólicos totais; EAG: equivalente de ácido gálico; ms: material seco. 
C ponto central. 
 

Influência dos parâmetros de extração no rendimento dos extratos 

 

 De acordo com o gráfico de Pareto apresentado na Figura 23, pode-se 

observar que os termos lineares referentes à concentração de etanol (X1) e 

relação solvente para sólido (X3) apresentaram efeitos significativos e positivos 

no rendimento dos extratos de L. camara obtidos por UAE. Além disso, os termos 

quadráticos X1X1 e X3X3 apresentaram efeitos significativos negativos no 

rendimento dos extratos, e os termos de interação X1X3 e X2X3 apresentaram 

efeitos significativos negativo e positivo, respectivamente, nessa resposta. Os 

demais termos não foram significativos. 
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Figura 23: Gráfico de Pareto dos efeitos padronizados estimados das variáveis 

concentração de etanol (X1), tempo de extração (X2) e relação solvente para 

sólido (X3) no rendimento dos extratos de L. camara obtidos por UAE. 

 

A análise de variância (Tabela 16) mostra que o modelo desenvolvido foi 

significativo (F-valor de 46,23 e p-valor < 0,001), apresentando altos valores de 

coeficiente de determinação (R2 = 0,9881) e determinação ajustado (R2
ajustado = 

0,9668), além de baixo valor de coeficiente de variação (C.V.: 2,73%), indicando 

uma grande precisão e confiabilidade dos dados experimentais [23, 36].   

Tabela 16: Análise de variância (ANOVA) para o modelo polinomial quadrático 

proposto para a resposta rendimento de extração obtida por UAE considerando 

a espécie L. camara. Os efeitos significativos (p < 0,05) estão marcados com 

asterisco (*). 

Fonte SQ GL MQ F-Valor p-Valor 

Modelo 203,707 9 22,6341 46,23 <0,001* 

𝑋1 (concentração de etanol) 40,648 1 40,6476 83,03 <0,001* 

𝑋2 (tempo) 1,213 1 1,2129 2,48 0,176 

𝑋3 (relação solvente para sólido) 92,276 1 92,2759 188,49 <0,001* 

𝑋1𝑋2 1,325 1 1,3249 2,71 0,161 

𝑋1𝑋3 11,788 1 11,7881 24,08 0,004* 

𝑋2𝑋3 5,473 1 5,4730 11,18 0,020* 

𝑋1
2

 45,201 1 45,2007 92,33 <0,001* 

𝑋2
2

 0,309 1 0,3093 0,63 0,463 

𝑋3
2

 8,476 1 8,4762 17,31 0,009* 

Erro 2,448 5 0,4896     

Falta de ajuste 1,337 3 0,4455 0,80 0,597 

Erro puro 1,111 2 0,5556   

-0,79

1,57

1,65

3,34

-4,16

-4,91

9,11

-9,61

13,73

X2X2
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X1X2

t (p = 0,05)
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Fonte SQ GL MQ F-Valor p-Valor 

SQ Total 206,155 14       

R2 0,9881     

R2
ajustado 0,9668     

C.V. (%) 2,73     

SQ: soma dos quadrados; GL: grau de liberdade; MQ: média dos quadrados; 
R2: coeficiente de determinação; C.V.: coeficiente de variação. 

 

Com base na análise de regressão, a relação entre as variáveis 

independentes e o rendimento de extração pode ser descrita pela seguinte 

equação polinomial (Equação 8): 

Rendimento (𝑌1) = 28,430 + 2,254𝑋1 + 0,389𝑋2 + 3,396𝑋3 + 0,576𝑋1𝑋2 – 

1,717𝑋1𝑋3 + 1,170𝑋2𝑋3 – 3,499𝑋1
2 – 0,289𝑋2

2 – 1,515𝑋3
2 (8) 

 

onde X1, X2 e X3 são as variáveis codificadas concentração de etanol, tempo de 

extração e relação solvente para sólido, respectivamente. 

As condições ótimas de extração por UAE foram determinadas como: 

33,03% de etanol, 25 min e 60:1 mL/g, o que resulta em um rendimento de 

extração predito de 31,67%.  

O efeito de cada variável no rendimento de extração pode ser observado 

através dos gráficos de superfície de resposta mostrados na Figura 24a-c. 
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Figura 24: Gráficos de superfície de resposta dos efeitos da concentração de 

etanol, do tempo de extração e da relação solvente para sólido no rendimento 

dos extratos de L. camara obtidos por UAE: (a) concentração de etanol e tempo 

de extração, (b) concentração de etanol e relação solvente para sólido e (c) 

tempo de extração e relação solvente para sólido. 

 

 

 

(a) 

(b) 

(c) 
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Na Figura 24 (gráficos a e b) podemos observar o efeito quadrátrico da 

concentração de etanol no rendimento dos extratos de L. camara obtidos por 

UAE, uma vez que ocorreu um aumento inicial do rendimento de extração com 

o aumento da concentração de etanol entre 35 e 40%, seguido de redução dessa 

resposta com o aumento posterior da concentração do solvente orgânico.  

Na Figura 24 (gráficos a e b) pode ser observado o efeito linear da relação 

solvente para sólido no rendimento de extração: aumento da resposta com o 

aumento dessa variável. Esse efeito pode ser relacionado ao aumento do 

gradiente de concentração e dos efeitos da cavitação sobre a parede celular 

vegetal com o aumento dessa variável, como previamente relatado. 

Os resultados estatísticos mostraram que a concentração de etanol e a 

relação solvente para sólido foram as variáveis que mais interferiram no 

rendimento dos extratos de L. camara obtidos por UAE. 

 

Influência dos parâmetros de extração no TPC dos extratos 

 

No gráfico de Pareto da Figura 25, podem ser observados os termos que 

interferem no TPC dos extratos de L. camara obtidos por UAE. Os termos 

lineares referentes à concentração de etanol (X1) e relação solvente para sólido 

(X3) apresentaram efeitos significativos e positivos no TPC, os termos de 

interação X1X3 e X2X3 apresentaram efeitos significativos negativo e positivo, 

respectivamente. Além disso, o termo quadrático X1X1 apresentou efeito 

significativo negativo nessa resposta. Os demais termos não foram significativos. 
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Figura 25: Gráfico de Pareto dos efeitos padronizados estimados das variáveis 

concentração de etanol (X1), tempo de extração (X2) e relação solvente para 

sólido (X3) no TPC dos extratos de L. camara obtidos por UAE. 

 

 

Os gráficos de superfície de resposta apresentados na Figura 26a-c 

mostram a interação entre as variáveis e o efeito de cada uma no TPC dos 

extratos de L.  camara obtidos por UAE. 

Figura 26: Gráficos de superfície de resposta dos efeitos da concentração de 

etanol, do tempo de extração e da relação solvente para sólido no TPC (mg 

EAG/g ms) dos extratos de L. camara obtidos por UAE: (a) concentração de 

etanol e tempo de extração, (b) concentração de etanol e relação solvente para 

sólido e (c) tempo de extração e relação solvente para sólido. 
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Como pode ser observado, o comportamento da resposta TPC foi muito 

semelhante ao do rendimento de extração quando se compara os gráficos em 

que estão mostradas as interações entre as mesmas variáveis. Assim, observa-

se um aumento inicial do TPC com o aumento da concentração de etanol até 

cerca de 40%, seguido de redução dessa resposta com o aumento posterior da 

concentração do solvente orgânico (Figura 26, gráficos a e b). Na Figura 26 

(gráficos b e c) pode ser observado o aumento dessa resposta com o aumento 

da relação solvente para sólido de 20:1 para 60:1 mL/g. 

Considerando a análise de variância (Tabela 17), o modelo desenvolvido 

foi considerado significativo (F-valor de 41,71 e p-valor < 0,001), o qual se 

mostrou adequado para descrever a relação entre as variáveis independentes e 

a resposta (R2 = 0,9869) e de grande significância para prever a relação entre 

essas variáveis (R2
ajustado = 0,9632), além de apresentar um baixo valor de 

coeficiente de variação (C.V.: 3,95%), indicando uma grande precisão e 

confiabilidade dos dados experimentais [36, 82, 165]. 

(b) 

(c) 
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Tabela 17: Análise de variância (ANOVA) para o modelo polinomial quadrático 

proposto para a resposta TPC obtida por UAE considerando a espécie L. 

camara. Os efeitos significativos (p < 0,05) estão marcados com asterisco (*). 

Fonte SQ GL MQ F-Valor p-Valor 

Modelo 3611,85 9 401,32 41,71 <0,001* 

𝑋1 (concentração de etanol) 1535,81 1 1535,81 159,61 <0,001* 

𝑋2 (tempo) 2,45 1 2,45 0,25 0,635 

𝑋3 (relação solvente para sólido) 872,89 1 872,89 90,72 <0,001* 

𝑋1𝑋2 5,68 1 5,68 0,59 0,477 

𝑋1𝑋3 88,98 1 88,98 9,25 0,029* 

𝑋2𝑋3 176,41 1 176,41 18,33 0,008* 

𝑋1
2

 898,36 1 898,36 93,36 <0,001* 

𝑋2
2

 28,15 1 28,15 2,93 0,148 

𝑋3
2

 51,95 1 51,95 5,40 0,068 

Erro 48,11 5 9,62     

Falta de ajuste 35,84 3 11,95 1,95 0,357 

Erro puro 12,27 2 6,14   

SQ Total 3659,96 14       

R2 0,9869     

R2
ajustado 0,9632     

C.V. (%) 3,95     

SQ: soma dos quadrados; GL: grau de liberdade; MQ: média dos quadrados; 
R2: coeficiente de determinação; C.V.: coeficiente de variação. 

 

A análise de regressão indica que podemos utilizar uma equação 

polinomial quadrática (Equação 9) para descrever a relação entre as variáveis 

independentes e o TPC dos extratos de L. camara.  

TPC (𝑌2) = 90,350 + 13,860𝑋1 – 0,550𝑋2 + 10,450𝑋3 – 1,19𝑋1𝑋2 – 

4,720𝑋1𝑋3 + 6,64𝑋2𝑋3 – 15,600𝑋1
2 – 2,76𝑋2

2 – 3,75𝑋3
2 (9) 

 

onde X1, X2 e X3 são as variáveis codificadas concentração de etanol, tempo de 

extração e relação solvente para sólido, respectivamente. 

As condições ótimas de extração por UAE foram determinadas como: 

35,06% de etanol, 25 min e 60 mL/g. O TPC ótimo previsto nessas condições foi 

de 101,38 mg EAG/g ms. 
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De modo semelhante ao observado para a resposta rendimento de 

extração, as variáveis concentração de etanol e relação solvente para sólido 

foram as que mais influenciaram no TPC dos extratos obtidos de L. camara por 

UAE. 

 

5.3.3 Validação das condições otimizadas de forma simultânea por UAE 
 

Para se avaliar a precisão do modelo em determinar as condições ótimas 

de extração por UAE, considerando a maximização do rendimento e do TPC dos 

extratos de L. camara, foram realizadas três extrações utilizando as condições 

otimizadas de forma simultânea: 35% de etanol, 25 min e relação solvente para 

sólido de 60:1 mL/g. A Tabela 18 mostra os valores experimentais e preditos de 

rendimento de extração e TPC dos extratos de L. camara obtidos por UAE 

nessas condições. 

Tabela 18: Comparação entre os resultados de rendimento de extração e TPC 

experimentais e preditos para as condições de extração otimizadas 

simultaneamente por UAE de L. camara: 35% de etanol, 25 min e relação 

solvente para sólido de 60:1 mL/g (desejabilidade de 0,9950). 

Resposta Experimental Predito RSD%* 

Rendimento (%) 32,50 ± 0,84  31,64 1,90 

TPC (mg EAG/g ms) 102,89 ± 3,62 101,38 1,05 

*Desvio padrão relativo - RSD entre os valores preditos e experimentais 
(média de três extratos independentes obtidos nas mesmas condições de 
extração). 

 

Os resultados observados na Tabela 18 indicam que o modelo explica 

adequadamente o processo de extração e possui alta capacidade de prever a 

concentração de etanol, o tempo de extração e a relação solvente para sólido 

mais adequadas para a recuperação simultânea dos melhores rendimento e TPC 

dos extratos obtidos das folhas de L. camara por UAE, uma vez que a diferença 

entre os valores experimentais e preditos foram muito pequenas [167, 189]. 
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5.4 Otimização por MAE a partir das folhas de L. camara 

5.4.1 Planejamento Box-Behnken e otimização com o auxílio de RSM 

 

Neste trabalho, também foi verificado o efeito da concentração de etanol, 

do tempo de extração e da potência de micro-ondas no rendimento e no TPC 

dos extratos obtidos de L. camara por MAE empregando um planejamento Box-

Behnken. Na Tabela 19 estão mostrados os valores de rendimento e TPC dos 

extratos obtidos. 

Tabela 19: Planejamento Box-Behnken contendo as variáveis independentes 

avaliadas e os resultados de rendimento e TPC dos extratos obtidos por MAE a 

partir das folhas de L. camara. 

 Variáveis  Respostas 

Ensaios 
X1  
(%) 

X2 

(min) 
X3 

(W) 
 Rend. 

(Y3, %) 
TPC 

(Y4, mg EAG/g ms) 

1 0 (-1) 2 (-1) 450 (0)  30,44 80,92 

2 70 (1) 2 (-1) 450 (0)  34,85 109,57 

3 0 (-1) 15 (1) 450 (0)  31,73 95,72 

4 70 (1) 15 (1) 450 (0)  38,41 125,39 

5 0 (-1) 8,5 (0) 300 (-1)  31,77 91,61 

6 70 (1) 8,5 (0) 300 (-1)  38,67 119,93 

7 0 (-1) 8,5 (0) 600 (1)  31,39 91,53 

8 70 (1) 8,5 (0) 600 (1)  38,95 129,96 

9 35 (0) 2 (-1) 300 (-1)  36,33 110,07 

10 35 (0) 15 (1) 300 (-1)  37,33 134,41 

11 35 (0) 2 (-1) 600 (1)  36,81 126,11 

12 35 (0) 15 (1) 600 (1)  37,45 125,43 

13c 35 (0) 8,5 (0) 450 (0)  37,28 120,11 

14c 35 (0) 8,5 (0) 450 (0)  37,55 125,89 

15c 35 (0) 8,5 (0) 450 (0)  37,53 121,02 

X1: concentração de etanol em água; X2: tempo de extração; X3: potência de 
micro-ondas; Rend.: rendimento de extração; TPC: conteúdo de fenólicos 
totais; EAG: equivalente de ácido gálico; ms: material seco. 
C ponto central. 
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Influência dos parâmetros de extração no rendimento dos extratos 

 

 Através do gráfico de Pareto da Figura 27, pode-se identificar os termos 

que apresentam efeito significativo no rendimento dos extratos de L. camara 

obtido por MAE, os quais são responsáveis pela variação dessa resposta (30,44 

a 38,95%) de acordo com a condição experimental (Tabela 19). 

Figura 27: Gráfico de Pareto dos efeitos padronizados estimados das variáveis 

concentração de etanol (X1), tempo de extração (X2) e potência de micro-ondas 

(X3) no rendimento dos extratos de L. camara obtidos por MAE. 

 

Como pode ser observado na Figura 27, apenas os termos lineares, 

referentes a concentração de etanol (X1) e ao tempo de extração (X2), e o termo 

quadrático (X1X1) apresentaram efeitos significativas no rendimento de extração, 

este negativo e aqueles positivos. Os demais termos não foram significativos. 

Na Figura 28a-c está ilustrado o efeito das variáveis independentes no 

rendimento dos extratos obtidos por UAE por meio de gráficos de superfície de 

resposta tridimensionais, analisando-se duas variáveis de cada vez. 
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Figura 28: Gráficos de superfície de resposta dos efeitos da concentração de 

etanol, do tempo de extração e da potência de micro-ondas no rendimento dos 

extratos de L. camara obtidos por MAE: (a) concentração de etanol e tempo de 

extração, (b) concentração de etanol e potência de micro-ondas (c) tempo de 

extração e potência de micro-ondas. 

 

 

 

Na Figura 28 (gráficos a e b) podem ser observado os efeitos linear e 

quadráticos significativos da concentração de etanol no rendimento de extração. 

O rendimento aumenta inicialmente com o aumento da concentração de etanol 

(a) 

(b) 

(c) 
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até cerca de 45% e, então, ocorre uma redução com o aumento dessa variável 

até 70%. O aumento inicial do rendimento com aumento da concentração de 

etanol, até cerca de 45%, pode ser atribuído à semelhança entre a polaridade 

dos compostos presentes na matriz vegetal com a polaridade da solução de 

etanol nessa concentração, uma vez que o solvente de extração tende a 

solubilizar mais facilmente compostos com polaridades semelhantes a ele [179, 

185]. 

Na Figura 28 (gráficos a e c) está mostrado o efeito linear do tempo de 

extração no rendimento. Como pode ser observado, o rendimento aumentou 

levemente com o aumento do tempo de extração de 2 para 15 min. Esse 

aumento provavelmente está relacionado ao maior tempo de contato entre a 

matriz e o solvente de extração e, consequentemente, ao maior grau de 

intumescimento da matriz vegetal, favorecendo assim uma maior extração dos 

compostos químicos [43]. 

Os resultados da análise de variância de cada fator e suas interações 

estão mostrados na Tabela 20. 

Tabela 20: Análise de variância (ANOVA) para o modelo polinomial quadrático 

proposto para a resposta rendimento obtida por MAE considerando a espécie L. 

camara. Os efeitos significativos (p < 0,05) estão marcados com asterisco (*). 

Fonte SQ GL MQ F-Valor p-Valor 

Modelo 118,747 9 13,1941 23,38 0,001* 

𝑋1 (concentração de etanol) 81,671 1 81,6709 144,74 <0,001* 

𝑋2 (tempo) 5,252 1 5,2524 9,31 0,028* 

𝑋3 (potência de micro-ondas) 0,032 1 0,0319 0,06 0,821 

𝑋1𝑋2 1,286 1 1,2859 2,28 0,192 

𝑋1𝑋3 0,109 1 0,1092 0,19 0,678 

𝑋2𝑋3 0,032 1 0,0317 0,06 0,822 

𝑋1
2

 26,772 1 26,7722 47,45 0,001* 

𝑋2
2

 3,024 1 3,0237 5,36 0,068 

𝑋3
2

 0,697 1 0,6965 1,23 0,317 

Erro 2,821 5 0,5643   

Falta de ajuste 2,776 3 0,9253 40,75 0,024* 

Erro puro 0,045 2 0,0227   

SQ Total 121,568 14    
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Fonte SQ GL MQ F-Valor p-Valor 

R2 0,9768     

R2
ajustado 0,9350     

C.V. (%) 2,10     

SQ: soma dos quadrados; GL: grau de liberdade; MQ: média dos quadrados; 
R2: coeficiente de determinação; C.V.: coeficiente de variação. 

 

 O alto valor de F do modelo (23,38) implica que o modelo matemático 

proposto foi apropriado e de alta significância (p-valor 0,001) para descrever o 

comportamento da resposta, além de apresentar uma alta capacidade para 

descrever a relação entre as variáveis independentes e a resposta (R2 = 0,9768) 

e de grande significância para prever a relação entre essas variáveis (R2
ajustado = 

0,9350), além de apresentar um baixo valor de coeficiente de variação (C.V.: 

2,10%), indicando uma grande precisão e confiabilidade dos dados 

experimentais observados [23, 82]. 

 Na Equação 10 está mostrado o modelo matemático proposto para 

predizer o rendimento de extração de acordo com as variáveis estudadas: 

concentração de etanol (X1), tempo de extração (X2) e potência de micro-ondas 

(X3).  

Rendimento (𝑌3) = 37,452 + 3,195𝑋1 + 0,810𝑋2 + 0,063𝑋3 + 0,567𝑋1𝑋2 + 

0,165𝑋1𝑋3 – 0,089𝑋2𝑋3 – 2,693𝑋1
2 – 0,905𝑋2

2 + 0,434𝑋3
2 (10) 

 

As condições ótimas de extração preditas pelo modelo para a obtenção 

do melhor rendimento por MAE foram 59,40% de etanol, 12,51 min e 600 W de 

potência. O rendimento predito empregando essas condições foi de 39,33%. 

Entre as variáveis estudadas, a concentração de etanol e o tempo de extração 

foram as que influenciaram significativamente o rendimento dos extratos de L. 

camara obtidos por MAE. 
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Influência dos parâmetros de extração no TPC dos extratos 

 

Foi avaliado também o efeito da concentração de etanol, do tempo de 

extração e da potência de micro-ondas no TPC dos extratos de L. camara obtidos 

por MAE empregando um planejamento Box-Behnken. 

No gráfico de Pareto da Figura 29 estão mostrados os fatores das 

variáveis que interferem no TPC dos extratos de L. camara, conforme observado 

pela variação dessa resposta de acordo com as condições de extração (Tabela 

19). 

Figura 29: Gráfico de Pareto dos efeitos padronizados estimados das variáveis 

concentração de etanol (X1), tempo de extração (X2) e potência de micro-ondas 

(X3) no TPC dos extratos de L. camara obtidos por MAE. 

 

No gráfico de Pareto da Figura 29, pode ser observado que os termos 

referentes a concentração de etanol (X1) e ao tempo de extração (X2) 

apresentaram efeitos significativos e positivos, e os termos quadrático (X1X1) e 

de interação X2X3 apresentaram efeitos significativos e negativos no TPC. Os 

demais termos não foram significativos. 

Na Figura 30a-c está ilustrado, por meio de gráficos de superfície de 

resposta tridimensionais, o efeito das variáveis independentes no TPC dos 

extratos de L. camara obtidos por MAE. 
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Figura 30: Gráficos de superfície de resposta dos efeitos da concentração de 

etanol, do tempo de extração e da potência de micro-ondas no TPC (mg EAG/g 

ms) dos extratos de L. camara obtidos por MAE: (a) concentração de etanol e 

tempo de extração, (b) concentração de etanol e potência de micro-ondas (c) 

tempo de extração e potência de micro-ondas. 

 

 

 

Na Figura 30 (gráficos a e b) pode ser observado o efeito linear 

significativo da concentração de etanol no TPC, bem como seu efeito 

quadrátrico. O TPC aumenta inicialmente com o aumento da concentração de 

etanol até cerca de 45% e então ocorre uma redução da resposta com o aumento 

(b) 

(c) 

(a) 
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dessa variável até 70%. Isso, pode ser atribuído, principalmente, à semelhança 

entre a polaridade dos compostos presentes na matriz vegetal com a polaridade 

da solução de etanol nessa concentração, além do efeito de desnaturação de 

proteínas causado pelo aumento da concentração de etanol, como já 

mencionado anteriormente [165, 179, 185]. 

Akbari et al. [165] observaram resultados semelhante em seus estudos 

relacionados à recuperação de compostos químicos polares a partir das folhas 

de Aloe vera por MAE, alcançando o maior TPC empregando uma solução de 

40% de etanol, avaliando-se um intervalo de concentração entre 20 e 100% de 

etanol. Nabet et al. [167] observaram que o maior TPC dos extratos das partes 

aéreas de Thymus fontanesii foi obtido utilizando uma solução de 50% de etanol, 

avaliando-se o intervalo de concentração desse solvente, em mistura com água, 

entre 0 e 100%. 

Na Figura 30 (gráficos a e c) está mostrado o efeito linear do tempo de 

extração. Como pode ser observado, o TPC aumenta com o aumento do tempo 

de extração de 2 para 15 min, o que provavelmente está relacionado ao maior 

tempo de contato entre a matriz e o solvente de extração, favorecendo assim a 

maior recuperação dos compostos químicos [43]. 

Considerando a análise de variância mostrada na Tabela 21, em que os 

termos significativos (p < 0,05) estão marcados com asterisco (*), o modelo 

desenvolvido foi considerado significativo (alto F-valor 59,43 e baixo p-valor < 

0,001), o qual se mostrou adequado para descrever a relação entre as variáveis 

independentes e a resposta (R2 = 0,9907 e R2
ajustado = 0,9741), além de indicar 

uma grande precisão e confiabilidade dos dados experimentais obtidos (baixo 

valor de coeficiente de variação, C.V.: 2,33%)  [23, 36]. 

Tabela 21: Análise de variância (ANOVA) para o modelo polinomial quadrático 

proposto para a resposta TPC obtida por MAE considerando a espécie L. 

camara. Os efeitos significativos (p < 0,05) estão marcados com asterisco (*). 

Fonte SQ GL MQ F-Valor p-Valor 

Modelo 3775,92 9 419,55 59,43 <0,001* 

𝑋1 (concentração de etanol) 1955,33 1 1955,33 276,99 <0,001* 

𝑋2 (tempo) 368,24 1 368,24 52,16 0,001* 
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Fonte SQ GL MQ F-Valor p-Valor 

𝑋3 (potência de micro-ondas) 36,25 1 36,25 5,14 0,073 

𝑋1𝑋2 0,26 1 0,26 0,04 0,855 

𝑋1𝑋3 25,53 1 25,53 3,62 0,116 

𝑋2𝑋3 156,47 1 156,47 22,16 0,005* 

𝑋1
2

 1143,25 1 1143,25 161,95 <0,001* 

𝑋2
2

 12,60 1 12,60 1,78 0,239 

𝑋3
2

 45,56 1 45,56 6,45 0,052 

Erro 35,30 5 7,06     

Falta de ajuste 16,00 3 5,33 0,55 0,695 

Erro puro 19,30 2 9,65   

SQ Total 3811,22 14       

R2 0,9907     

R2
ajustado 0,9741     

C.V. (%) 2,33     

SQ: soma dos quadrados; GL: grau de liberdade; MQ: média dos quadrados; 
R2: coeficiente de determinação; C.V.: coeficiente de variação. 

 

Com base na análise de regressão, o TPC dos extratos de L. camara 

obtidos por MAE pode ser descrito pela seguinte equação polinomial quadrática 

(Equação 11): 

TPC (𝑌4) = 122,340 + 15,634𝑋1 + 6,785𝑋2 + 2,129𝑋3 + 0,250𝑋1𝑋2 + 

2,530𝑋1𝑋3 – 6,25𝑋2𝑋3 – 17,600𝑋1
2 – 1,850𝑋2

2 + 3,510𝑋3
2 (11) 

 

O TPC ótimo predito pelo modelo, utilizando as condições otimizadas de 

extração por MAE (48,08% de etanol, 15 min e 300 W), foi de 137,45 mg EAG/g 

ms. Entre as variáveis estudadas, a concentração de etanol e o tempo de 

extração foram as que mais influenciaram o TPC dos extratos de L. camara 

obtidos por MAE. 
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5.4.2 Validação das condições otimizadas de forma simultânea por MAE 

 

Para se avaliar a precisão do modelo em determinar as condições ótimas 

de extração por MAE considerando a maximização do rendimento e do TPC dos 

extratos das folhas de L. camara, foram realizadas três extrações utilizando as 

condições otimizadas de forma simultânea: 53% de etanol, 15 min e potência de 

micro-ondas de 300 W. A Tabela 22 mostra os valores experimentais e preditos 

de rendimento e TPC dos extratos de L. camara obtidos por MAE nessas 

condições. 

Tabela 22: Comparação entre os resultados de rendimento de extração e TPC 

experimentais e preditos para as condições de extração otimizadas 

simultaneamente por MAE de L. camara: 53% de etanol, 15 min e potência de 

micro-ondas de 300 W (desejabilidade de 1.000). 

Resposta Experimental Predito RSD%* 

Rendimento (%) 38,61 ± 0,56 38,96 0,64 

TPC (mg EAG/g ms) 109,83 ± 4,63 137,13 15,63 

*Desvio padrão relativo - RSD entre os valores preditos e experimentais 

(média de três extratos independentes obtidos nas mesmas condições de 

extração). 

 

Na Tabela 22 observa-se que o modelo explica adequadamente o 

processo de extração e possui alta capacidade de prever as condições de 

extração mais adequadas para a recuperação simultânea do rendimento e TPC 

dos extratos das folhas de L. camara por MAE, uma vez que os desvios padrões 

relativos entre os valores experimentais e preditos não apresentaram grandes 

diferenças, sendo considerados adequados em comparação aqueles relatados 

na literatura [167, 189]. 

O maior desvio relativo observado para a resposta TPC pode estar 

relacionado à pequena diferença entre as condições de extração preditas de 

forma individual e aquelas preditos visando a otimização simultânea do 

rendimento de extração e do TPC, como foi observado por Nabet et al. [167]. 
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5.5 Comparação dos resultados fitoquímicos e de atividades 

antioxidantes dos diferentes extratos de L. alba e L. camara 

Para se avaliar a eficiência das metodologias de extração por ultrassom e 

micro-ondas, os resultados de rendimento, TPC e TFC dos extratos de L. alba e 

L. camara, obtidos nas condições de extração otimizadas para cada espécie, 

foram comparados com aqueles dos extratos obtidos por métodos 

convencionais: maceração, infusão, decocção e Soxhlet. Na Figura 31a-b estão 

mostrados esses resultados comparativos. Cabe destacar que o objetivo 

principal deste trabalho foi comparar os resultados apresentados pelos extratos 

de cada espécie entre si, e não a comparação entre as espécies vegetais. 

Figura 31: Comparação dos resultados de rendimento, conteúdo de fenólicos 

totais (TPC); conteúdo de flavonoides totais (TFC) dos extratos obtidos, 

separadamente, das folhas de L. alba (a) e L. camara (b) por UAE, MAE, 

maceração (MC), infusão (INF), decocção (DEC) e Soxhlet (SOX). As letras 

sobrescritas diferentes indicam que há diferença estatística entre as médias 

segundo o teste de Tukey (p < 0,05), considerando cada resposta 

separadamente. EAG: equivalente de ácido gálico; EC: equivalente de 

catequina. 
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 Através da Figura 31a-b pode ser observado que o rendimento, o TPC e 

o TFC dos extratos, tanto de L. alba quanto de L. camara, foram influenciados 

pelos diferentes métodos de extração de acordo com suas respectivas condições 

experimentais. 

Na Figura 31a pode ser observado que o extrato de L. alba obtido por 

MAE apresentou os maiores valores de rendimento (26,94%), TPC (41,13 mg 

EAG/g ms) e TFC (40,12 mg EC/g ms) em comparação aos demais extratos 

obtidos a partir dessa espécie, não diferindo estatisticamente do Soxhlet com 

relação ao rendimento, destacando que na MAE o tempo de extração utilizado 

foi menor. O extrato obtido por UAE dessa espécie apresentou maiores valores 

de rendimento (20,33 ± 0,15%), TPC (30,86 mg EAG/g ms) e TFC (28,05 mg 

EC/g ms) em comparação aqueles da maceração, infusão, porém menores em 

relação aos extratos de decocção (rendimento de 22,62%, TPC de 32,57 mg 

EAG/g ms e TFC de 30,48 mg EC/g ms) e Soxhlet (rendimento de 25,85%, TPC 

de 39,53 mg EAG/g ms e TFC de 32,71 mg EC/g ms). Com base nas respostas 

avaliadas, podemos classificar os extratos de L. alba, do maior para o menor 

resultado, da seguinte forma: MAE, Soxhlet, decocção, UAE, infusão e 

maceração, respectivamente. 

A Figura 31b mostra os resultados de rendimento, TPC e TFC dos 

diferentes extratos obtidos de L. camara. Como pode ser observado, o extrato 
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de MAE apresenta os maiores resultados de rendimento de extração (38,61%), 

TPC (109,83 mg EAG/g ms) e TFC (148,77 mg EC/g ms) em comparação aos 

demais extratos dessa espécie, não diferindo estatisticamente quanto ao 

rendimento e TPC do extrato de Soxhlet (rendimento: 37,93%; TPC: 103,50 mg 

EAG/g ms; TFC: 122,20 mg EC/g ms). 

Os resultados apresentados pelos extratos de MAE das duas espécies 

estão de acordo com vários estudos relatados na literatura, os quais mostram 

que essa técnica apresenta maior eficiência de recuperação de compostos 

fenólicos de matrizes vegetais em comparação a UAE e a vários métodos de 

extração convencionais como maceração, infusão, decocção e Soxhlet [34, 158, 

193, 194]. 

Castro-López et al. [34] relataram o maior valor de TPC do extrato de 

Moringa oleifera preparado por MAE em comparação aos extratos de UAE, 

maceração e decocção. Cvetanović et al. [194] relataram que o extrato de MAE 

obtido de Aronia melanocarpa apresentou maiores valores de TPC e TFC que o 

extrato obtido por UAE dessa espécie.  No estudo realizado por Mašković et al. 

[193], observou-se os maiores resultados de TPC e TFC do extrato de Satureja 

hortnesis obtido por MAE em relação aos extratos de UAE, maceração e Soxhlet. 

Em outro estudo, o extrato obtido das folhas de Urtica dioica por MAE apresentou 

maiores valores de rendimento, TPC e TFC em comparação aqueles do extrato 

de UAE [195]. Carbone et al. [160] relataram a maior eficiência da MAE na 

recuperação de compostos fenólicos da espécie Humulus lupulus em 

comparação ao extrato obtido por UAE. Abbas et al. [162], empregando acetato 

de etila como solvente de extração, observaram que o extrato de MAE dos frutos 

da espécie Lagenaria siceraria apresentou resultados de rendimento, TPC e TFC 

superiores aqueles do extrato de Soxhlet.  

Em geral, os melhores resultados observados pelos extratos preparados 

por MAE estão relacionados a alta temperatura e a energia de micro-ondas no 

interior da matriz vegetal que pode causar a vaporização do solvente dentro de 

suas células e romper suas paredes celulares e/ou membranas plasmáticas. Isso 

favorece a liberação dos compostos fenólicos no solvente extrator, o que 

aumenta a eficiência da extração em comparação a outras técnicas. O aumento 
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da temperatura do sistema de extração resulta ainda na redução da viscosidade 

e da tensão superficial do solvente extrator, favorecendo a penetração do 

solvente na matriz vegetal e a dissolução dos compostos químicos no solvente 

[34, 83, 87, 91]. Além disso, os compostos fenólicos polares podem absorver a 

energia de micro-ondas, o que favorece a sua liberação da parede celular vegetal 

[34]. 

Avaliando os resultados do extrato obtido por UAE a partir da espécie L. 

alba (Figura 31a), foi observado sua maior eficiência em relação à maceração e 

à infusão. Em geral, os melhores resultados de rendimento de extração, TPC e 

TFC apresentados pelos extratos obtidos por UAE em comparação a essas 

técnicas podem ser atribuídos, principalmente, ao efeito de cavitação acústica. 

Esse efeito favorece a destruição da parede celular vegetal, facilitando a entrada 

do solvente na matriz e a liberação dos compostos em seu interior, intensificando 

a transferência de massa do processo de extração [23, 36, 81]. 

Pode-se observar na Figura 31b que o extrato de L. camara obtido por 

UAE apresentou rendimento de extração (32,50%) maior em comparação aos 

extratos de maceração e infusão, semelhante ao extrato de decocção (32,53%) 

e menor do que o extrato de Soxhlet (37,93%). Além disso, o extrato de UAE 

dessa espécie apresentou resultados de TPC (102,89 mg EAG/g ms) e TFC 

(139,15 mg EC/g ms) superiores àqueles apresentados pelos demais extratos 

convencionais, porém não diferindo estatisticamente do extrato de Soxhlet com 

relação ao TPC (103,50 mg EAG/g ms).  

Diversos estudos mostram que a UAE apresenta melhores resultados de 

recuperação em comparação a diferentes técnica de extração [27, 34, 82, 188]. 

O extrato de UAE das folhas de Piper betle (empregando as condições 

otimizadas de extração) resultou em maiores valores de rendimento de extração 

(13,71%), TPC (289,05 mg EAG/g de extrato) e TFC (21,50 mg ER/g de extrato) 

em comparação ao da maceração: rendimento de 10,96%, TPC de 246,98 mg 

EAG/g de extrato e TFC de 13,48 mg ER/g de extrato [82]. O extrato obtido por 

UAE a partir de Punica granatum apresentou maior TPC em comparação aos 

extratos obtidos por decocção e maceração a partir dessa espécie [34]. Mašković 

et al. [27] relataram o maior TPC do extrato de UAE obtido de Lavatera 
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thuringiaca quando comparado aos extratos de maceração, Soxhlet e MAE. 

Maiores resultados de TPC e TFC do extrato preparado por UAE, em 

comparação aos de maceração e Soxhlet, também foram relatados em um 

estudo com as flores da espécie Opuntia ficus-indica [188]. Em um trabalho 

realizado por Iftikhar et al. [156], o extrato obtido a partir de Secale cereale por 

UAE apresentou maior TPC e TFC em comparação ao extrato obtido por 

maceração convencional, empregando as mesmas condições de extração. 

Abbas et al. [162] destacaram a semelhança dos resultados de rendimento, TPC 

e TFC apresentados pelos extratos de UAE e MAE obtidos de Lagenaria 

siceraria, porém muito superiores aos do extrato de Soxhlet, apesar dos menores 

tempos de extração empregados: MAE, 40 s; UAE, 30 min; e Soxhlet, 1 h. 

Apesar dos resultados citados acima mostrarem a grande eficiência da 

técnica de ultrassom, o extrato preparado por UAE a partir de L. alba apresentou 

valores de rendimento de extração, TPC e TFC menor do que aqueles dos 

extratos de decocção e Soxhlet (Figura 31a). Nesse caso, as condições de 

temperatura de preparação dos extratos de decocção e Soxhlet podem ter 

contribuído para seus melhores resultados em relação ao UAE. Os extratos de 

decocção foram deixados em ebulição (89 °C) por 2 min antes de serem 

colocados em repouso por mais 8 min. Para a extração por Soxhlet, além da alta 

temperatura (80 °C), o tempo de extração utilizado foi o maior (1 h) entre todas 

as técnicas. A temperatura elevada empregada nessas extrações provavelmente 

favoreceu o processo de difusão e dissolução dos compostos no solvente de 

extração pela redução da sua viscosidade e tensão superficial, além do maior 

tempo de contato entre o solvente e a matriz vegetal na extração por Soxhlet 

[34]. A mesma tendência foi observada para o extrato de Soxhlet da espécie L. 

camara em relação ao extrato de UAE, onde a alta temperatura e o maior tempo 

de extração podem ter contribuído para os maiores valores de rendimento e TPC 

desse extrato convencional (Figura 31b). 

Relatos da literatura corroboram o comportamento observado neste 

estudo com relação aos resultados dos extratos de UAE em comparação àqueles 

do Soxhlet e da decocção. Castro-López et al. [34] relataram que os extratos de 

Moringa oleifera e Cassia fistula obtidos por UAE apresentaram menor valor de 

TPC em comparação aos extratos de decocção obtidos. Santos et al. [28] 
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observaram que o extrato de Soxhlet obtido de Acca sellowiana apresentou 

resultados de rendimento de extração e TPC (rendimento de 47% e TPC de 33,6 

mg EAG/g) maiores do que aqueles do extrato obtido por UAE (rendimento de 

39,6% e TPC de 27,0 mg EAG/g). 

A Tabela 23 mostra os valores comparativos de TPC entre os extratos 

obtidos neste trabalho por UAE e MAE e aqueles relatados na literatura a partir 

de estudos com diferentes matrizes vegetais empregando essas técnicas de 

extração. 

Tabela 23: Comparação dos resultados de TPC apresentados pelos extratos de 

UAE e MAE obtidos neste trabalho com aqueles relatados na literatura. 

Partes das plantas/ Espécies TPC (mg EAG/g ms) Referências 

Folhas de L. alba UAE = 30,86 

MAE = 41,13 

Este trabalho 

Folhas de L. camara UAE = 102,89 

MAE = 109,83 

Este trabalho 

Partes aéreas de Phyllanthus amarus UAE = 27,23 [35] 

Casca de Acca sellowiana UAE = 27,00 [28] 

Folhas de Ilex guayusa UAE = 34,60 [196] 

Flores de Opuntia ficus-indica UAE = 24,38 [188] 

Farelo de Secale cereale UAE = 2,46 [156] 

Cones de Humulus lupulus UAE = 20,30 

MAE = 93,40 

[160] 

Folhas de Moringa oleifera MAE = 15,19 [34] 

Cálice de Hibiscus sabdariffa MAE = 29,62 [197] 

Cascas de Citrus✕ paradisi MAE = 31,10 [161] 

Casca de Quercus robur MAE = 21,40 [198] 

Sementes de Plukenetia volubilis MAE = 41,97 [199] 

 

Como pode ser observado na Tabela 23, os extratos obtidos neste 

trabalho a partir das espécies L. alba e L. camara por UAE e MAE apresentaram 

maiores resultados de TPC em comparação àqueles obtidos a partir de diversas 

matrizes vegetais por essas técnicas, com destaque para os elevados valores 
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dos extratos de L. camara. Isso mostra que as espécies estudadas se destacam 

como fonte de compostos fenólicos.  

Adicionalmente, os resultados apresentados na Tabela 23 mostram que o 

sucesso do processo de extração não depende apenas das características dos 

compostos que se desejam recuperar e da técnica de extração, mas também da 

natureza da matriz vegetal.  Assim, a depender do tipo de matriz estudada, 

métodos diferentes como UAE e MAE podem diferir quanto a eficiência de 

recuperação do mesmo tipo ou classe de compostos. Isso mostra a importância 

da realização de estudos de otimização e/ou de comparação entre diferentes 

técnicas de extração para cada espécie/matriz estudada. Apesar de não terem 

sido avaliados neste estudo, fatores como parte da planta, sazonalidade e local 

de coleta devem ser considerados quando se estuda a recuperação de 

compostos químicos de matrizes vegetais, pois eles podem influenciar a 

composição química do extrato e, consequentemente, suas atividades biológicas 

[10, 15, 104, 200]. 

Os efeitos das técnicas de ultrassom, micro-ondas, maceração, infusão, 

decocção e Soxhlet nas atividades antioxidantes dos extratos de L. alba e L. 

câmara avaliadas, separadamente, pelos métodos de inibição dos radicais 

DPPH e ABTS e pelo poder antioxidante redutor férrico (FRAP), estão mostrados 

na Figura 32a-b. 
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Figura 32: Comparação dos resultados de atividades antioxidantes (DPPH, 

ABTS e FRAP) dos extratos obtidos, separadamente, das folhas de L. alba (a) e 

L. camara (b) por UAE, MAE, maceração (MC), infusão (INF), decocção (DEC) 

e Soxhlet (SOX). As letras sobrescritas diferentes indicam que há diferença 

estatística entre as médias segundo a ANOVA e teste Tukey (p < 0,05), 

considerando cada resposta separadamente. ET: equivalente de Trolox. 
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 Como pode ser observado na Figura 32a, o extrato de L. alba obtido por 

MAE apresentou os maiores resultados de atividades antioxidantes (DPPH: 

144,16 µmol ET/g ms, ABTS: 161,68 µmol ET/g ms e FRAP: 276,81 µmol ET/g 

ms) em relação aos demais extratos. Na Figura 32b, pode ser observado que o 

extrato de L. camara obtido por MAE apresentou os maiores resultados de 

atividades antioxidantes (DPPH: 423,51 µmol ET/g ms, ABTS: 414,50 µmol ET/g 

ms e FRAP: 838,69 µmol ET/g ms) em relação aos demais extratos dessa 

espécie. Esses resultados podem ser atribuídos ao maior TPC dos extratos de 

MAE de cada espécie em relação aos demais, uma vez que compostos fenólicos 

têm reconhecida atividade antioxidante [3, 28, 82].  

Diferentes trabalhos na literatura observaram resultados semelhantes aos 

obtidos neste estudo. Dairi et al. [159] observaram que o extrato fenólico obtido 

por MAE de Allium cepa apresentou maiores atividades antioxidantes através 

dos ensaios DPPH e ABTS em relação ao extrato de maceração com agitação, 

empregando tempo de extração muito menor. Em um estudo realizado com a 

espécie Humulus lupulus, foi evidenciado que o extrato preparado por MAE 

resultou em maior atividade antioxidante em comparação aquele da UAE [160]. 

O extrato de Citrus x paradisi obtido por MAE apresentou maiores atividades 

antioxidantes, em termos de concentração inibitória - CI50, (DPPH: 12,81 mg/g 

de extrato seco e ABTS: 1,90 mg/g de extrato seco) em comparação ao da 

maceração (DPPH: 20,89 mg/g de extrato seco e ABTS: 2,02 mg/g de extrato 

seco) [161]. 

Na Figura 32a observa-se que o extrato de L. alba obtido por UAE 

apresentou maiores atividades antioxidantes (DPPH: 94,77 µmol ET/g ms; 

ABTS: 119,72 µmol ET/g ms; FRAP: 205,30 µmol ET/g ms) em comparação aos 

extratos de maceração e infusão. Além disso, apresentou atividades 

semelhantes (DPPH: 93,40 µmol ET/g ms e ABTS: 120,89 µmol ET/g ms) e 

levemente maior (FRAP: 195,28 µmol ET/g ms) em comparação ao extrato de 

decocção. Por outro lado, as atividades foram menores em comparação àquelas 

apresentadas pelo extrato de Soxhlet (DPPH: 109,84 µmol ET/g ms; ABTS: 

144,11 µmol ET/g ms; FRAP: 241,16 µmol ET/g ms). Esses dados corroboram 

os resultados de TPC e TFC (Figura 31a) desses extratos, em que se percebe 

uma correlação direta com os valores das atividades antioxidantes observadas. 
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Os maiores valores de atividades antioxidantes apresentadas pelo extrato de 

Soxhlet supostamente estão relacionados às condições de tempo e temperatura 

de extração tipicamente altos desse método, que neste estudo foi de 1 hora e 80 

°C, respectivamente [28, 34].  

Esse resultado antioxidante está de acordo com aquele relatado por 

Santos et al. [28], em seu estudo com a espécie Acca sellowiana. O extrato de 

Soxhlet desse estudo, preparado com uma solução etanol:água (50:50, v/v), 

apresentou maiores resultados antioxidantes, empregando os métodos FRAP e 

de inibição do radical DPPH, em relação ao extrato de ultrassom. Outro estudo 

mostrou que os extratos de Soxhlet, obtidos das raízes de Silene caramanica e 

das partes aéreas de Silene otites, apresentaram maiores atividades 

antioxidantes em comparação aos extratos de UAE dessas espécies [201]. 

Com base nos resultados observados na Figura 32a, os extratos de L. 

alba podem ser ordenados, de forma decrescente, de acordo com os valores de 

atividades antioxidantes, do seguinte modo: MAE > SOX > UAE > DEC > INF > 

MAC, sendo que os extratos de UAE e DEC não diferiram estatisticamente 

quando a habilidade de inibição dos radicais DPPH e ABTS. 

Avaliando-se as atividades antioxidantes do extrato preparado por UAE a 

partir de L. camara mostrado na Figura 32b, observa-se os melhores resultados 

apresentados por essa técnica (DPPH: 404,15 µmol ET/g ms; ABTS: 369,56 

µmol ET/g ms; FRAP: 775,12 µmol ET/g ms) em comparação às convencionais, 

com ressalva para o extrato de SOX (382,51 µmol ET/g ms), pois não diferiram 

estatisticamente quanto a habilidade de inibição do radical ABTS. Assim, 

baseado nos resultados mostrados na Figura 32b, os extratos dessa espécie 

podem ser ordenados, de acordo com as atividades antioxidantes, da seguinte 

forma: MAE > UAE > SOX > DEC > INF > MAC. 

Em geral, diversos artigos têm relatado as vantagens da UAE em 

comparação às técnicas convencionais, que contribuem para a recuperação de 

compostos antioxidantes de matrizes vegetais [23, 36, 82, 156]. Brahmi et al. 

[188] relataram as maiores atividades antioxidantes (FRAP e ABTS) 

apresentadas pelo extrato das flores da espécie Opuntia ficus-indica obtido por 

UAE em comparação ao extrato de Soxhlet. O extrato de Limonium sinuatum 
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obtido por UAE apresentou maior atividade antioxidante (478,98 µmol ET/g ms) 

em comparação aos extratos de maceração (442,31 µmol ET/g ms) e Soxhlet 

(221,96 µmol ET/g ms) [23]. Iftikhar et al. [156] relataram que o extrato de UAE 

obtido de farelo de centeio resultou em maior atividade antioxidante em 

comparação ao de maceração. 

Considerando os resultados apresentados, vale ressaltar que este é o 

primeiro relato de um estudo envolvendo a otimização de extração por meio das 

técnicas UAE e MAE para obtenção de compostos fenólicos a partir das duas 

espécies estudadas utilizando planejamento de experimento com o auxílio de 

metodologia de superfície de resposta. Adicionalmente, foram utilizados 

solventes seguros ao meio ambiente (água e etanol) para a obtenção de extratos 

ricos em compostos fenólicos por meio de técnicas que fazem uso de menor 

tempo e/ou temperatura em comparação a diferentes técnicas convencionais. 

 

5.5.1 Avaliação da correlação de Pearson (r) 

 

Como foi observado nas Figuras 31 e 32, os resultados fitoquímicos (TPC 

e TFC) e antioxidantes (DPPH, ABTS e FRAP) apresentados pelos extratos de 

cada espécie mostraram um certo grau de correlação. Assim, neste estudo, o 

coeficiente de correlação de Pearson (r) foi empregado para avaliar a relação 

entre as respostas avaliadas. Esse coeficiente pode ser usado para avaliar a 

dependência linear entre duas variáveis. O r indica a força dessa correlação 

entre duas variáveis no intervalo entre -1 e 1; quanto mais próximo de 1, mais 

forte será a correlação; um valor negativo indica uma correlação inversa, um 

valor positivo indica uma correlação direta [28]. A correlação entre as respostas 

pode ser muito alta (r > 0,9), alta (0,9 > r > 0,7), moderada (0,7 > r > 0,5) ou baixa 

(r < 0,5) [27]. 

Na Tabela 24 estão mostrados os valores dos coeficientes de correlação 

de Pearson entre as respostas TPC, TFC, DPPH, ABTS e FRAP observadas 

para cada espécie separadamente. A significância dos dados foi expressa em 

quatro níveis: p < 0,05; p < 0,01; p < 0,005; e p < 0,001; todos sendo 

considerados significativos. 
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Tabela 24: Coeficiente de correlação de Pearson (r) entre TPC, TPF, DPPH, 

ABTS e FRAP dos extratos de L. alba e L. camara separadamente. 

Espécies Testes TPC TFC DPPH ABTS FRAP 

L. alba TPC 1     

 TFC 0,9525c 1    

 DPPH 0,9395b 0,9847d 1   

 ABTS 0,9865d 0,9772c 0,9815c 1  

 FRAP 0,9698c 0,9656c 0,9864d 0,9948d 1 

L. camara TPC 1     

 TFC 0,9268ª 1    

 DPPH 0,9814c 0,9464c 1   

 ABTS 0,9730c 0,8874ª 0,9807c 1  

 FRAP 0,9878d 0,9641c 0,9860d 0,9656c 1 

a Estatisticamente significante (p-valor < 0,05). 
b Estatisticamente significante (p-valor < 0,01). 
c Estatisticamente significante (p-valor < 0,005). 
d Estatisticamente significante (p-valor < 0,001). 

 

 Através da Tabela 24 pode ser observado que as respostas avaliadas, 

para cada espécie separadamente, apresentam coeficientes de correlação direta 

entre elas, considerados altos (0,7 < r < 0,9) ou muito altos (r > 0,9). Isso significa 

que extratos com maiores valores de TPC provavelmente apresentarão maiores 

valores de TFC e atividades antioxidantes. Isso pode ser observado ao se 

comparar os extratos de MAE e UAE obtidos de L. alba, por exemplo, mostrados 

nas Figuras 31a e 32a. O extrato de MAE, por apresentar o maior valor de TPC, 

apresenta os maiores valores tanto de TFC quanto de atividades antioxidantes 

em relação ao extrato de ultrassom. Isso vale para as correlações entre 
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quaisquer duas respostas indicadas na Tabela 24. Além disso, as correlações 

muito altas (r > 0,9) entre as atividades de inibição de radicais (DPPH e ABTS) 

e o poder antioxidante redutor férrico (FRAP) observadas na Tabela 24, que são 

semelhantes, indicam que os mesmos compostos químicos podem ser 

responsáveis pelas atividades antioxidantes avaliadas pelos diferentes métodos 

para cada espécie, mostrando que os compostos fenólicos, tanto de L. alba 

quanto de L. camara, podem agir como doador de hidrogênio e agente redutor 

de metais [27, 28]. 

 A semelhança dos valores de coeficiente de correlação entre TPC com as 

atividades antioxidantes (DPPH, ABTS, FRAP) e aqueles da correlação entre 

TFC com as atividades antioxidantes (DPPH, ABTS, FRAP), considerados muito 

altos ou altos, sugerem que flavonoides estão entre os compostos fenólicos que 

mais contribuem para as atividades antioxidantes dos extratos de L. alba e de L. 

camara. Trabalhos anteriores que estudaram extratos de L. alba identificaram 

diversos ácidos fenólicos e flavonoides que foram considerados como os 

principais responsáveis pela atividade antioxidante dessa espécie [3, 9, 15]. 

Estudos anteriores também relataram a presença dessas classes de compostos 

nos extratos de L. camara, o que justifica as elevadas atividades antioxidantes 

observadas nos extratos estudados [12, 154].  

A forte correlação entre o TPC e/ou TFC e atividades antioxidantes de 

extratos vegetais foi relatada anteriormente por diferentes autores [28, 202, 203]. 

Lee et al. [202] observaram valores de r de 0,993 e 0,992 para TPC x DPPH e 

TFC x DPPH, respectivamente, dos extratos obtidos a partir das flores de 

Melastoma malabathricum. Irakli et al. [203] também encontraram uma forte 

correlação entre TPC e FRAP (r = 0,974) a partir dos extratos das folhas de Olea 

europaea. As altas correlações entre TPC e DPPH (CI50, r = -0,9926) e entre 

TFC e DPPH (CI50, r = - 0,9293) foram observadas por Zeković et al. [195] nos 

estudos com a espécie Urtica dioica. 

Em tese, os resultados observados mostraram que as espécies L. alba e 

L. camara podem ser utilizadas como fontes de compostos fenólicos 

antioxidantes. 
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5.6 Perfis cromatográficos dos extratos de L. alba e L. camara 

Neste trabalho, análises por cromatografia líquida com um detector de 

arranjo de diodos (LC-DAD) foram realizadas para tentar identificar as classes 

de compostos presentes nos diferentes extratos obtidos a partir das espécies L. 

alba e L. camara. Na Figura 33 está mostrado o perfil cromatográfico do extrato 

obtido por infusão a partir da espécie L. alba. 

Figura 33: Perfil cromatográfico (λ = 240 nm) do extrato das folhas de L. alba 

preparado por infusão. 
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 Com base na resolução dos picos cromatográficos, foram selecionadas 

alguns deles (numeradas de 1 a 24) para sugerir a identificação das suas classes 

químicas de acordo como seus respectivos espectros de ultravioleta (UV). Os 

espectros obtidos estão mostrados na Figura 34. 
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Figura 34: Espectros de absorção no UV (210 a 400 nm) dos compostos 

químicos presentes no extrato das folhas de L. alba preparado por infusão, os 

quais estão numerados no cromatograma da Figura 33. 
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 A partir desses espectros (Figura 34), pode-se sugerir a presença de 

diferentes classes de compostos fenólicos. Os compostos referentes aos picos 

1, 2, 3, 4, 5, 7 e 9 apresentam espectros de UV condizentes com aqueles de 

derivados de iridoides, apresentando comprimentos de onda máximos de 

absorção (λmax) de 237, 234, 232, 234, 238, 235, 238 nm, respectivamente [204-

206]. O espectro do pico 6 é compatível com aquele do ácido vanílico (λmax = 

259, 294 nm). Os picos numerados como 8 (λmax = 329 nm), 11 (λmax = 329 nm), 

12 (λmax = 330 nm), 14 (λmax = 328 nm), 17 (λmax = 330 nm) e 18 (λmax = 328 nm) 

apresentam espectros semelhantes aos de ácidos fenólicos como o ácido 

cafeico e/ou fenilpropanoides glicosilados [207, 208]. Por sua vez, os picos 

numerados como 10 (λmax = 239, 270, 239 nm), 13 (λmax = 267, 335 nm), 15 (λmax 

= 252, 267, 346 nm), 16 (λmax = 248, 351 nm), 19 (λmax = 248, 335 nm), 20 (λmax 

= 252, 267, 343 nm), 21 (λmax = 249, 350 nm), 22 (λmax = 249, 350 nm), 23 (λmax 
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= 249, 351 nm) e 24 (λmax = 250, 271, 323 nm) possuem espectros compatíveis 

com os de flavonoides [207-209]. Esses resultados estão de acordo com aqueles 

relatados na literatura por Timóteo et al. [3], Trevisan et al. [9] e Gomes et al. 

[15], em que foram relatados a presença de diferentes iridoides, ácidos fenólicos, 

fenilpropanoides e flavonoides nos extratos obtidos das folhas de L. alba. 

Todos os extratos preparados neste trabalho foram analisados por LC-

DAD com o objetivo de compará-los devido a grande diversidade química 

apresentada pela espécie L. alba, além do fato de que a técnica de extração 

pode interferir na composição química de preparações vegetais. A Figura 35 

mostra os cromatogramas dos diferentes extratos de L. alba analisados. 

Figura 35: Perfis cromatográficos (λ = 240 nm) dos extratos das folhas de L. alba 

preparados por diferentes métodos de extração: ultrassom (UAE), micro-ondas 

(MAE), maceração (MC), infusão (INF), decocção (DEC) e Soxhlet (SOX). 
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Analisando a Figura 35, apesar da semelhança entre os perfis 

cromatográficos dos diferentes extratos, pode-se observar algumas diferenças. 

Os extratos de decocção e infusão apresentam maior semelhança entre si, 

porém são os que mais se diferem dos demais, especificamente com relação 

aos compostos 2 a 8 (Figura 33) que eluem entre 5 e 10 min de análise. A maioria 

destes compostos possuem espectros de UV característicos de iridoides 

(Figuras 33 e 34). Essa diferença possivelmente está relacionada ao solvente 

utilizado nessas extrações, que neste caso foi água quente. Seus tempos de 

retenção baixos confirmam a alta polaridade dos compostos dessa região, pois 

a análise cromatográfica foi feita no modo reverso, sendo, portanto, mais 

facilmente extraídos nesse solvente em comparação às misturas hidroetanólicas 

utilizadas nas demais extrações. Essa diferença foi previamente relatada por 

Jesus et al. [10] em um estudo comparativo com extratos de infusão aquosa e 

maceração hidroetanólica obtidos de L. alba, utilizando as mesmas condições 

cromatográficas. Os autores observaram que nos extratos de infusão esses 

compostos aparecem em maior quantidade em relação ao de maceração. 

Adicionalmente, pode ser observado que os compostos 1 a 24 (Figura 33) 

estão presentes em todos os extratos obtidos dessa espécie, ressaltando 

apenas pequenas variações quanto a quantidade, principalmente daqueles que 

eluem entre 5 e 10 min (compostos 2 a 8). 

O perfil cromatográfico do extrato obtido por infusão a partir da espécie L. 

camara está mostrado na Figura 36 (gráficos a e b). 
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Figura 36: Perfis cromatográficos (λ = 254 nm) do extrato das folhas de L. 

camara preparado por infusão: a) cromatograma completo e b) expansão do 

cromatograma na região de absorbância entre 0 e 500 mAU. 
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No cromatograma da Figura 36b estão numerados os compostos de 1 a 

16 que permitiram a obtenção de seus espectros no UV, com base na resolução 

de seus picos cromatográficos. Os espectros desses compostos são mostrados 

na Figura 37. 

Figura 37: Espectros de absorção no UV (210 a 400 nm) dos compostos 

químicos presentes no extrato das folhas de L. camara preparado por infusão, 

os quais estão numerados no cromatograma da Figura 36b. 
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Como pode ser observado na Figura 37, os espectros no UV dos picos 1 

(λmax = 242 nm), 2 (λmax = 236 nm) e 3 (λmax = 240 nm) são compatíveis com 

aqueles de iridoides [204-206]. Os espectros do grupo de picos 4 (λmax = 330 

nm), 5 (λmax = 330 nm), 6 (λmax = 331 nm), 7 (λmax = 331 nm) e 9 (λmax = 328 nm) 

e do grupo de picos 8 (λmax = 254, 345 nm), 10 (λmax = 256, 274, 337 nm), 11 

(λmax = 273, 333 nm), 12 (λmax = 254, 274, 340 nm), 13 (λmax = 255, 276, 337 nm), 

14 (λmax = 284, 333 nm), 15 (λmax = 237, 267, 334 nm) e 16 (λmax = 237, 277, 333 

nm) apresentam espectros no UV condizentes com os de ácidos fenólicos e 

flavonoides, respectivamente [207-209]. Esses resultados estão de acordo com 

aqueles relatados na literatura por Sousa et al. [12] e Darwish et al. [154], que 

mostraram a presença dessas classes de compostos nos extratos obtidos de L. 

camara. 
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Na Figura 38 estão mostrados os cromatogramas (LC-DAD) dos 

diferentes extratos obtidos a partir de L. camara. 

Figura 38: Perfis cromatográficos (λ = 254 nm) dos extratos das folhas de L. 

camara preparados por diferentes métodos de extração: ultrassom (UAE), micro-

ondas (MAE), maceração (MC), infusão (INF), decocção (DEC) e Soxhlet (SOX). 
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A semelhança dos perfis cromatográficos entre os extratos de L. camara 

(Figura 38) mostra que os mesmos compostos químicos estão presentes nos 

diferentes extratos, sendo observado algumas diferenças quantitativas entre 

eles. Apenas visualmente, as pequenas diferenças observadas entre os 

cromatogramas dificultam a avaliação, de maneira clara, do efeito do método de 

extração na composição química dos extratos dessa espécie. Assim, análises 

quimiométricas serão necessárias para realizar, de maneira racional, a 

discriminação entre os extratos. 
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Em geral, com base nas análises por LC-DAD dos extratos de L. alba e L. 

camara realizadas neste trabalho, foi possível avaliar quais as classes de 

compostos químicos estão presentes nas preparações dessas espécies. 

Entretanto, análises adicionais por espectrometria de massas serão realizadas 

para se conhecer a identidade dos compostos químicos que são responsáveis 

pelas atividades antioxidantes dessas espécies. Adicionalmente, como já 

mencionado, os dados cromatográficos obtidos para cada espécie 

separadamente, serão submetidos a análises quimiométricas, o que permitirá 

avaliar o quão similares são os extratos entre si. 
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5.7 Atividades citotóxicas dos extratos de L. alba e L. camara 

As análises de citotoxicidade in vitro, realizadas neste trabalho, fazem parte 

de um screening inicial para verificar o potencial anticâncer dos diferentes 

extratos das espécies L. alba e L. camara frente a linhagens de células tumorais. 

A Tabela 25 apresenta os resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade das 

amostras testados em concentração única (50 µg/mL). 

Tabela 25: Porcentagem de inibição da proliferação celular apresentada pelos 

extratos de L. alba e L. camara preparados por UAE, MAE, maceração (MC), 

infusão (INF), decocção (DEC) e Soxhlet (SOX) frente a linhagens de células 

tumorais (HCT116 e HepG2) e normal (MRC-5). 

 

Extratos 

% Inibiçãoa 

Espécies HCT116 HepG2 MRC-5 

L. alba UAE 13,83 ± 1,20 18,93 ± 3,31 17,47 ± 1,14 

 MAE 9,47 ± 0,80 32,96 ± 7,12 14,64 ± 1,65 

 MC 18,44 ± 1,74 23,56 ± 6,58 18,61 ± 3,49 

 INF 7,15 ± 0,28 29,82 ± 3,86 12,67 ± 0,98 

 DEC 13,10 ± 1,28 18,65 ± 1,99 17,52 ± 2,92 

 SOX 35,55 ± 1,71 37,86 ± 4,46 20,50 ± 4,63 

L. camara UAE 5,71 ± 0,53 42,33 ± 3,95 12,79 ± 0,20 

 MAE 21,65 ± 1,26 42,66 ± 4,24 12,16 ± 1,09 

 MC 16,19 ± 1,29 27,49 ± 2,89 29,32 ± 1,29 

 INF 22,15 ± 1,49 10,59 ± 1,06 5,14 ± 0,45 

 DEC 21,81 ± 2,55 9,05 ± 1,50 7,48 ± 0,52 

 SOX 31,08 ± 6,52 36,42 ± 2,97 28,05 ± 0,95 

 DOX 75,23 ± 3,06 81,95 ± 0,53 73,98 ± 1,99 

a Porcentagens de inibição celular. HCT116: células de carcinoma de 

colón humano; HepG2: células de carcinoma hepatocelular humano; 

MRC-5: células humanas normais; DOX: Doxorrubicina (controle 

positivo). 

Os ensaios de citotoxicidade seguem o método do alamar blue após 72 

horas de exposição das células HCT116 (células de carcinoma de colón 

humano), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano) e MRC-5 (células humanas 
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normais) aos extratos testados. A Doxorrubicina (DOX) foi usada como controle 

positivo. Uma vez que nenhuma das amostras das duas espécies testadas 

apresentou percentual de inibição acima de 75%, nenhuma foi considerada ativa, 

principalmente quando comparadas aos resultados alcançados pela 

Doxorrubicina, que apresentou efeito inibidor de 75,23 e 81,95 com relação às 

linhagens tumorais HCT116 e HepG2, respectivamente. As amostras testadas 

também apresentaram baixa inibição da proliferação da linhagem de células 

normais (MRC-5), indicando baixa toxicidade aos seres humanos. 

Apesar de não serem considerados ativos, pode-se destacar os 

resultados de inibição apresentados pelos extratos de Soxhlet, obtidos de L. alba 

e L. camara, frente as duas linhagens de células tumorais HCT116 (L. alba: 

35,55% e L. camara: 31,08%) e HepG2 (L. alba: 37,86% e L. camara: 36,42%). 

Além desses, os extratos preparados por UAE (42,33%) e MAE (42,66%) a partir 

de L. camara e aqueles obtidos por MAE (32,96%) e Infusão (29,82 %) a partir 

de L. alba se destacaram frente à linhagem celular HepG2. As diferentes 

atividades apresentadas pelos extratos, considerando cada espécie 

separadamente, podem ser atribuídas ao efeito do método de extração, relatado 

na literatura como uma das variáveis que podem afetar a composição química 

e/ou as atividades biológicas de preparações obtidas de plantas medicinais [10, 

107].   

Apesar de terem apresentado atividades baixas, deve-se mencionar que 

a atividade biológica apresentada por um determinado extrato vegetal pode estar 

relacionada a um grupo de compostos ou, ainda, a uma substância em particular 

existente nesse extrato. Assim, frações ou compostos isolados a partir de uma 

determinada preparação vegetal podem proporcionar atividades farmacológicas 

mais intensas do que aquelas apresentadas pelo extrato bruto [117, 128]. Nesse 

sentido, estudos com frações e/ou compostos isolados dos extratos de L. alba e 

L. camara podem resultar na descoberta de compostos bioativos do ponto de 

vista citotóxico frente a essas células tumorais, visto que essas espécies 

possuem em sua composição compostos fenólicos, como fenilpropanoides 

glicosilados e flavonoides que podem exercer efeitos antitumorais [3, 9, 12, 210, 

211]. 
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Estudos prévios com diferentes flavonoides [211, 212] e fenilpropanoides 

glicosilados [213] mostraram a importante atividade antiproliferativa desses 

compostos frente a células tumorais de cólon. Esses estudos destacaram o 

potencial anticarcinogênico dessas classes de compostos. 
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5.8 Atividades de inibição enzimática dos extratos de L. alba e L. camara 

As análises de inibição enzimática in vitro fazem parte de uma triagem 

inicial para verificar o potencial de inibição dos extratos das folhas de L. alba e 

L. camara frente às enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase 

(BChE). Os resultados dos ensaios de inibição, em que cada extrato foi testado 

na concentração de 200 µg/mL, estão mostrados na Tabela 26. 

Tabela 26: Porcentagem de inibição, frente às enzimas acetilcolinesterase 

(AChE) e butirilcolinesterase (BChE), dos extratos de L. alba e L. camara 

preparados por UAE, MAE, maceração (MC), infusão (INF), decocção (DEC) e 

Soxhlet (SOX). 

 

Extratos 

% Inibição 

Espécies AChE BChE 

L. alba UAE 6,70 ± 1,10 16,80 ± 2,20 

 MAE 8,40 ± 1,40 22,40 ± 0,70 

 MC 5,00 ± 2,70 25,60 ± 1,80 

 INF 3,90 ± 0,60 19,80 ± 1,60 

 DEC 6,20 ± 1,80 1,40 ± 3,80 

 SOX 5,80 ± 3,60 18,60 ± 1,80 

L. camara UAE 18,20 ± 1,10 24,20 ± 1,70 

 MAE 11,70 ± 0,10 19,00 ± 0,80 

 MC 9,50 ± 0,60 19,10 ± 2,00 

 INF 6,70 ± 0,10 18,20 ± 1,50 

 DEC 13,30 ± 1,80 14,40 ± 1,40 

 SOX 15,30 ± 1,30 22,00 ± 0,80 

 Galantaminaa 93,90 ± 0,10 90,10 ± 0,20 

a Inibidor padrão das enzimas AChE e BChE. 

Como pode ser observado na Tabela 26, todos os extratos estudados 

apresentaram baixo efeito inibidor das duas enzimas testadas, quando 

comparados à galantamina (AChE: 93,90% e BChE: 90,10%). Assim, segundo 

classificação proposta por Vinutha et al. [214], com relação a atividade inibitória 

da AChE in vitro, os extratos, tanto de L. alba quanto de L. camara, foram 



176 
 
 

 

 

 

considerados fracamente inibidores dessas enzimas por apresentarem inibição 

abaixo de 30%. Vale ressaltar que essa classificação foi estendida a atividade 

dos extratos frente à BChE, pois os autores não testaram essa enzima. 

No estudo realizado por Jesus et al. [10], foram relatadas atividades 

moderadas de inibição da AChE apresentadas por dois extratos hidroetanólicos 

(50:50) de diferentes acessos de L. alba. Entretanto, os demais extratos 

avaliados (tanto hidroetanólicos quanto de infusão) apresentaram baixa 

atividade inibitória frente a essa enzima.  Por outro lado, Morais et al. [71] 

verificaram, através de ensaios de inibição enzimática em CCD, a atividade de 

inibição da AChE do extrato hidroetanólico (95:5) das partes aéreas de L. alba, 

semelhante ao controle positivo utilizado (Carbaxol). Esses estudos justificam o 

interesse em se continuar avaliando os extratos obtidos dessa espécie frente a 

essa enzima. 

Na maioria das vezes, a atividade biológica apresentada por um extrato 

vegetal é fruto da combinação do efeito de mais de uma substância química 

presente nele, o qual é chamado de efeito sinérgico ou aditivo entre os 

constituintes químicos presentes [215, 216]. Entretanto, pode-se observar, 

também, o efeito oposto (efeito antagônico). Assim, a atividade apresentada por 

determinado extrato pode ser menor do que a atividade de uma fração ou de um 

único constituinte químico obtidos dessa preparação, ou seja, a fração ou o 

composto puro podem apresentar maiores atividades biológicas, quando 

testados separadamente [104, 117, 128]. Além disso, é possível determinar 

exatamente qual(is) composto(s) é(são) responsável(is) por determinada 

atividade referente a uma fração e/ou extrato e para isso será necessário isolá-

los e testá-los separadamente. 

Dessa forma, apesar da baixa atividade de inibição enzimática 

apresentada pelos diferentes extratos de L. alba e L. camara, estudos adicionais 

com frações e/ou compostos químicos isolados desses extratos podem resultar 

em atividades melhores do que aquelas obtidas por seus respectivos extratos 

brutos, visto que essas espécies possuem diversos fenilpropanoides glicosilados 

e flavonoides que podem apresentar atividade anticolinesterásica, como 

previamente relatado na literatura para essas classes de compostos [4, 5, 67]. 
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Portanto, vale ressaltar a importância da realização de estudos adicionais 

de fracionamento e/ou isolamento de compostos a partir dos extratos destas 

espécies para que se possa avaliar os seus potenciais anticolinesterásicos de 

forma mais aprofundada. 

. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho foi otimizado de forma simultânea o rendimento de 

extração e o conteúdo de fenólicos totais das folhas de L. alba e L. camara, 

separadamente, por UAE, avaliando-se os efeitos da concentração de etanol, do 

tempo de extração e da relação solvente para sólido, bem como por MAE, 

avaliando-se o efeito da concentração de etanol, do tempo de extração e da 

potência de micro-ondas, empregando um planejamento Box-Benhken com o 

auxílio de metodologia de superfície de resposta. A concentração de etanol e o 

tempo de extração foram as variáveis que mais influenciaram no rendimento e 

no TPC dos extratos obtidos tanto por UAE quanto por MAE. 

Os extratos obtidos por MAE, nas condições ótimas de extração, a partir 

de cada espécie, apresentaram maiores resultados de rendimento de extração, 

conteúdos de fenólicos totais, conteúdo de flavonoides totais e atividades 

antioxidantes, avaliadas por diferentes métodos, em comparação aos extratos 

obtidos através da UAE e técnicas de extração convencionais (maceração, 

infusão, decocção e Soxhlet). Adicionalmente, os extratos obtidos por UAE 

apresentaram melhores resultados em comparação a diferentes métodos 

convencionais. 

Através dos ensaios de citotoxicidade in vitro foi observado que nenhum 

dos extratos obtidos foi ativo frente às linhagens de células tumorais avaliadas 

(HCT116 e HepG2). Os extratos de Soxhlet de L. alba e L. camara apresentaram 

valores de inibição moderados frente as duas linhagens. No entanto, merecem 

mais destaque os extratos obtidos por UAE e MAE a partir da espécie L. camara, 

os quais apresentaram-se mais ativos em relação a todos os extratos testados 

frente à linhagem celular HepG2. Todos os extratos de L. alba e L. camara 

submetidos a testes de inibição enzimática frente às enzimas acetilcolinesterase 

e butirilcolinesterase apresentaram valores baixos. 

A partir das análises realizadas por LC-DAD foi possível verificar a 

presença de diversos compostos fenólicos como ácidos fenólicos, 

fenilpropanoides e flavonoides, além de iridoides, nos diferentes extratos obtidos 



179 
 
 

 

 

 

de L. alba e L. camara. Essa informação corrobora as elevadas atividades 

antioxidantes apresentadas pelos extratos dessas espécies. 

Com base nos dados obtidos através deste trabalho, pode-se sugerir com 

mais segurança que o uso das técnicas UAE e MAE para a extração de 

compostos fenólicos antioxidantes a partir das folhas das espécies L. alba e L. 

camara são alternativas mais eficientes em relação às técnicas de maceração, 

infusão, decocção e Soxhlet, tradicionalmente utilizadas. Adicionalmente, os 

resultados obtidos sugerem que essas espécies podem ser utilizadas como fonte 

importante de compostos fenólicos antioxidantes para as indústrias alimentícias, 

cosméticas e farmacêuticas, considerando a obtenção de preparações de 

grande potencial biológico e econômico, especialmente quando o processo de 

extração for realizado através da UAE e MAE em condições adequadas. 
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7 PERSPECTIVAS DO TRABALHO 

 

Muito ainda há para ser estudado, principalmente com relação ao 

conhecimento das atividades antitumorais e anticolinesterásicas dessas 

espécies. No entanto, acredita-se que foi dado um passo bastante significativo 

no conhecimento químico delas e de suas potencialidades biológicas, gerando 

informações que podem ser utilizadas como base para futuros estudos, dessas 

e de outras espécies botanicamente relacionadas. 

Os resultados citotóxicos e anticolinesterásicos, sugerem a necessidade 

de realização de ensaios citotóxicos e de inibição enzimática com frações e/ou 

compostos isolados dos extratos dessas espécies L. alba e L. camara a fim de 

se avaliar o real potencial biológico delas com relação a essas atividades. 

Além disso, análises por espectrometria de massas serão realizadas para 

identificar os compostos presentes nos diferentes extratos obtidos a partir das 

espécies L. alba e L. camara, bem como das frações e/ou compostos isolados 

posteriormente dessas preparações.  
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APÊNDICE 

 

Figura 1A: Curva de calibração de: (a) ácido gálico (0-200 mg L-1) para 

determinação do conteúdo de fenólicos totais, (b) catequina (0-300 mg L-1) para 

a determinação do conteúdo de flavonoides totais, (c) Trolox (0-700 µmol L-1) 

para a determinação da atividade antioxidante pelo método de inibição do radical 

DPPH; (d) Trolox (0-2000 µmol L-1) para a determinação do poder antioxidante 

redutor férrico (FRAP); (e) Trolox (0-700 µmol L-1) para a determinação da 

atividade antioxidante pelo método de inibição do radical ABTS.  
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Figura 2A: Gráfico de desejabilidade mostrando as condições de operação por 

UAE que resulta na otimização simultânea do rendimento de extração e do TPC 

a partir das folhas de L. alba. 

 

 

Figura 3A: Gráfico de desejabilidade mostrando as condições de operação por 

MAE que resulta na otimização simultânea do rendimento de extração e do TPC 

a partir das folhas de L. alba. 
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Figura 4A: Gráfico de desejabilidade mostrando as condições de operação por 

UAE que resulta na otimização simultânea do rendimento de extração e do TPC 

a partir das folhas de L. camara. 

 

 

Figura 5A: Gráfico de desejabilidade mostrando as condições de operação por 

MAE que resulta na otimização simultânea do rendimento de extração e do TPC 

a partir das folhas de L. camara. 
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Tabela 1A: Comparação dos resultados de rendimento de extração, TPC, TFC e atividades antioxidantes (DPPH, ABTS e FRAP) 

dos extratos obtidos das folhas de L. alba por UAE, MAE, maceração (MC), infusão (INF), decocção (DEC) e Soxhlet (SOX). As 

letras sobrescritas diferentes indicam que há diferença estatística entre as médias em cada coluna segundo a ANOVA e teste Tukey 

(p < 0,05). 

Método Rendimento (%) 
TPC 

(mg EAG/g ms) 

TFC 

(mg EC/g ms) 

DPPH 

(µmol ET/g ms) 

ABTS 

(µmol ET/g ms) 

FRAP 

(µmol ET/g ms) 

UAE 20,33 ± 0,15b 30,86 ± 0,33a 28,05 ± 0, 49a 94,77 ± 1,67ad 119,72 ± 1,69ad 205,30 ± 2,99a 

MAE 26,94 ± 0,53a 41,13 ± 0,27b 40,12 ± 0,88b 144,16 ± 2,92b 161,68 ± 6,25b 276,81 ± 3,44b 

MC 17,66 ± 0,49c 25,86 ± 0,25c 22,57 ± 0,29c 72,71 ± 3,90c 98,56 ± 2,48c 167,34 ± 1,25c 

INF 18,02 ± 0,17c 26,33 ± 0,08c 23,83 ± 0,11c 70,26 ± 0,29c 96,71 ± 4,95c 161,30 ± 0,83d 

DEC 22,62 ± 0,26b 32,57 ± 0,36d 30,48 ± 0,14d 93,40 ± 1,09d 120,89 ± 1,06d 195,28 ± 1,73e 

SOX 25,85 ± 2,62a 39,53 ± 1,17e 32,71 ± 1,05e 109,84 ± 1,98e 144,11 ± 0,32e 241,16 ± 1,15f 

TPC: conteúdo de fenólicos totais; TFC: conteúdo de flavonoides totais; DPPH: captura do radical 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil; 
ABTS: captura do cátion radicalar 2,2’-azino-bis (ácido 3-etilbenzenotiazolina-6-sulfônco); FRAP: poder antioxidante redutor 
férrico; EAG: equivalente de ácido gálico; EC: equivalente de catequina; ET: equivalente de Trolox. 
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Tabela 2A: Comparação dos resultados de rendimento de extração, TPC, TFC e atividades antioxidantes (DPPH, ABTS e FRAP) 

dos extratos obtidos das folhas de L. camara por UAE, MAE, maceração (MC), infusão (INF), decocção (DEC) e Soxhlet (SOX). As 

letras sobrescritas diferentes indicam que há diferença estatística entre as médias em cada coluna segundo a ANOVA e teste Tukey 

(p < 0,05). 

Método Rendimento (%) 
TPC 

(mg EAG/g ms) 

TFC 

(mg EC/g ms) 

DPPH 

(µmol ET/g ms) 

ABTS 

(µmol ET/g ms) 

FRAP 

(µmol ET/g ms) 

UAE 32,50 ± 0,84b 102,89 ± 3,62b 139,15 ± 1,41b 404,15 ± 1,84b 369,56 ± 5,39b 775,12 ± 7,75b 

MAE 38,61 ± 0,56a 109,83 ± 4,63a 148,77 ± 3,76a 423,51 ± 3,68 a 414,50 ± 4,96a 838,69 ± 4,70a 

MC 26,11 ± 1,08c 84,70 ± 0,16c 112,31 ± 2,90c 316,05 ± 2,76c 273,77 ± 9,97c 596,14 ± 8,15c 

INF 26,56 ± 0,51c 74,92 ± 0,11d 98,76 ± 0,48d 303,32 ± 1,88d 269,91 ± 4,81d 517,26 ± 4,53d 

DEC 32,53 ± 0,65b 95,56 ± 0,48e 127,80 ± 2,73e 372,28 ± 2,86e 337,30 ± 1,84e 679,74 ± 5,83e 

SOX 37,93 ± 3,53a 103,50 ± 0,53ab 122,20 ± 2,21e 389,22 ± 0,65f 382,51 ± 4,74b 734,88 ± 9,11f 

TPC: conteúdo de fenólicos totais; TFC: conteúdo de flavonoides totais; DPPH: captura do radical 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil; 
ABTS: captura do cátion radicalar 2,2’-azino-bis (ácido 3-etilbenzenotiazolina-6-sulfônco); FRAP: poder antioxidante redutor 
férrico; EAG: equivalente de ácido gálico; EC: equivalente de catequina; ET: equivalente de Trolox. 
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