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RESUMO
SOUZA, L. L. Obtenc¢do e caracterizacdo de extratos de folhas de yacon por liquido
pressurizado sob diferentes condicdes de solvente e de temperatura. 2025. Dissertacao
(Mestrado em Biotecnologia e Monitoramento Ambiental) — Universidade Federal de Sao

Carlos, campus Sorocaba, Sorocaba, 2025.

Ao longo da historia, ha registros do uso de plantas com fins medicinais. Com 0s avancos
cientificos, foi possivel identificar alguns efeitos benéficos de plantas relacionados a compostos
bioativos nelas presentes. Os compostos fendlicos se destacam como compostos bioativos com
capacidade antioxidante, anti-inflamatéria e potencial na prevencdo de doencas
cardiovasculares, cancer, doencas neurodegenerativas, diabetes, osteoporose e retardamento do
envelhecimento. Ainda pouco difundida, a yacon (Smallanthus sonchifolius) tem demonstrado
a presenca de diversas classes de fendlicos em suas folhas, 0 que a torna um recurso natural
promissor que pode ser associado a tecnologias emergentes de extragdo para a obtencdo de
extratos ricos em compostos fendlicos com potencial acao antioxidante. O objetivo deste estudo
foi revisar os métodos de extracdo emergentes, as classes de fenolicos presentes nas folhas de
yacon, alem dos métodos de quantificacdo e avaliacdo de capacidade antioxidante. A técnica
de Extracdo com Liquido Pressurizado (PLE) e Extracdo com Agua Subcritica (SWE), que na
literatura vem se mostrando eficientes na recuperacdo de compostos fenolicos, foram
empregadas para obter extratos a partir de folhas secas de yacon. Como solventes, foram
empregados etanol 25% (v/v), etanol 50% (v/v), etanol 75% (v/v), etanol 100% e agua pura,
sob as temperaturas de 60, 90 e 120 °C, com pontos extras para agua em 110, 130 e 150 °C.
Posteriormente, os extratos foram caracterizados quanto ao rendimento global, fendlicos totais
pelo método de Folin Ciocalteu, identificacdo e quantificacdo de compostos fenolicos por
cromatografia liquida de ultra desempenho com detector de matriz de fotodiodos (UPLC-PDA),
capacidade antioxidante pelos métodos de capacidade de absor¢édo do radical oxigénio (ORAC)
e capacidade de reducdo férrica (FRAP), teor de proteinas pelo método de Bradford, atividade
anti-inflamatoria in vitro, atividade antimicrobiana, ensaio de minima concentracdo inibitoria e
anélise de atividade anti-quorum sensing. Além disso, foi realizada uma comparagdo entre
métodos de extracdo emergente e convencional, utilizando a técnica de Soxhlet. Os resultados
mostraram que o aumento da temperatura, combinado com fragcfes alcodlicas de até 50%,
proporcionou maiores rendimentos, além de uma maior recuperacdo de compostos fenolicos e
capacidade antioxidante. Na andlise cromatogréfica, foram identificados como principais

compostos fenolicos o acido cafeico, acido glucéarico, quercetina-O-hexosideo e derivados de



kaempferol. Cinco extratos apresentaram atividade anti-inflamatéria. A atividade
antimicrobiana foi avaliada contra Lactococcus lactis ATCC 19435, por meio da determinacgéo
das concentracGes minimas inibitorias. Adicionalmente, foi verificada a atividade anti-quorum
sensing frente a Chromobacterium violaceum, permitindo a visualizacdo direta do efeito
inibitorio sobre a sintese de violaceina, regulada por esse mecanismo de comunicagéo celular.
Os resultados indicam o potencial promissor da producéo de extratos de folhas de yacon por
meio da tecnologia PLE, favorecendo um processo mais sustentavel e resultando na obtencéo
de compostos bioativos com potencial aplicacdo nas indudstrias alimenticia, farmacéutica e

cosmeética.

Palavras-chave: Smallanthus sonchifolius, extracdo, compostos fenolicos, atividade

antioxidante.



ABSTRACT

SOUZA, L. L. Obtaining and characterizing yacon leaf extracts by pressurized liquid
under different solvent and temperature conditions. 2025. Master’s thesis (Masters in
Biotechnology and Environmental Monitoring) — Federal University of Sdo Carlos campus

Sorocaba, Sorocaba, 2025.

The use of plants for medicinal purposes has been recorded throughout history. With scientific
advances, it has been possible to identify some beneficial effects of plants related to the
bioactive compounds present in them. Phenolic compounds stand out as bioactive compounds
with antioxidant and anti-inflammatory capacity and potential for preventing cardiovascular
diseases, cancer, neurodegenerative diseases, diabetes, osteoporosis and slowing down ageing.
Still little known, yacon (Smallanthus sonchifolius) has demonstrated the presence of various
classes of phenolics in its leaves, which makes it a promising natural resource that can be
associated with emerging extraction technologies to obtain extracts rich in phenolic compounds
with potential antioxidant action. Pressurized Liquid Extraction (PLE) and Subcritical Water
Extraction (SWE), which in the literature have been shown to be efficient in recovering
phenolic compounds, were used to obtain extracts from dried yacon leaves. The solvents used
were ethanol 25% (v/v), ethanol 50% (v/v), ethanol 75% (v/v), ethanol 100% and pure water,
at temperatures of 60, 90 and 120 °C, with extra points for water at 110, 130 and 150 °C.
Subsequently, the extracts were characterized in terms of overall yield, total phenolics using
the Folin Ciocalteu method, identification and quantification of phenolic compounds by ultra-
performance liquid chromatography with photodiode array detector (UPLC-PDA), antioxidant
capacity using the oxygen radical absorbance capacity (ORAC) and ferric reduction capacity
(FRAP) methods, protein content using the Bradford method, in vitro anti-inflammatory
activity, antimicrobial activity, minimum inhibitory concentration assay and analysis of anti-
guorum sensing activity. In addition, a comparison was made between emerging and
conventional extraction methods using the Soxhlet technique. The results showed that
increasing the temperature, combined with alcohol fractions of up to 50%, provided higher
yields, as well as greater recovery of phenolic compounds and antioxidant capacity. In the
chromatographic analysis, the main phenolic compounds identified were caffeic acid, glucaric
acid, quercetin-O-hexoside and kaempferol derivatives. Five extracts showed anti-
inflammatory activity. The antimicrobial activity was evaluated against Lactococcus

lactis ATCC 19435 by determining the minimum inhibitory concentrations. In addition, anti-



quorum sensing activity was assessed using Chromobacterium violaceum, enabling the direct
observation of the inhibitory effect on violacein synthesis, which is regulated by this cell-to-
cell communication mechanism. The results highlight the promising potential of producing
yacon leaf extracts through PLE, promoting a more sustainable process and yielding bioactive

compounds with potential applications in the food, pharmaceutical, and cosmetic industries.

Keywords: Smallanthus sonchifolius, extraction, phenolic compounds, antioxidant activity.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas pelos seres humanos, para fins diversos, € uma pratica que remonta a
antiguidade, inicialmente com fins nutricionais e, posteriormente, com a descoberta de suas
propriedades medicinais, contribuindo assim para o tratamento de doencas e avangos na salde
(Azmir et al., 2013). Atualmente, sabe-se que tais propriedades estdo relacionadas aos
compostos bioativos, dos quais as plantas representam uma rica fonte (Da Silva et al., 2022).

Os compostos bioativos sdo metabolitos secundarios produzidos pelas plantas como
parte de sua defesa contra estresses ambientais e patogenos (Bernhoft, 2010). A obtencao desses
compostos requer a utilizacdo de métodos de extragdo adequados, pois apenas dessa forma ¢
possivel realizar as etapas de separacao, identificagdo e caracterizacao (Azmir ef al., 2013). Nas
ultimas décadas, tecnologias emergentes, como a extragdo com liquido pressurizado, tém sido
desenvolvidas para melhorar aspectos como tempo de processamento, otimizagdo do uso de
solventes, rendimento e qualidade dos extratos (Smith, 2003; Azmir et al., 2013).

Entre as matrizes vegetais com potencial ainda pouco explorado destaca-se a folha de
yacon (Smallanthus sonchifolius), cuja aplicacdo se concentra majoritariamente na forma de
chés, embora a planta seja mais conhecida por sua raiz tuberosa (Ohyama et al., 1990; Hondo,
2000). Diversas metodologias tém sido utilizadas para a extracdo de compostos bioativos das
folhas de yacon, incluindo extragao supercritica com CO: puro ou combinado com cossolventes
(Cruz et al., 2019), infusdo e decocgao com agua fervente, extragdo por Soxhlet com metanol
(Andrade et al., 2014), extragdo com acetona, maceracao com metanol (Oliveira et al., 2013) e
extragdo seguida de remog¢ao de clorofila e acidificagdo com acetato de etila (Simonovska et
al.,2003).

Nesse contexto, destaca-se a relevancia de investigar o potencial das folhas de yacon
por meio de tecnologias mais sustentaveis, como a PLE, especialmente com o uso de solventes
de menor impacto ambiental, como etanol e dgua. Essa abordagem ndo apenas contribui para a
consolidagdo de processos extrativos mais eficientes e ecologicos, como também favorece a
valorizacdo de uma matéria-prima subutilizada, ampliando seu aproveitamento e as

possibilidades de aplicacdo dos extratos nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética.

2. YACON (Smallanthus sonchifolius)

Na regido dos Andes, na América do Sul, uma série de tubérculos sdo produzidos como
constituintes da alimentacgéo tradicional, sendo a yacon, Smallanthus sonchifolius, parte dessas
culturas (Leidi et al., 2018). Com a composi¢do de compostos bioativos ainda pouco explorada,

existe a grande necessidade de entender os mecanismos moleculares por tras dos beneficios de
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tubérculos (Leidi et al., 2018). Entre os anos de 2013 e 2017, a iniciativa LATINCROP foi
conduzida como forma de reunir informacdes quanto a biodiversidade e usos para gréos e raizes
de origem Andina, dentre estes a yacon (Bosque et al., 2016).

Tradicionalmente utilizada como fruta, a yacon apresenta alto teor de agua, cerca de 83
a 90% do peso fresco, frutose e fruto-oligossacarideos (FOS) (Espin; Villacrés; Brito Grandes,
2004; Santana; Cardoso, 2008; Coll Aréoz et al., 2014; Jiménez; Samman, 2014). O elevado
teor de FOS nas raizes é o que a torna um alimento funcional, uma vez que estes séo prebidticos
e, consequentemente, favorecem a microbiota intestinal (Sabater-Molina et al., 2009; Caetano
et al., 2016). Ao longo dos anos 2000, em paises como Japédo e Nova Zelandia, a yacon passou
a ser cultivada para alimentacdo, se tornando cada vez mais popular por seus compostos
bioativos (Douglas et al., 2005; Tokita et al., 2011). Quando comparada a outros tubérculos e
raizes, a yacon demonstra alta concentracdo de compostos fendlicos, aproximadamente 200
mg/100 g de matéria fresca comestivel (Valentova; Ulrichové, 2003).

Apesar da maior popularidade da raiz, as folhas de yacon séo utilizadas para o preparo
de cha e estudos demonstraram que as folhas secas apresentam atividade antimicrobiana,
antioxidante e anti-inflamatéria (Aybar et al., 2001; Lin; Hasegawa; Kodama, 2003; Valentova;
Ulrichova, 2003; Oliveira et al., 2013). As folhas apresentam alta densidade de glandulas e uma
trama de pelos que dificulta 0 acesso de insetos, sendo estes aspectos, importantes metodos de
defesa (Santana; Cardoso, 2008).

Seus compostos bioativos estdo associados a prevencdo e ao tratamento de doencas
crénicas que envolvem estresse oxidativo, principalmente diabetes e obesidade (del Cerro;
Rejavinsky; Padilla, 2004; Valentova et al., 2004; Villacrés et al., 2007; Russo et al., 2015). A
concentracdo de fenolicos e flavonoides, importantes classes de bioativos, pode variar de acordo
com o cultivar e processo de extracdo (Khajehei et al., 2017). Para folhas, Andrade et al. (2014)
obtiveram, em extracOes realizadas por decocgdo em &gua fervente, infusdo em agua fervente e
Soxhlet com metanol, extratos com concentragdo de fenolicos de 42,2, 39,9 e 3,60 mg GAE/g
de matéria-prima seca (drm) para as respectivas metodologias. Simonovska et al. (2003)
realizaram a extracdo a partir de folhas com acetato de etila, decocgdo em agua fervente e
infusdo de ché, obtendo para compostos fendlicos os resultados de 3,20, 17,6 e 35,8 mg GAE/g
drm, respectivamente.

Dentre os fenolicos obtidos em extratos de folhas de yacon, foram relatados &cido
cafeico, acido clorogénico, acido ferulico, kaempferol e quercetina (Simonovska et al., 2003;
Andrade et al., 2014). Além destes compostos, a presenca de lactonas sesquiterpénicas em

extratos de folhas foi relatada, relacionada a acdo anti-inflamatdria, sendo estas enidrina,
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uvedalina, sonchifolina e polimatina B (Inoue et al., 1995; Lin; Hasegawa; Kodama, 2003;
Schorr; Merfort; Da Costa, 2007; Oliveira et al., 2013). Em comparagdo com as raizes, as folhas

apresentam maior teor de compostos fendlicos (Santana; Cardoso, 2008).

3. METODOLOGIAS DE EXTRAQAO

A extracdo de compostos fendlicos depende principalmente da matriz de extracdo e das
propriedades quimicas dos fendlicos, como numero de anéis aromaticos e grupos hidroxila na
estrutura, polaridade e concentracdo (Khoddami; Wilkes; Roberts, 2013). Sendo assim,
selecionar um unico método para extracdo de diferentes matrizes vegetais € um desafio (Kumar;
Goel, 2019). A maior parte dos estudos acerca de compostos bioativos de plantas discute a
selecdo do método de extracdo mais adequado (Smith, 2003; Sasidharan et al., 2011).

Nos ultimos 50 anos, tém sido desenvolvidos métodos de extracdo alternativos e mais
ambientalmente sustentaveis, que possibilitem a diminuicdo de uso de solventes sintéticos e
quimicos organicos, além da reducdo do tempo de processo e melhor rendimento e qualidade
dos extratos (Azmir et al., 2013). Dentre essas técnicas, tem-se ultrassom, campo elétrico
pulsado, extracdo enzimatica, extracdo com fluido supercritico e extracdo com liquido
pressurizado (Vinatoru et al., 1997; Meireles, 2003; Toepfl et al., 2006; Gaur et al., 2007;
Visnjevec et al., 2024). Entretanto, metodologias convencionais como Soxhlet ainda sdo
consideradas uma referéncia de comparacdo para 0s novos desenvolvimentos (Azmir et al.,
2013).

Embora as tecnologias de extracdo sejam diferentes, compartilham do mesmo proposito,
que é atender aos seguintes objetivos: extrair o composto alvo de amostras complexas de
plantas; aumentar a seletividade de métodos analiticos, minimizando a interferéncia de outros
componentes; aumentar a sensibilidade do ensaio elevando a concentragcdo de compostos alvo;
tornar 0s compostos mais suscetiveis a deteccdo e separacdo; e ser um método robusto e de
reprodutibilidade, apesar de varia¢des na matriz de extracdo (Smith, 2003).

Entre as técnicas convencionais de extracdo de compostos bioativos, destacam-se a
extracdo por Soxhlet, a maceracao e a hidrodestilagdo (Azmir et al., 2013). O método de Soxhlet
foi proposto em 1879 por Franz Ritter Von Soxhlet (Soxhlet, 1879), e continua a ser utilizado
até os dias atuais. A maceracao iniciou-se como um processo realizado em casa para producéo
de tobnicos, mas que evoluiu para a extracdo de 6leos essenciais e compostos bioativos (Azmir
et al., 2013). A hidro destilacdo conta com trés possiveis varia¢des: destilagdo com agua,
destilacdo com &gua e vapor, e destilagdo com vapor direto (Vankar, 2004). Alguns dos

obstaculos de métodos convencionais s@o o longo tempo de processo, a necessidade de
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solventes de alta pureza, além da baixa seletividade de extracdo (De Castro; Garcia-Ayuso,
1998).

Quanto as metodologias ndo convencionais, a extracdo assistida por ultrassom (UAE)
consiste principalmente na cavitacdo, que é a producdo, o crescimento e colapso de bolhas na
matriz de extracdo, além de efeitos de vibragcdo, esmagamento e mistura, rompendo a parede
celular e resultando na extracdo de compostos da matriz (Ruiz-Jiménez; Priego-Capote; de
Castro, 2004; Cravotto et al., 2008; Wen et al., 2018). O fenbmeno de cavitacdo acontece a
partir da pressao negativa, que atinge um ponto critico (limiar de cavitacdo), fazendo com que
o liquido se transforme em gas ou vapor em uma area especifica (Wen et al., 2018). As
frequéncias superiores a 20 kHz estdo além da capacidade auditiva humana. A partir desse
ponto, a extragdo com ultrassom é aplicada, com uma faixa de eficiéncia do processo variando
entre 20 e 50 kHz (Mason, 2002; Wen et al., 2018). A vantagem da tecnologia estd em que a
energia proveniente do ultrassom promove lixiviagdo de compostos organicos e inorganicos da
matriz de extracdo (Herrera; De Castro, 2005).

A técnica de campo elétrico pulsado (PEF) consiste em destruir paredes celulares pela
formacdo de poros na membrana (Wang; Chen; Li, 2014). A membrana celular apresenta
compostos dielétricos que, sob a aplicagdo de um campo elétrico, sdo carregados e fluem para
a direcdo oposta do eletrodo, deposicédo que leva a geracdo de um potencial transmembrana de
aproximadamente 10 mV (Zimmermann; Pilwat; Riemann, 1974; Arshad et al., 2020;
Tylewicz, 2020). Cada material apresenta um valor de campo elétrico critico, que é o campo de
maxima magnitude que a célula suporta antes que ocorra a formacéo de poros (Naliyadhara et
al., 2022). Se o campo elétrico externo é inferior ao campo elétrico critico, ndo ocorre formagao
de poros; se for igual ou ligeiramente superior ao critico, ocorre formacéo de poros reversivel,
gue ao cessar permitird que a membrana retome sua estrutura original. Por outro lado, campo
elétrico muito superior ao critico resultara na formacéo de poros irreversivel na membrana, com
ruptura celular (Arshad et al., 2020; Tylewicz, 2020). Com a destruicdo da membrana celular
da matéria-prima de extracdo, ocorre o0 aumento da transferéncia de massa (Azmir et al., 2013).

A extracdo assistida por enzimas (EAE) ocorre pela adicdo de enzimas como celulase,
a-amilase e pectinase ao longo da extragédo, resultando em quebra das paredes celulares e
hidrolise da estrutura de lipopolissacarideos (Rosenthal; Pyle; Niranjan, 1996; Singh et al.,
1999). Esse tipo de técnica pode ser integrada a demais processos como extracdo assistida por

ultrassom, micro-ondas e extracdo com fluido supercritico (Nadar; Rao; Rathod, 2018).
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3.1 EXTRACAO COM LIQUIDO PRESSURIZADO (PLE)

Pesquisas na literatura indicam que a metodologia de extracdo com liquido pressurizado
(PLE), pode ser conhecida tambem pelo termo extracdo acelerada por solvente (ASE), bem
como recebe os termos extracdo com agua subcritica (SWE) e extracdo com agua quente
pressurizada (PHWE) quando utiliza-se agua como solvente (Khataei et al., 2022; Machado et
al., 2024). Como os proprios termos sugerem, a técnica consiste em conduzir a extracdo sob
elevadas condicdes de temperatura e pressao, melhorando o desempenho do processo quando
comparado a técnicas que utilizam temperatura ambiente e pressdo atmosférica (Richter et al.,
1996; Camel, 2001; Vigano et al., 2016b). As temperaturas empregadas no processo podem
alcancar até 200 °C, com pressdes na faixa de 3,5-20 MPa (Mustafa; Turner, 2011). A técnica
¢ uma das metodologias de extracdo nao convencional mais promissoras, cujos extratos
demonstram maior pureza quando comparada a métodos convencionais de extracdo (Azmir et
al., 2013; Alara; Abdurahman; Ukaegbu, 2021).

De modo geral, a unidade de extracdo apresenta uma célula na qual estd contida a
matéria-prima em um leito fixo compactado, fonte de aquecimento e bomba para bombeamento
do solvente a partir de seu reservatério (Machado et al., 2024). Um processo de escala
laboratorial tem funcionamento como descrito por Vigano et al. (2022), no qual solvente é
bombeado e passa por um banho de aquecimento para atingir a temperatura do processo. Em
seguida, entra na célula de extracdo aquecida, passando pelo leito, dissolvendo e dessorvendo
compostos, e saindo da célula numa mistura de solvente e compostos extraidos, que € coletada
apos despressurizacdo com valvula micrométrica. Um diagrama esquematico desse tipo de

tecnologia esta apresentado na Figura 1.

Figura 1 — Sistema empregado para Extragdo com Liquido Pressurizado
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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V1 e V2: valvulas de bloqueio; V3: valvula micrométrica; F: Controle de vazao; P: sensor de
pressdo; T: sensor de temperatura.
Parametros como temperatura, fluxo de solvente, tempo e solvente sdo importantes para

a otimizacgdo do processo (Machado et al., 2024). A energia térmica ajuda a superar interacoes
coesivas (molécula-molécula) e interacdes adesivas entre moléculas diferentes (compostos de
interesse e matriz), reduzindo a energia de ativacdo para que ocorra dessorcdo (Mockel; Welter;
Melzer, 1987). A aplicagédo de temperaturas elevadas, acima do ponto de ebulicdo do solvente,
contribui para diminuigéo de viscosidade e tensao superficial, melhorando a difusdo na amostra,
além de reduzir a interacdo dos compostos de interesse com a matriz, de modo que a
combinacédo desses pontos favorece a transferéncia de massa (Lefebvre; Destandau; Lesellier,
2021).

A variacgdo do fluxo de solvente é uma forma de reduzir o tempo de extracdo, porém,
por se tratar de uma extracao solido-liquido, aumentar o fluxo de modo arrojado pode prejudicar
o rendimento de extracdo, isso porque ha trés mecanismos regulando a extragédo: solubilidade
dos analitos no solvente, difusividade para a superficie e penetracdo do solvente na matriz
(Priego-Capote, 2021). Em matrizes vegetais, a solubilidade e difusividade séo limitantes para
o fluxo de solvente, de modo que o tempo de contato entre solvente e matéria-prima deve ser
considerado (Machado et al., 2024).

Para escolha do solvente, é recomendavel considerar o principio de que “semelhante
dissolve semelhante”, ou seja, solventes polares sao indicados para analitos polares, assim como
solventes apolares para analitos apolares (Mustafa; Turner, 2011). Aspectos como economia,
seguranga e sustentabilidade devem ser considerados, priorizando solventes menos toxicos de
facil remocéo ou recuperacdo (Mustafa; Turner, 2011). Além disso, a escolha do solvente pode
afetar ndo apenas a composicéao do extrato, mas também a bioatividade dos compostos extraidos
(Martins et al., 2015).

De modo geral, a extracdo de compostos de interesse a partir de uma matriz pode ser
dividida em algumas etapas (Mustafa; Turner, 2011). Ao inicio, ocorre dessor¢édo do composto
ligado a matriz que, por difusdo, migra do interior desta até a interface com o fluido, na qual se
dispersa e continua a difundir atraves dos poros até a superficie, parte sobre a qual a extracéo
ocorre por conveccao, sendo por fim recuperado (Camel, 2001; Pawliszyn, 2003; Mustafa;
Turner, 2011). Uma caracteristica critica desse processo € a posi¢do do composto de interesse
em relacdo a matriz (Figura 2), para a qual existem cinco ja propostas: adsorvida a superficie

da matriz (1), dissolvida no solvente em um poro/adsorvida na superficie (2),
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dissolvida/adsorvida a um micro ou nano poro da matriz (3), quimicamente ligada a matriz (4),
dissolvida na solugéo (5) (Pawliszyn, 2003; Waldebéack, 2005).

Figura 2 — Posi¢@o do composto de interesse em relagdo a matriz
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Fonte: (Mustafa; Turner, 2011).

4. COMPOSTOS FENOLICOS

Dentre os compostos presentes em plantas, tem-se metabdlitos primarios e secundarios,
sendo esta segunda classe caracterizada por ndo participar diretamente em processos
fundamentais do metabolismo, mas agregar com mecanismos de defesa para as células (Alara;
Abdurahman; Ukaegbu, 2021). Dentre os metabdlitos secundarios encontram-se 0s compostos
fenolicos, sobre os quais ha um crescente interesse, haja vista a demonstracdo do potencial de
prevencdo contra doencas cardiovasculares, cancer, doencas neurodegenerativas, diabetes,
osteoporose e retardamento do envelhecimento (Yang et al., 1997; Scalbert et al., 2005;
Morales-Gonzalez, 2013). Destaca-se ainda sua forte afinidade em quelar metais, o que
contribui para sua conhecida agdo antioxidante (Mughal et al., 2024).

Compostos fenolicos sao amplamente encontrados em frutas, legumes, vegetais, chas,
vinho e café, sendo responsaveis por propriedades sensoriais, como cor, sabor e aroma, de modo
que a variabilidade em aromas e cores de vinhos é associada & presenca destes compostos.
Mesmo o sabor amargo em frutas € resultado da interacdo de compostos fendlicos com a
glicoproteina salivar (Alara; Abdurahman; Ukaegbu, 2021). Uma ampla variedade de
compostos constitui a classe de fendlicos, dentre os quais pode-se citar flavonoides, acidos
fendlicos, estilbenos, lignanas, taninos, curcuminoides, isoflavonoides, ligninas, cumarinas e
glicosideos fendlicos (Saini et al., 2024).

Estruturalmente, os compostos fendlicos apresentam um ou mais grupos hidroxila
ligados diretamente a um anel aromatico, sendo o fenol, que possui o benzeno como anel

aromatico, a estrutura basica de todo o grupo (Figura 3) (Vermerris; Nicholson, 2007). Os
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compostos fendlicos podem ser divididos em dois grupos: fendlicos simples e derivados mais
complexos; sendo que os mais complexos possuem maior nimero de anéis aromaticos
agrupados e maior numero de grupos hidroxila (Rice-Evans; Packer, 2003; Balasundram;
Sundram; Samman, 2006; Zheng et al., 2018; Zheng et al., 2019). Dentro do grupo de fendis
simples estdo: 4cido para-hidroxibenzoico, acido salicilico, acido cafeico, &cido galico, acido
vanilico, acido sinapinico, acido cumarico e derivados do &cido cinamico (Filipovic et al., 2015;
Kulbat, 2016).

Figura 3 — Férmula estrutural do fenol

OH

Fonte: (Vermerris; Nicholson, 2007).

Por se tratar de uma classe tdo diversa, formas de classificar esses compostos foram
sugeridas, como pela quantidade de carbonos presentes na molécula, pela divisdo em “grupo
comum” e “grupo menos comum”, ou pelo agrupamento dos fendis em trés categorias:
amplamente distribuidos, presentes em todas as plantas; menos distribuidos, limitados a um
namero de compostos conhecidos; e fendlicos presentes como polimeros (Vermerris;
Nicholson, 2007).

Para folhas de yacon, acido cafeico, quercetina, kaempferol, &cido ferulico e derivado
de &cido clorogénico estdo descritos na literatura (Simonovska et al., 2003; Andrade et al.,
2014). Acido cafeico, acido ferulico e é&cido clorogénico constituem a classe de acidos
fenolicos, enquanto quercetina e kaempferol pertencem a classe de flavonoides (Jeganathan et
al., 2016; Alara; Abdurahman; Ukaegbu, 2021).

4.1 ACIDOS FENOLICOS
Com estrutura simples, os acidos fenolicos, ou &cidos hidroxibenzoicos, contam com
um fenol e grupo carboxilico, como é observado para acido géalico, acido protocatecuico, acido

salicilico e acido vanilico, representados na Figura 4 (Vermerris; Nicholson, 2007).
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Figura 4 — Estruturas quimicas de acidos fenolicos
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Fonte: Adaptado de Vermerris e Nicholson (2007).

Uma segunda divisdao do subgrupo de acidos fenolicos é a de acidos hidroxicindmicos
(HCA) (Clifford, 1999), da qual fazem parte o acido cafeico, 0 &cido p-cumarico e o acido
feralico (Figura 5). A classe dos acidos fendlicos, também estdo associados os aldeidos
hidroxibenzoicos, derivados de acidos fenolicos que apresentam um grupo aldeido ao invés de

grupo carboxilico, como €é o caso da vanilina (Figura 4) (Vermerris; Nicholson, 2007).

Figura 5 — Estrutura de 4cidos hidroxicinamicos

R,=0H: Acido p-cumarico
R,=R,=0H: Acido caféico
R,=0H, R,=0CH,: Acido fertlico

Fonte: Adaptado de Oliveira e Bastos (2011).

Por meio das Figuras 4 e 5 pode-se notar que a diferenca estrutural entre os &cidos
hidroxibenzoicos e os acidos hidroxicinamicos estad em que o primeiro grupo apresenta uma
estrutura ciclica e grupo carboxila, enquanto o segundo possui uma cadeia lateral que se estende
a partir do anel.

Entre os acidos fenodlicos, destaca-se o acido clorogénico, que, juntamente com o acido
feralico e o acido cafeico, compdem os principais &cidos fendlicos presentes nas folhas de
yacon (Andrade et al., 2014; Kumar; Goel, 2019). Dessa forma, € relevante aprofundar o
entendimento sobre esses compostos, a fim de refletir sobre a concentracdo de fenodlicos e a

bioatividade avaliadas nos extratos produzidos por extracdo com liquido pressurizado.
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O &cido cafeico € um dos mais abundantes acidos hidroxicindmicos, representando cerca
de 75 a 100% do total de HCA presentes em frutas, com potente agdo antioxidante reportada
(Gllgin, 2006; D'Archivio et al., 2007; Mughal et al., 2024). Sua estrutura consiste em um
fenilpropanoide (C6-C3), contendo um anel aromatico ligado a um grupo carboxilico (Figura
6) (Magnani et al., 2014; Mughal et al., 2024). Sua atividade antioxidante € superior a do acido
p-cumarico e do &cido ferulico, quanto a inibicdo da oxidacdo de lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e extincao de radicais (Meyer et al., 1998; Kikuzaki et al., 2002).

Figura 6 — Estrutura quimica do acido cafeico
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Fonte: Adaptado de Magnani et al. (2014).

O é&cido ferdlico (Figura 7), outro HCA, esta amplamente presente em vegetais, frutas e
bebidas como café e cerveja (Rechner; Pannala; Rice-Evans, 2001; D'Archivio et al., 2007). O
acido ferulico € um composto de multiplas fungdes que atua ndo apenas com acao antioxidante,
mas também anti-inflamatéria (Li et al., 2021). Possui como propriedade remover o excesso de
espécies reativas de oxigénio (ROS), ou agir diretamente sobre a remocao de radicais livres e

enzimas que produzem radicais livres (Zdunska et al., 2018).

Figura 7 — Estrutura quimica do 4cido feralico
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Fonte: (Mancuso; Santangelo, 2014).

O é&cido clorogénico (Figura 8) € um dos principais acidos fenolicos encontrados em

bebidas como café e chds (Meng et al., 2013; Venditti et al., 2015). Essa denominacdo abrange



28

um grupo de ésteres formados por acidos hidroxicindmicos conjugados ao acido quinico,
incluindo derivados coumaroilquinicos, feruloilquinicos, cafeoilquinicos e dicafeoilquinicos
(Naveed et al., 2018). De acordo com a literatura, o &cido clorogénico apresenta propriedades
anti-inflamatorias e antioxidantes, além de evidéncias que indicam sua acdo moduladora sobre
0 metabolismo de lipidios e da glicose, especialmente em distirbios metabolicos de origem
genética (Zhang et al., 2011).

Figura 8 — Estrutura quimica do acido clorogénico
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Fonte: (Meng et al., 2013)

Um importante ponto quanto a extracdo desses compostos, visando a aplicacdo de
métodos mais sustentaveis, é a sua solubilidade em agua. Mota et al. (2008) avaliaram a
solubilidade em agua de diversos compostos fenolicos, incluindo os fenilpropanoides, acidos
cafeico e ferulico, e observaram que o &cido feralico possui menor solubilidade em relacdo ao
acido cafeico, o0 que esta relacionado ao nimero de grupamentos hidroxila presentes em cada
um: dois no acido cafeico e um no &cido ferulico (Mota et al., 2008). Ambos apresentam baixa
solubilidade quando comparados ao acido galico, um acido hidroxibenzoico com alta
solubilidade em &gua, atribuida ao nimero de grupamentos hidroxila, que aumentam suas
interacGes com a agua (Mota et al., 2008). Entretanto, a solubilidade pode ser melhorada com
maior temperatura (Mota et al., 2008). O &cido clorogénico é sollvel em etanol, metanol, 4gua
e acetonitrila, devido a sua natureza polar, com diversos grupos hidroxila em sua estrutura
(Belay; Gholap, 2009; Pimpley et al., 2020).

4.2 FLAVONOIDES

Os flavonoides (Figura 9) sdo classificados em diferentes grupos com base no carbono
do anel C ao qual o carbono do anel B esta conectado, bem como no grau de insaturacdo e
oxidacdo do anel C (Panche; Diwan; Chandra, 2016). Quando o anel B se liga ao C através do
carbono 3, formam-se as isoflavonas. Quando a ligacdo ocorre pelo carbono 4, tém-se 0s



29

neoflavonoides. J& quando a ligagdo é feita pelo carbono 2, a classe é subdividida, dependendo
das caracteristicas estruturais do anel C, nos seguintes grupos: flavonas, flavondis, flavanonas,

flavandis ou catequinas, antocianinas e chalconas (Panche; Diwan; Chandra, 2016).

Figura 9 — Estrutura base e subdivisdes dos flavonoides
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Fonte: (Panche; Diwan; Chandra, 2016)

Cyanidin

A quercetina e kaempferol pertencem aos flavonois, uma subclasse de flavonoides
caracterizada pela presenca de um grupo cetona (Panche; Diwan; Chandra, 2016), sendo a
quercetina a principal representante dessa subclasse. Este composto tem sido relatado como
potencialmente eficaz na prevencdo da oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
por meio da captura de radicais livres e da quelacdo de ions metélicos (Bentz, 2017). Essa
capacidade pode contribuir para a prevencdo de doengas como cancer, aterosclerose e
inflamacdo cronica (Hollman; Katan, 1997; Murota; Terao, 2003).

Embora haja discordancias quanto aos dados experimentais, € amplamente reconhecida
a baixa solubilidade da quercetina em agua (Abraham; Acree Jr, 2014). Nesse contexto, a
extragcdo com agua subcritica surge como uma alternativa eficaz para flavonoides néo polares,
como a quercetina, devido a seletividade dependente da temperatura (Ko et al., 2011). Ko et al.
(2011) utilizaram a técnica de extracdo com agua subcritica em uma faixa de temperatura de

100 a 190 °C para obter quercetina a partir de casca de cebola, observando que o aumento de
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temperatura favorecia a recuperacdo do composto de interesse, alcangando o melhor resultado
a 165 °C, com degradacdo da quercetina em temperaturas superiores a essa. O kaempferol ja
foi identificado em uma ampla variedade de plantas comestiveis e medicinais, como levantado
por Burgos-Moron et al. (2011), que analisaram cerca de 400 espécies botanicas. Sua atividade
antioxidante foi reportada tanto in vitro quanto in vivo (Sanz et al., 1994; Hibatallah; Carduner;
POELMAN, 1999; Bonina et al., 2002; Aniya et al., 2005; Kampkotter et al., 2007; Verma et
al., 2009), além de sua atividade anti-inflamatoria (Della Loggia et al., 1988; Innocenti et al.,
2005; De Melo et al., 2009; Medeiros et al., 2009), ha também evidéncias de que uma dieta rica
em kaempferol pode reduzir o risco de desenvolvimento de alguns tipos de cancer (Garcia-
Closas et al., 1998; Garcia-Closas et al., 1999; Gates et al., 2007; N6thlings et al., 2007; Cui et
al., 2008). Adicionalmente, o kaempferol demonstra atividade antibacteriana, com énfase no
combate a bactérias resistentes a antibidticos, sugerindo uma possivel aplicacdo conjunta com
medicamentos para tratar infec¢bes desse tipo (Xu; Lee, 2001; Lim; Kim; Seo, 2007; Otsuka et
al., 2008; Burgos-Moron et al., 2011). Assim como a quercetina, o kaempferol é também um
flavonoide com baixa solubilidade em &gua, o que pode limitar sua aplicacdo (Deng et al.,
2019).

5. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Antioxidantes sdo ferramentas importantes no controle da oxidacdo lipidica,
representando uma alternativa eficaz e econémica utilizada por fabricantes de alimentos para
estabilizar os lipidios e prevenir a perda de qualidade dos produtos (Shahidi; Zhong, 2015).
Além disso, oferecem beneficios medicinais, como a reducao do risco de doencas, devido a sua
capacidade de proteger o corpo contra danos oxidativos (Shahidi; Zhong, 2015). Eles atuam no
sequestro de radicais livres, remocdo de oxigénio singlete, inativacdo de perdxidos e outras
espécies reativas de oxigénio, quelacdo de ions metélicos, neutralizacdo de produtos de
oxidacéo secundaria, inibigdo de enzimas pro-oxidativas, entre outras fungdes (Shahidi; Zhong,
2007). O mecanismo de inibicdo de processos oxidativos ocorre de diversas maneiras, e essa
diferenca nas formas de acéo é usada para classificar os antioxidantes em duas classes: primaria
e secundaria (Shahidi; Zhong, 2015). A classe primaria, que inclui tocoferdis e alguns
compostos fendlicos, atua doando hidrogénio ou recebendo radicais livres, gerando radicais
mais estaveis e inibindo a reacdo em cadeia da oxidacdo (Nawar, 1969). Ja os antioxidantes
secundarios atuam na prevencao e diminui¢do da oxidagdo ao suprimir ions metalicos, oxigénio
singlete, enzimas pré-oxidativas e outros oxidantes, aléem da reduzir perdxidos lipidicos e

oxidantes por meio de reacGes redox, sendo conhecidos como sequestradores de oxigénio
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(Shahidi; Zhong, 2010). Quando um composto fendlico doa um elétron, ele se torna um radical
livre chamado semiquinona. Com a doacdo de um segundo elétron, ele transforma-se em uma
quinona, que pode se unir a outros fenois, formando uma semiquinona. A cadeia de geracédo de
radicais livres pode ser interrompida quando dois radicais livres se combinam, formando uma
ligacdo covalente. Na semiquinona, o elétron desemparelhado pode se mover para diferentes
partes da molécula, gerando novas ligacoes e resultando em produtos diméricos. Se essa nova
ligacdo ocorrer entre um dos carbonos do anel, o0 composto fenolico pode ser regenerado, o que
0 torna mais propenso a sofrer uma nova oxidag¢do, em compara¢cdo com o composto original
(Singleton; Orthofer; Lamuela-Ravent6s, 1999). O mecanismo de acgdo antioxidante dos
compostos fenolicos pode ser visualizado na Figura 10.

Figura 10 — Mecanismo de acdo antioxidante dos compostos fenodlicos
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Fonte: (Tadapaneni, 2010)

A capacidade antioxidante em alimentos e sistemas bioldgicos é influenciada por
diversos fatores, como as propriedades de particdo dos antioxidantes entre as fases lipidicas e
aquosas, as condicdes de oxidacdo e o estado fisico do substrato oxidante (Frankel; Meyer,
2000).

6. CARACTERIZACAO DE EXTRATOS NATURAIS

Para a caracterizagé@o de extratos naturais com o objetivo de obter compostos bioativos,
diversas andlises sao comumente realizadas, incluindo a determinacdo de compostos fenolicos
pela metodologia de Folin-Ciocalteu, a avaliacdo da atividade antioxidante utilizando os
ensaios de ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)), DPPH (1,1-difenil-2-
picrilidrazila), capacidade de reducéo férrica (FRAP) ou capacidade de absor¢éo de radicais de
oxigénio (ORAC), e a cromatografia para analise do perfil de compostos fendlicos (Machado
etal., 2015; Vigand et al., 2016a; Pereira et al., 2019; Oliveira et al., 2022; Vigano et al., 2022;
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Carvalho et al., 2024; Mello; Malarski; Bohm, 2024; Ramirez-Brewer; Quintana-Martinez;
Garcia-Zapateiro, 2025).

Para determinacdo de fendlicos totais a metodologia de Folin-Ciocalteu, descrita por
Singleton; Orthofer e Lamuela-Raventds (1999), é amplamente utilizada. Este ensaio baseia-se
na transferéncia de elétrons, envolvendo uma reagdo entre os compostos fendlicos da amostra
avaliada e o reagente Folin-Ciocalteu. Os compostos fendélicos reduzem os ions molibdénio
presentes no reagente, de Mo®" a Mo®*, por doacgdo de um elétron. A adicdo de um agente
redutor, como o carbonato de sodio, resulta na formacdo de um complexo azulado, cuja
intensidade de cor é proporcional a concentracdo de fendlicos da amostra. A quantificacdo é
realizada por espectrofotometria a 765 nm (Singleton; Orthofer; Lamuela-Ravent6s, 1999;
Karadag; Ozcelik; Saner, 2009). O método é de simples aplicacdo, boa reprodutibilidade e
robustez (Shahidi; Zhong, 2015). A capacidade antioxidante pode ser mensurada a partir de
diversos métodos analiticos (Karadag; Ozcelik; Saner, 2009). Alguns desses métodos incluem
a captura de radicais peroxila, (ORAC) (Ou et al., 2013), a capacidade de reducdo de ions
férricos (FRAP) (Benzie; Strain, 1996), a captura de radicais organicos (ABTS e DPPH) (Miller
et al., 1993; Rivero-Pérez; MUNIiz; Gonzélez-Sanjose, 2007), entre outras. No método ORAC,
avalia-se a inibicdo da oxidacao causada pelo radical peroxila, demonstrando a quebra de cadeia
de radicais por transferéncia de atomos de hidrogénio (Ou; Hampsch-Woodill; Prior, 2001). Os
radicais peroxila sdo formados pela decomposicao térmica do reagente APPH e reagem com a
fluoresceina, uma substéncia fluorescente que é oxidada na presenca dos radicais, resultando
na reducdo de sua fluorescéncia. A perda de fluorescéncia é quantificada (Cao; Alessio; Cutler,
1993; Ou et al., 2013). O método ORAC é altamente recomendado por avaliar a acdo
antioxidante sobre radicais livres semelhantes aos produzidos no corpo humano (Lang et al.,
2024). Na metodologia de capacidade de reducéo férrica (FRAP), o agente antioxidante reduz
um complexo férrico-tripiridiltriazina [Fe**-(TPTZ)2]** a [Fe?*-(TPTZ)2]**, gerando uma
coloragéo azulada que € lida em espectrofotdbmetro a 593 nm (Liu et al., 1982; Benzie, 1996).
Quanto maior a absorbancia, maior a capacidade antioxidante (Pulido; Bravo; Saura-Calixto,
2000). Importante ressaltar que esse método avalia apenas a capacidade de reduzir Fe** a Fe?*
sem correlagdo direta com a a¢do bioldgica, sendo interessante combina-lo com outros métodos
de anélise (Lang et al., 2024). O ensaio DPPH consiste na transformacéo do radical DPPH*
para a forma ndo radical DPPH-H, por doacdo de hidrogénio do agente antioxidante. Essa
reacdo é visivel pela alteracdo da coloragdo de roxa para amarela, com reducdo da absorbancia,
que é medida a 517 nm (Lang et al., 2024). Esse método tem limitacBes, sendo mais adequado

para polifenois de pequenas moléculas lipofilicas, ndo sendo eficaz para moléculas com pouca
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ou nenhuma propriedade lipofilica (Lang et al., 2024). A Figura 11 ilustra 0s mecanismos dos

ensaios de atividade antioxidante descritos.

Figura 11 — Mecanismo dos ensaios de capacidade antioxidante de compostos fenodlicos
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7. CONCLUSAO

O uso de plantas com fins medicinais é uma pratica ancestral que acompanha a
humanidade ao longo de sua historia. Com os avangos tecnoldgicos, ficou evidente que os
efeitos benéficos das plantas estdo intimamente relacionados aos compostos bioativos que elas
contém, os quais podem ser extraidos por diferentes tecnicas, desde os metodos convencionais
até inovacdes emergentes. Essas novas abordagens ndo s6 melhoram a qualidade dos extratos,
em termos maior recuperacdo dos compostos de interesse, mas também promovem processos
mais sustentaveis, permitindo o uso de solventes como &gua e etanol.

Os compostos fenolicos, em particular, atraem grande interesse devido as suas diversas
propriedades benéficas, incluindo atividades antioxidantes, anti-inflamatoérias e um potencial

significativo na prevencdo de doencas cardiovasculares, cancer, doengas neurodegenerativas,
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diabetes, osteoporose, além de atuar no retardamento do envelhecimento. Embora j& existam
relatos na literatura sobre a presenca desses compostos nas folhas de yacon, essa matéria-prima
ainda foi pouco explorada, especialmente no que se refere a aplicacdo de tecnologias
emergentes e a implementacdo de processos de extracdo sustentaveis. Assim, a producdo de
extratos a partir dessas metodologias inovadoras e sustentaveis, acompanhada pela
caracterizacdo dos compostos bioativos por meio de técnicas consolidadas na literatura, ndo sé
contribui para a popularizacdo das folhas de yacon e seus constituintes, como também evidencia
gue as tecnologias sustentaveis de extracdo sao capazes de fornecer extratos de alta qualidade,

tanto em termos de compostos presentes quanto em suas ac¢oes bioativas.
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RESUMO

O presente trabalho objetivou avaliar extratos obtidos a partir de folhas de yacon (Smallantus
sonchifolius) utilizando a Extracdo com Liquido Pressurizado (PLE) e Extragdo com Agua
Subcritica, tecnologias emergentes que visam a produ¢do eficiente e sustentdvel de extratos.
Folhas secas e trituradas de yacon foram utilizadas como matéria-prima. As extragdes foram
realizadas variando-se os solventes (agua, etanol 25%, 50%, 75% e 100%) e as temperaturas
(60, 90 e 120 °C), com adicionais para agua em 110, 130 e 150 °C. Os extratos obtidos foram
avaliados quanto ao rendimento global, conteudo de fendlicos totais pelo método de Folin
Ciocalteu, identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos por cromatografia liquida de
ultra desempenho acoplada a um detector de matriz de fotodiodos acoplado a espectrometria de
massa (UPLC-PDA-MS), capacidade antioxidante pelos métodos de capacidade de absor¢ao
do radical oxigénio (ORAC) e capacidade de reducdo férrica (FRAP), teor de proteinas pelo
método de Bradford, atividade anti-inflamatoria in vitro e atividade antimicrobiana. A técnica
PLE foi comparada com o método convencional de extragdo a baixa pressao, Soxhlet, que opera
na temperatura do ponto de ebuli¢ao do solvente, enquanto a PLE permite o uso de temperaturas
superiores ao ponto de ebuli¢do do solvente, mantendo-o no estado liquido por meio da
pressurizagdo. Os resultados demonstraram que o aumento da temperatura e a fracao alcodlica
de até 50% proporcionaram maiores rendimentos, uma maior recuperagao de compostos
fenodlicos e uma maior capacidade antioxidante, com forte correlagao positiva entre fendlicos
totais e capacidade antioxidante. Dentre os principais compostos fenolicos identificados na
analise cromatografica, destacam-se o acido cafeico, o acido glucarico, quercetina-O-hexosideo
e derivados de kaempferol. Cinco extratos apresentaram atividade anti-inflamatoria. Quanto a
atividade antimicrobiana, foi observada inibicdo de Lactococcus lactis ATCC 19435,
evidenciando concentragdes minimas inibitorias. Além disso, foi registrado efeito anti-quorum
sensing sobre Cromobacterium violaceum. Os resultados indicam que as folhas de yacon
possuem propriedades promissoras para aplicacdo em industrias alimenticia, farmacéutica e
cosmética, ¢ que a técnica PLE ¢ uma tecnologia promissora para obtencao de compostos

bioativos de interesse.

Palavras-chave: Extragdo com liquido pressurizado (PLE), Atividade antioxidante, Compostos

bioativos, Sustentabilidade, Smallanthus sonchifolius
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ABSTRACT

This work aimed to evaluate extracts obtained from yacon leaves (Smallantus sonchifolius)
using Pressurized Liquid Extraction (PLE) and Subcritical Water Extraction, emerging
technologies aimed at the efficient and sustainable production of extracts. Dried and crushed
yacon leaves were used as the raw material. Extractions were carried out by varying the solvents
(water, ethanol 25%, 50%, 75% and 100%) and temperatures (60, 90 and 120 °C), with
additional ones for water at 110, 130 and 150 °C. The extracts obtained were evaluated for
overall yield, total phenolic content using the Folin Ciocalteu method, identification and
quantification of phenolic compounds by ultra-performance liquid chromatography coupled
with a photodiode array detector coupled with mass spectrometry (UPLC-PDA-MS),
antioxidant capacity using the oxygen radical absorbance capacity (ORAC) and ferric reducing
capacity (FRAP) methods, protein content using the Bradford method, in vitro anti-
inflammatory activity and antimicrobial activity. The PLE technique was compared with the
conventional low-pressure extraction method, Soxhlet, which operates at the temperature of the
solvent's boiling point, while PLE allows the use of temperatures higher than the solvent's
boiling point, keeping it in a liquid state through pressurization. The results showed that
increasing the temperature and the alcohol fraction up to 50% provided higher yields, a greater
recovery of phenolic compounds and a higher antioxidant capacity, with a strong positive
correlation between total phenolics and antioxidant capacity. Among the main phenolic
compounds identified in the chromatographic analysis were caffeic acid, glucaric acid,
quercetin-O-hexoside and kaempferol derivatives. Five extracts showed anti-inflammatory
activity. In terms of antimicrobial activity, inhibition of Lactococcus lactis ATCC 19435 was
observed, with minimum inhibitory concentrations. In addition, an anti-quorum sensing effect
was recorded on Chromobacterium violaceum. The results indicate that yacon leaves have
promising properties for application in the food, pharmaceutical and cosmetics industries, and

that the PLE technique is a promising technology for obtaining bioactive compounds of interest.

Keywords: Pressurized Liquid Extraction (PLE), Antioxidant activity, Bioactive compounds,

Sustainability, Smallanthus sonchifolius
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1. INTRODUCAO

Smallanthus sonchifolius, popularmente conhecida como yacon, é uma planta nativa dos
Andes, cultivada em diferentes paises tanto como fonte alimentar quanto medicinal. A planta é
rica em oligofrutanos e polifendis, sendo os extratos de suas folhas reconhecidos por produzir
efeitos antidiabéticos (Ohyama et al., 1990; Hondo, 2000; Aybar et al., 2001). Além disso,
pesquisas demonstraram que esses extratos possuem atividades fitoquimicas, como
antimicrobiana, anti-inflamatoria e antioxidante (Inoue et al., 1995; Joung et al., 2010; Oliveira
et al., 2013; Andrade et al., 2014).

As folhas e caules contém compostos fendlicos com forte atividade antioxidante
(Duarte; Wolf; Paula, 2008), demonstrando potencial na prevencdo de doencas cronicas
associadas ao estresse oxidativo, como diabetes do tipo Il e arteriosclerose (Valentova et al.,
2003; Valentova et al., 2004; Valentova; Sersett; Ulrichova, 2005; Terada et al., 2006). Embora
a raiz tuberosa, conhecida como batata yacon ou batata do diabético, seja o foco da producéo e
comercializacéo, as folhas também sdo comercializadas desidratadas e preparadas em forma de
ché, sendo utilizadas como coadjuvantes no tratamento do diabetes, controle da pressao arterial
e reducdo dos niveis de colesterol (Duarte; Wolf; Paula, 2008). Avaliar os extratos produzidos
a partir dessas folhas secas é essencial para compreender a preservacdo dos compostos ativos e
sua bioatividade.

Nas plantas, os compostos fendlicos fazem parte dos metabdlitos secundarios atuando
como protegdo contra doengas causadas por insetos e microrganismos, dentre outras funcgoes
como defesa ao estresse hidrico, nutricional e ambiental. A possivel presenca de atividades
antioxidantes, antimicrobianos e anti-inflamatorias nesses compostos tem sido amplamente
estudada, com vistas a aplicacdo em industrias alimenticia e farmacéutica (Generali¢ Mekinié¢
etal., 2019; Simat et al., 2024). Em um cenario no qual diversos microrganismos podem causar
infeccBes e intoxicacdes, a crescente resisténcia microbiana em patégenos representa um grande
desafio a ser superado (Hara-Kudo; Takatori, 2011; McEwen; Collignon, 2018). A
multirresisténcia microbiana desponta como uma das principais ameacas a saude publica do
século XXI, com estimativas indicando que, em 2019, 4,95 milhdes de pessoas morreram em
decorréncia desse problema (Murray et al., 2022).

Para extracdo de compostos bioativos, existem métodos ndo convencionais que
melhoram a eficiéncia do processo, reduzem o tempo e consumo de solvente, como a extracdo
assistida por ultrassom (UAE), campo elétrico pulsado (PEF), extragdo assistida por enzimas
(EAE), extracdo assistida por micro-ondas (MAE), extracdo com fluido supercritico (SFE) e a

extracdo com liquido pressurizado (PLE) (Visnjevec et al., 2024). A PLE utiliza temperaturas
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variando de 50 a 200 °C, e opera acima do ponto de ebuli¢do do solvente, mantendo-o em estado
liguido em funcéo da alta presséo do sistema (Ramos; Kristenson; Brinkman, 2002; Vi$njevec
et al., 2024). A mesma tecnologia de PLE pode ser empregada para a extracdo com agua
subcritica (SWE), utilizando &gua como solvente (Visnjevec et al., 2024). As altas
temperaturas, possibilitadas pelos métodos, reduzem a viscosidade e a tensdo superficial do
solvente, facilitando a difusdo na amostra e diminuindo a interacdo entre os compostos de
interesse e a matriz (Ramos; Kristenson; Brinkman, 2002). Isso promove uma melhor
transferéncia de massa, menor volume de solvente, menor tempo de processamento e aumento
do rendimento (Lefebvre; Destandau; Lesellier, 2021; Visnjevec et al., 2024).

Assim, este projeto teve como objetivo obter extratos de folhas de yacon utilizando a
técnica de PLE sob diferentes combinacdes de temperatura e solvente, e caracteriza-los quanto

ao seu potencial bioativo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 PREPARO DA AMOSTRA

Embalagens plasticas seladas contendo 30 g de folhas secas de Smallanthus sonchifolius
(yacon), comercializadas para preparo de chas, foram adquiridas por e-commerce. De acordo
com o fabricante, as folhas foram desidratadas a 40 °C por um periodo de 3 a 5 dias, como
forma de preservar os constituintes bioativos da planta.

As folhas foram trituradas em um moinho de facas, homogeneizadas em um unico lote
e fracionadas em embalagens plasticas seladas a vacuo, envoltas em papel aluminio e
armazenadas a —18 °C até o uso.

As folhas frescas apresentavam teor de cinzas de 83,0+2,0% (método 972.15) (AOAC,
1997), e, umidade de 8,0+0,5% (método 931.04) (AOAC, 1997).

2.2 EXTRACAO POR LIQUIDO PRESSURIZADO
A PLE foi conduzida como descrito por Moreno et al. (2025), com adaptagdes. A Figura

1 apresenta um diagrama esquematico do sistema de extrag&o.
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Figura 1. Diagrama esquematico de PLE

V1 e V2: valvulas de bloqueio; V3: valvula micrométrica; F: Controle de vazao; P: sensor de
pressdo; T: sensor de temperatura.
Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

O método de extracdo dindmica foi aplicado em PLE utilizando misturas hidroalcodlicas
e etanol 100% como solventes. A uma coluna de aco inoxidavel de 50 cm3, foram adicionados
4,0 g de matéria-prima, formando um leito fixo. Para reduzir o volume vazio da coluna, duas
camadas de algoddo foram intercaladas com uma camada de pérolas de vidro na parte inferior
da célula de extracdo. A matéria-prima foi entdo adicionada sobre essa camada e coberta por
uma ultima camada superior de algodao. O solvente foi bombeado por uma bomba HPLC
(Jasco, model PU2080), através de um banho termostatico para atingir a temperatura desejada
e, em seguida, permeou a célula de extragdo, que estava envolvida por uma camisa térmica,
contendo as folhas secas dispostas no leito fixo. O solvente foi bombeado em taxa méssica
constante de 3,0 g/min, que resultou em taxas volumétricas apresentadas na Tabela 1.

Os fatores avaliados na extracdo foram o solvente e a temperatura. A selecdo das
condicBes de solvente e temperaturas foi baseada em estudos anteriores que utilizaram a técnica
de PLE para obtencdo de extratos ricos em fendlicos com atividade antioxidante (Aliakbarian
et al., 2012; Oliveira et al., 2022; Vigané et al., 2022). As condi¢des de extracdo estdo
detalhadas na Tabela 1, conduzidas em pressdo constante de 10 + 0,5 MPa por 60 min, tempo
definido com base na cinética de extracdo (item 2.4). Os extratos foram coletados em frascos
de vidro e armazenados a -18 °C, protegidos da luz, para as analises subsequentes. As extracdes

em todas as condicdes foram realizadas em duplicata.
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Tabela 1. Condigdes experimentais da PLE

Vazéo
Solvente Temperatura (°C) volumétrica
(mL/min)
Agua + Etanol
(25%, VIv) 60 90 120 3,2
Agua + Etanol
(50%, Viv) 60 90 120 3,3
Agua + Etanol
(75%. VIv) 60 90 120 3,52
100% Etanol 60 90 120 3,82

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

2.3 EXTRACAO COM AGUA SUBCRITICA

As extracdes com dagua subcritica (SWE) foram conduzidas utilizando o mesmo
equipamento e protocolo descritos no item 2.2. para a PLE. Para cada experimento,
similarmente, 4,0 g de matéria-prima foram adicionados a uma coluna de aco inoxidavel de 50
cm?, formando um leito fixo. Agua destilada foi bombeada por uma bomba HPLC (Jasco, model
PU2080) e aquecida em um banho termostatico até atingir a temperatura desejada. Em seguida,
a 4gua permeou a célula de extragdo, envolvida por uma camisa térmica, contendo as folhas
secas dispostas no leito fixo. A taxa massica constante de 3,0 g/min, equivale a taxa volumétrica
de 3,0 mL/min de &4gua, sendo mantida nas temperaturas de 60, 90, 110, 120, 130 e 150 °C. As
extragcOes ocorreram sob pressdo constante de 10 £ 0,5 MPa por 60 min, duracdo esta
determinada com base na cinética de extracdo descrita no item 2.2. Os extratos foram coletados
em frascos de vidro e armazenados a -18 °C, protegidos da luz, para as analises subsequentes.

Todas as condi¢cbes experimentais foram realizadas em duplicata.

2.4 CINETICA E MODELAGEM PLE

Os experimentos de cinética de PLE foram conduzidos a partir de 4 g de amostra seca e
triturada, utilizando etanol 75% como solvente, sob presséo fixa de 10 MPa, temperatura de 90
°C e vazdo de solvente de 3,52 mL/min, com objetivo de determinar o tempo de extragdo mais
apropriado para o processo. A escolha do solvente e da temperatura para a cinética baseou-se
em condicBes otimizadas para a extracdo de compostos fendlicos em estudos anteriores (Vigano

et al., 2016b; Barrales et al., 2018; Oliveira et al., 2022). Os extratos foram coletados nos
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tempos de 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 75, 90 e 120 min. Os volumes de cada amostra foram
medidos e o teor de compostos fendlicos foi quantificado pelo método de Folin-Ciocalteu, como
descrito no item 2.5.2. As extracfes foram conduzidas em duplicata e as analises de fenolicos
foram realizadas em triplicata. A curva de extracdo foi obtida pela plotagem de concentracdo
de fendlicos em funcéo do tempo de extrag&o.

O modelo de Spline de 3 linhas, conforme demonstrado nas Egs. 1 a 3, foi ajustado aos
dados experimentais utilizando o procedimento PROC NLIN do SAS University Edition
software (Rodrigues et al., 2003). Cada linha ajustada representa um estagio da extracdo,
relacionado a transferéncia de massa: taxa constante de extracdo (CER), diminuicdo da taxa de
extracdo (FER) e periodos controlados por difusdo (DC) (Meireles, 2008).

Y = by + byt para t<CER (Eq. 1)
Y = by —tCERDb, + byt + byt para tCER<t<FER (Eq. 2)

Nas quais, Y representa a variavel de resposta (concentracdo de fendlicos; mg GAE/Q);
b; (i=0,1, 2, 3) sdo os coeficientes lineares das linhas; t € o tempo (min); tCER é o tempo de
CER (min); e tFER é o tempo de FER (min). Apds o ajuste dos pardmetros, a concentracdo de
fendlicos em tCER e tFER foi calculada através da Eq. (3) (YCER e YFER). Posteriormente, a
Eq. (4) foi aplicada para calcular a recuperagéo (R) de fendlicos em 120 min a partir de YCER
e YFER.
Vx

Y120

R(%) =

x 100 (Eq. 4)

Em que y, representa a concentracdo de fendlicos no tempo t, seja tCER ou tFER, e

Y120 @ resposta no tempo de 120 min de extracéo.

2.5 EXTRACAO POR SOXHLET
As extracdes por Soxhlet foram realizadas de acordo com a metodologia da AOAC
(AOAC, 2000), utilizando-se 5 g de amostra e 150 mL de solvente por 6 h. Foram realizadas

extracdes com etanol 100% e &gua. O processo foi conduzido em duplicata.
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2.6 AVALIAQAO DOS EXTRATOS

2.6.1 Rendimento global

Para cada extrato, uma aliquota de 5 mL foi coletada e armazenada em frascos
previamente identificados, secos e pesados. Os frascos contendo as aliquotas foram mantidos
em estufa a 60 °C até atingir massa constante. Em seguida, foram resfriados em dessecador e
pesados novamente, sendo subtraida a massa dos frascos vazios e secos. O valor obtido foi
dividido pelo volume da aliquota e multiplicado pelo volume total de extrato produzido. Com
isso, foi calculado o rendimento de extracdo para as diferentes condi¢des de extracdo. A Eq. 5
apresenta o calculo do rendimento global (X,), na qual m,,; representa a massa total de extrato
seco e F refere-se a massa de matéria-prima seca utilizada na extracao (% m/m) (Vigano et al.,

2022). O procedimento foi realizado em triplicata.

m
X, = Ifj“ X 100 (Eg. 5)

2.6.2 Fenolicos totais

A concentracdo de fendlicos totais (FT) foi determinada pelo método de Folin-Ciocalteu
(Singleton; Orthofer; Lamuela-Raventds, 1999) com adaptacdes. Os extratos foram diluidos em
agua destilada. Em cada poco de uma microplaca de 96 pogos, foram adicionados 20 pL de
amostra, branco ou padrao, acrescidos de 140 pL de agua destilada e 20 pL do reagente Folin-
Ciocalteu (Dinamica, Brasil). A mistura foi incubada a temperatura ambiente por 3 min.
Posteriormente, 20 pL de solucdo saturada de carbonato de sodio (Synth, Brasil) foram
adicionados e a mistura incubada por 120 min a temperatura ambiente. A absorbancia foi
medida a 725 nm usando o leitor de microplacas FLUOstar Omega (BMG LABTECH GmbH,
Alemanha), com analise realizada pelo software Omega Mars 5.50R4. A curva padrdo foi
construida utilizado &cido galico (Sigma-Aldrich, EUA) em concentracGes variando de 0,02 a
0,20 mg/mL. O procedimento foi realizado em triplicata e os resultados expressos em mg de

equivalente de &cido galico por g de matéria-prima seca (mg GAE/g drm).

2.6.2.1 ldentificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos

A identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos foi realizada por cromatografia
liquida de ultra performance acoplada a um detector de arranjo de fotodiodos (UPLC-PDA,
Waters Corp, Acquity H-Class, Milford, Massachusetts, EUA) e espectrometria de massa
(Thermo Fisher Scientific LTQ XL linear ion trap mass spectrometer, San Jose, California,

EUA). Antes da injecao, todos os extratos foram centrifugados, diluidos duas vezes em agua e
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filtrados em filtro de nylon de 0,22 um. As fases moveis consistiram em agua (A) e acetonitrila
(B), ambas acidificadas com acido acético a 0,1% (v/v). O volume de injecdo foi de 5 pL e a
temperatura da coluna foi de 40 °C. O gradiente de eluicédo foi efetuado de acordo com as
seguintes condigdes: 0—1 min, 95,0% A; 1-10 min, 95,0-65,0% A, 10-11 min, 65,0-0,0% A,
11-12 min, 0,0% A; 13-14 min, 0,0-95,0% A e 14,0-17,0 min, 95,0% A. A leitura foi
registrada de 200 a 400 nm com Amax de 254 nm. A analise de espectrometria de massas foi
realizada em modo de ionizacdo positiva e negativa (100-600 Da) com tensédo de cone de 15V
e 30 V, respectivamente, tenséo capilar de 0,8 kV e sonda a 600 °C. Para o processamento dos
dados, foi utilizado o software Empower 3 (Waters Alliance, Milford, MA, EUA). Os resultados
foram comparados e confrontados com dado da literatura para identificacdo dos potenciais
compostos de cada pico. A curva de calibracdo foi obtida com sete concentracdes de padrédo de
acido cafeico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) vs. area dos respetivos picos
cromatogréaficos. As concentragdes de cada composto foram calculadas com base em
equivalente de acido cafeico (y = 6945,8x + 178835; R2=0,9877). Microsoft Office Excel 2016
foi utilizado para os calculos (Microsoft, WA, EUA).

2.6.3 Capacidade antioxidante

2.6.3.1 Capacidade de Reducgéo Férrica (FRAP)

A capacidade de reducdo férrica (FRAP) foi determinada conforme descrito por Benzie
e Strain (1996), com adaptacdes. Os extratos foram diluidos com &gua destilada. O reagente
FRAP, constituido de 20 mL de tampéo acetato de sddio a 0,3 M, 2 mL de uma solucéo de
2,4,6-tris(2-pyridyl)s-triazine (TPTZ; Sigma-Aldrich, EUA) a 10 mM em HCl a 40 mM, e 2
mL de cloreto férrico (Dindmica, Brasil) a 20 mM, foi preparado imediatamente antes do inicio
do ensaio. O reagente foi mantido em banho termostato a 37 °C até o0 momento do uso. Em cada
poco de uma microplaca de 96 pogos, foram adicionados 25 pL de amostra, branco ou padréo,
acrescido de 175 pL de reagente FRAP. A mistura foi incubada a 37 °C por 30 min em leitor
de microplacas FLUOstar Omega. A absorbéancia foi entdo medida a 595 nm e os resultados
analisados utilizando o software Omega Mars 5.50R4. A curva padrao foi elaborada utilizando-
se acido 6-hidroxi-2,5,7,7-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox; Sigma-Aldrich, EUA)
com concentrac@es variando de 0,01 a 0,06 mg/mL. O procedimento foi realizado em triplicata
e os resultados expressos em mg de equivalente de Trolox por g de matéria-prima seca (mg
TE/g drm).
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2.6.3.2 Capacidade de Absorcéo do Radical Oxigénio

A capacidade de absorcao do radical oxigénio (ORAC) foi determinada de acordo com
Ou et al. (2013), com adaptacdes. Tampao de fosfato de potassio a 75 mM foi utilizado como
branco e diluente dos extratos. Em cada poco de uma microplaca de 96 pogos preta foram
adicionados 25 pL de amostra, branco ou padréo e 150 pL de solucéo de fluoresceina (Sigma-
Aldrich, EUA) a 0,000041 mg/mL. Um poco adicional foi preenchido com 200 uL da solucgéo
de fluoresceina, servindo como um dos controles. A placa foi incubada a 37 °C por 15 min no
leitor de microplacas FLUOstar Omega. Apds a incubagdo, 25 pL de solugao de 2,2’-azobis(2-
methylpropionamidine)dihydrochloride (APPH; Sigma-Aldrich Chemical Co, EUA) a 0,041
g/mL foram adicionados em cada pogo. Um segundo poco controle foi preenchido apenas com
200 pL da solucdo de APPH. A diminuicdo da fluorescéncia (excitacdo a 485 nm; emissao a
510 nm) foi monitorada durante 100 min em leitor de microplacas FLUOstar Omega com
anélise pelo software Omega Mars 5.50R4. A curva padréo foi elaborada utilizado Trolox em
concentragles variando de 5 a 25 pg/mL, preparado em tampdo fosfato de potéassio. O
procedimento foi realizado em triplicata, e os resultados foram expressos em mg de equivalente

de Trolox por g de matéria-prima seca (mg TE/g drm).

2.6.4 Teor de proteinas

O teor de proteinas dos extratos foi determinado de acordo com metodologia descrita
por Bradford (1976), com adaptagfes. O corante Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent
Concentrate (BIO-RAD, EUA) foi diluido a 25% (v/v) em &gua destilada e filtrado utilizando
filtro Whatman n° 1. Em tubos de ensaio, foram adicionados 100 puL de amostra, branco ou
padrdo, acrescidos de 5 mL do corante diluido. As amostras foram incubadas a temperatura
ambiente por 5 min. Por fim, a absorbancia foi medida a 595 nm utilizando um
espectrofotometro (KASUAKI, Japdo). A curva padrdo foi elaborada utilizando albumina
sérica bovina (BSA; Sigma-Aldrich, EUA) em concentrag¢des variando de 0,2 a 1,2 mg/mL (y
= 0,7485x + 0,0015; Rz = 0,9928). Os testes foram realizados em duplicata e os resultados

expressos em mg de equivalente de BSA por g de matéria-prima seca (mg BSA/drm).

2.6.5 Atividade anti-inflamatoria in vitro

O método in vitro de desnaturacéo de proteinas foi empregado para avaliar a capacidade
anti-inflamatoria dos extratos, de acordo com a metodologia descrita por Divya et al. (2023),
com adaptacdes. A reacdo foi preparada adicionando-se 1 mL de extrato, 1,4 mL de tampé&o

fosfato salino (pH 6,4) e 0,2 mL de clara de ovo fresca. Como controle foram utilizados os
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respectivos solventes de extracdo, etanol a 25%, 50%, 75% e 100%, e, agua destilada. Para o
controle branco, foi utilizado tampé&o fosfato salino, enquanto diclofenaco de sédio a 100 pg/mL
(Medley, Brasil) foi empregado como controle positivo. As absorbancias foram medidas em
espectrofotdbmetro (KASUAKI, Japdo) a 660 nm. As analises foram feitas em duplicata. A
porcentagem de inibicdo de desnaturacdo da proteina foi calculada pela formula demonstrada
na Eq. 6.

A, — A,

Ac

% inibicao = (Eq. 6)

Na qual A, refere-se a absorbéncia do controle e A, é a absorbéancia do teste com os

extratos.

2.6.6 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi avaliada por meio do método de difusdo em &gar
(Devillers; Steiman; Seigle-Murandi, 1989). Lactococcus lactis ATCC 19435 foi inicialmente
ativado pela adigéo de 100 pL de cultura estoque em 10 mL de caldo M17 acrescido de 5 g/L
de glicose (GM17), sequida de incubacdo a 30 °C por 24 h. As placas foram preparadas
utilizando-se uma mistura de 20 mL de GM17 contendo 1,5% de agar bacteriolégico e 100 pL
do in6culo. Apos a solidificacdo, furos de 0,5 cm de didmetro foram feitos utilizando-se uma
ponteira estéril. Em cada pogo foram adicionados 50 pL dos extratos. As placas foram
armazenadas sob refrigeracao para difusdo completa dos extratos e, em seguida, incubadas a 30
°C por 24 h. Apo6s o periodo de incubacdo, os halos de inibicdo formados ao redor dos pocos

foram medidos. Os testes foram realizados em duplicata.

2.6.7 Ensaio de concentragdo minima inibitéria (CMI)

Para determinar a concentracdo minima inibitoria (CMI) dos extratos, 200 pL de caldo
GM17 suplementados com diferentes concentragdes dos extratos (25, 12,5, 6,25, 3,13, 1,56,
0,78 e 0,39 mg/mL) foram transferidos para microplacas de poliestireno contendo 96 pocos e
inoculados com, aproximadamente, 5 x 10° UFC/mL (densidade 6tica a 600 nm de 0,1) de L.
lactis, previamente cultivados em caldo GM17 sem a presenca dos extratos de folhas de yacon
por 24 ha 30 °C. Tratamentos controle foram realizados inoculando-se L. lactis em caldo GM17
adicionados dos respectivos solventes de extragdo em substituicdo aos extratos e L. lactis
inoculado apenas em caldo GM17. A concentracdo minima capaz de impedir a turvacdo do

meio apds 20 h de incubacdo a 30 °C foi considerada como valor de CMI.
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2.6.8 Atividade anti-quorum sensing

Chromobacterium. violaceum ATCC 6357 foi cultivado a 30 °C em caldo Luria Bertani
(LB). A atividade anti-quorum sensing dos extratos foi determinada por meio de ensaio de
difusdo em agar conforme Tan; Yin e Chan (2012), com modifica¢des. Aliquotas de 100 pL de
indculo foram misturadas a 20 mL de caldo LB contendo 1,5% de &gar bacteriol6gico em placas
de Petri estéreis. Apos a solidificacdo, pocos de 5 mm foram feitos com o uso de ponteiras
estéreis. Para cada poco, foram adicionados 50 puL de dos extratos concentrados (0,1 g de
solidos/mL), bem como das dilui¢bes de 0,05 g/mL e 0,025 g/mL. As placas foram mantidas
sob refrigeracdo para difusao dos extratos e, entdo, incubadas a 30 °C por 24 h. Caldo LB estéril,
os diferentes solventes utilizados na extracdo e 2(5H)-Furanone 98% (Sigma Aldrich, EUA)
foram usados como controles. A atividade inibitoria do quorum sensing em C. violaceum foi
verificada pela formagéo de um halo turvo, indicado pelo crescimento bacteriano, sem produgéo
de pigmento ao redor do pogo, sobre um fundo roxo na placa. Os testes foram realizados em

duplicata.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente por meio de anélise de variancia (ANOVA).
Diferencas significativas foram determinadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Para avaliar a
correlacéo entre FT e as capacidades antioxidantes mensuradas por FRAP e ORAC, foi aplicado
o teste de correlagédo de Pearson.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CINETICA E MODELAGEM

A cinetica de extracdo foi estudada utilizando etanol 75% (v/v) como solvente, sob
temperatura de 90 °C e vazdo de solvente de 3,52 mL/min. A Figura 2 apresenta a cinética de

PLE, com os dados experimentais ajustados ao modelo Spline de trés retas.
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Figura 2. Curva de concentracdo de fendlicos totais (FT) a partir de extracdo por liquido
pressurizado (PLE) de folhas de yacon utilizando etanol 75% a 90 °C. A figura mostra a
evolucdo da quantidade de fenodlicos totais ao longo do tempo, com os dados experimentais
representados por circulos pretos e o ajuste da curva utilizando o modelo de Spline.

EA: mistura etanol e agua (75%, v/v). drm: matéria-prima seca. GAE: &cido galico
equivalente.
Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A Figura 2 e a Tabela 2 evidenciam que a maior parte dos compostos fenolicos foi
recuperada no primeiro estagio de extracdo (CER), com uma recuperacdo de 70% em 13 min.
Esse resultado esta alinhado com as observacgdes de Meireles (2008), que indicam que entre 70
e 90% do material soltvel pode ser obtido durante o estagio CER. Nesse estagio a transferéncia
de massa ocorre por conveccdo, resultando na recuperacdo dos solutos de facil acessibilidade,
que estdo disponiveis na superficie da matéria-prima ou em células rompidas pelo pré-
processamento (Meireles, 2008). Apds 60 min, a recuperacgdo alcangou 98,28%, marcando o
fim do estagio FER e inicio da etapa controlada por difusdo (DC). Durante o periodo FER, a
recuperacdo foi de aproximadamente 28%, inferior aos 70% observados no CER. Este estagio
é caracterizado por uma diminuicdo na transferéncia de massa, devido a reducdo de area de
transferéncia efetiva. Apds a remocao dos compostos superficiais, 0s remanescentes tornam-se
mais dificeis de acessar pelo solvente devido sua localizacdo na matriz de extracdao. Além disso,
as células rompidas ndo estdo mais distribuidas de forma homogénea, o que implica que a
extracdo ocorre por conveccdo e difusdo, com aumento do mecanismo difusional (Meireles,
2008; Pereira et al., 2019). Com uma recuperacgdo de 98% e a observacao do periodo controlado

por difusdo, foi estabelecido o tempo ideal de extracdo de 60 min.
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A curva ajustada pelo modelo Spline de trés retas demonstrou uma excelente
representatividade dos dados experimentais. A Tabela 2 apresenta os parametros do modelo,
incluindo os tempos tCER, tFER, bem como suas respectivas recuperacfes de compostos

fenélicos.

Tabela 2. Parametros ajustados pelo modelo Spline de trés retas aplicado a curva PLE de

yacon

Parametro Valor

bo 4,14E-1

b1 0,9982

b2 -0,8764

b3 -0,1155
tcer (mMin) 13,65
Y cer 14,03
Recuperacao cer (%) 70,07
trer (MIN) 60,05
YFER 19,69
Recuperacao rer (%) 98,28
R? 0,989
RMSE 0,660

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

3.2 CARACTERIZAQAO DOS EXTRATOS

A Tabela 3 apresenta os resultados de caracterizacdo dos extratos, incluindo o
rendimento global (% teor de sélidos), teor de compostos fendlicos (mg GAE/g drm), teor de
proteinas (mg BSA/g drm), capacidade antioxidante avaliada pelos métodos FRAP (mg TE/g
drm) e ORAC (mg TE/g drm), atividade anti-inflamatoria (% de inibicdo) e atividade

antimicrobiana (halos de inibicdo em cm).



Tabela 3. Rendimento, fendlicos totais, proteinas, capacidade antioxidante, anti-inflamatoria e antimicrobiana dos extratos de yacon.

FT (mg GAE/g

Acido cafeico

Quercetina (mg

Proteina (mg

FRAP (mg TE/g

ORAC (mg TE/g  Anti-Inflamatéria

Antimicrobiana

T(0) Solvente X0 (%, m/m) drm) (mgdrCrSE/g CAE/g drm) BSA/g drm) drm) drm) (%) (halo em cm)

H,0 248+05C  26,68+0,63°°  1,70:0,01°°  0,04+0,03%®8  1752#052°°  74,19+0,93% 104,2+4,92°C - -

EtOH 25% 28505  29,6+1,06©°  180+0,012°  1,17+0,01%®  26,72+0,15°  64,88+2,24¢0 121,71+3,48°C 26,32+2,25% 1,240,122

60 EtOH50%  28,8+0,6C  27,82+0,14°  1640,17®° 0,480,042  27,74+0,33°  64,43+0,680 97,01+4,892C 37,19+1,49% 1,240,05%

EtOH 75%  19,3#0,4°C  13,08#0,05°  0,97+0,06°°  0,58+0,02®  22,17+0,07°®  32,84+1,00%° 71,08+3,83%C - 0,9+0,05¢

EtOH 100%  4,0£0,1° 1,58£0,05%°  0,22+0,06°®  0,21+0,00" 5,20+0,24° 2,72+0,08%° 8,37+0,53* - 1,3+0,05°
H,0 27,3:0,7%8  3501+0,76°C  1,20:0,32°° 0,260,008  2223+0,56°C  107,64%0,85C 137,482 38C - -

EtOH 25%  32,8+#1,3® 3875081  170+0,06°°  0,54+0,04®  39,69+059°C 93,68+3,68C 144,073 47°C 20,91+2,51° 1,140,025
90 EtOH50%  31,7#0,8®  33,02+0,99°C  147+0,08®°  0,31+0,00°8  3828+117°C  7877+4,83%C 12846+7,54%C 41,641,982 -
EtOH 75%  23,7+#0,6®®  2267+0,46°C  152+0,07®®  0,61+0,03%®  22,66+0,11°C  5855+1,92<C  104,53+7,90% - -

EtOH 100%  8,4+0,4° 421+0,14°C  0,24+0,02°°  0,02+0,01°® 7,9740,29° 7,960,15 14,58+0,06C - 1,0+0,05%¢
H,0 33,3+0,5"A  4532+0,35%®  1,67+0,03%8C  0,41+0,04®  2588+0,16"C  140,96+1,53*8 211 18+0,06° - -

EtOH 25%  36,5:12°A  4153+0,05®  2,52+0,01%8C  0,1130,02%®  40,92+0,4%8C  108,52+1,73"8  166,87+11,42%® - 1,040,09%°
120 EtOH50% 38,305  4163+1,67®®  1,64+0,03C  0,15+0,05%°  43,26+0,61°8C  04,86+1,94%A8  17150+10,23®  26,23+1,12% -
EtOH 75%  27,5:0,3°A  40,80£0,74°®  3,22+0,31%C  0,62+0,04°®  2565+0,69°C  100,09+3,09%8  212,45+4,22%® - -

EtOH 100%  10,00,3°A  846x0,12%  0,75+0,018*  0,09+0,00"  6,85+0,43°%C 15 58+0,87°A8 41,13+1,72%8 - 1,040,009
110 33,11+1,8"  4301%0,048¢  131+0,05°  0,23+0,02°®  33,31#0,91°A  121,46+4,01°8C 215 68+7,05%8 - -
130 H,0 34,0:0,3%A  44,34:0,03®  2,90+0,02%8  0,30+0,01°® 31,280,768  142,27+3,26%  368,27+13,72% - -
150 35621,4%A  59,75:0,05A  3,14#0,35"*  101#0,00"®  10,81#0,89°°  151,62+4,74*  407,785,36% - -
H,0 19,95+¢1,53°  22,33+1,66°  2,14+0,06° 0,02+0,00° 22,01+0,14° 65,52+2,44° 88,47+6,78? - -

Soxhlet EtOH 100%  4,62+0,36° 2,8620,19¢ 0,13+0,01° 0,14+0,01° 5,2620,53¢ 5,33+0,82¢ 10,26:0,48° - 1,3+0,05°

Letras minusculas diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica para solvente com base no Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna representam diferenca estatistica para temperatura com base no Teste de Tukey a 5% de significancia. "Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca
estatistica com base no Teste de Tukey a 5% de significancia. Dados expressos em médiatdesvio padrao. EtOH 25, 50 e 75%: proporcao de etanol/agua em volume (v/v). EtOH
100%: etanol puro; H,O: dgua pura; drm: matéria-prima seca; GAE: 4cido galico equivalente; CAE: cido cafeico equivalente; BSA: albumina bovina sérica; TE: Trolox equivalente



3.2.1 Rendimento global

Como mostrado na Tabela 3, o rendimento global (Xo) variou de 4,0 a 38,3%. Dentre as
diferentes condicdes testadas, o uso de etanol 50% a 120 °C proporcionou 0 maior rendimento,
ndo diferindo significativamente (p>0,05) de etanol 25% a 120 °C.

O menor rendimento foi obtido com etanol 100%, sem diferenca significativa (p>0,05)
entre os extratos obtidos por PLE e aqueles produzidos com etanol 100% pelo método
convencional (Soxhlet). Observou-se que etanol 75% reduziu significativamente o rendimento,
e o etanol 100% apresentou uma reducdo adicional significativa quando comparado com o
etanol 75% e os demais solventes. O aumento de rendimento para extratos de PLE obtidos a
partir misturas hidroalcoodlicas e dgua pura, em comparacdo com etanol 100%, foi também
observado para extratos de folhas de Acca sellowiana (O. Berg) Burret (Santos et al., 2021).

Além do efeito do solvente, a analise estatistica evidenciou que o0 aumento da
temperatura teve efeito positivo sobre o rendimento. Com o aumento de temperatura, a
viscosidade e a tensdo superficial do solvente séo reduzidas, facilitando a difusdo na amostra e
diminuindo a interacdo entre 0s compostos de interesse e a matriz, o que promove uma melhor
transferéncia de massa e, consequentemente, aumento de rendimento (Lefebvre; Destandau;
Lesellier, 2021). O efeito positivo da temperatura sobre o rendimento também foi observado
por outros autores que estudaram a extracdo de compostos de folhas pela técnica de liquido
pressurizado, como em Syzygium aromaticum (Frohlich et al., 2023), Maytenus aquifolia
(Mart.) (Alves et al., 2022), Acca sellowiana (O. Berg) Burret (Santos et al., 2021) e Mangifera
indica L. (Fernandez-Ponce et al., 2015). Utilizando a técnica de Soxhlet com etanol 100%, o0s
resultados obtidos foram semelhantes aos de etanol pressurizado. No entanto, com agua pura
foi possivel obter rendimento superior aos etandlicos, estatisticamente iguais as condi¢cdes de
etanol 75% a 60, 90 e 120 °C. Apesar disso, a tecnologia convencional apresenta a desvantagem
do longo tempo requerido para extracdo. Além disso, a PLE tem a vantagem da pressurizacao
do sistema, que mantém o solvente em fase liquida durante a extragcdo, mesmo em temperaturas
superiores ao ponto de ebulicdo do solvente (Alves et al., 2022). Operar nessas temperaturas
contribui para a reducdo da viscosidade e da tensdo superficial, melhorando a difusdo na
amostra, além de diminuir a interagdo dos compostos de interesse com a matriz. A combinagéo
desses pontos favorece a transferéncia de massa (Lefebvre; Destandau; Lesellier, 2021). A faixa
de rendimento obtida para os extratos de PLE, de 4,0 a 38,3%, também evidencia a
oportunidade de elevar o resultado por meio de um processo mais sustentavel, quando
comparado a extratos de folhas de yacon descritos na literatura. Russo et al. (2015) produziram

extratos pelo método de maceracao utilizando diferentes solventes, obtendo rendimentos na
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faixa de 4,5 a 9,8% para metanol, 3,2 a 6,9% para n-hexano, 2,3 a 3,8% para cloroférmio, e,
0,7 a 3,0% para mistura de cloroféormio e metanol (9:1).

3.2.2 Fenolicos totais

Conforme apresentado na Tabela 3, a maior recuperacdo de compostos fendlicos foi
observada na extracdo com agua subcritica (SWE) a 150 °C, com um rendimento de 59,75 mg
GAE/g drm. Por outro lado, a menor recuperacédo, 1,58 mg GAE/ g drm foi obtida com etanol
100% a 60 °C. A andlise dos resultados mostra que a elevacdo de temperatura contribuiu
positivamente para a recuperacao de fendlicos, uma vez que aumentos de 30 °C resultaram em
diferenga significativa entre os extratos de um mesmo solvente. Para extratos obtidos com
etanol 25%, em 60 °C foram recuperados 29,6 mg GAE/g drm, em 90 °C a recuperacao foi de
38,75 mg GAE/g drm, e, em 120 °C obteve-se 41,53 mg GAE/g drm. A literatura indica que a
elevacdo da temperatura contribui com o enfraquecimento das liga¢cdes quimicas de van der
Waals, ligacGes de hidrogénio e atracdo dipolo, facilitando a liberacdo de compostos presos a
matriz por meio da dessorcdo (Richter et al., 1996). O efeito positivo temperatura sobre a
recuperacdo de compostos fendlicos também foi observado por outros autores que aplicaram a
técnica de PLE em folhas, como Mangifera indica L. (Fernandez-Ponce et al., 2015),
Pseuderanthemum palatiferum (Nees) Radlk (Ho et al., 2022) e Stevia rebaudiana (Raspe; da
Silva; da Costa, 2023).

Em relacéo ao solvente utilizado, foi observado que, em cada faixa de temperatura, 0s
extratos de &gua, etanol 25% e 50% apresentaram teores de fendlicos estatisticamente
semelhantes. Por outro lado, os extratos de etanol 75% e 100% apresentam reducdes
significativas na recuperacdo dos compostos. Para extratos obtidos a 120 °C, os rendimentos
foram os seguintes: 45,32 mg GAE/g drm, para 4gua, 41,53 mg GAE/g drm para etanol 25% e
41,63 mg GAE/g drm para etanol 50%. Em contrapartida, os extratos de etanol 75% e 100%
apresentaram recuperaces de 40,80 e 8,46 mg GAE/g drm, respectivamente.

Esse comportamento demonstra uma maior seletividade na recuperacdo de compostos
fendlicos com etanol em comparagdo com &gua e misturas hidroalcoolicas. As misturas
hidroalcoolicas sdo capazes de solubilizar um amplo espectro de compostos bioativos, desde
compostos com cadeias de um Unico carbono até polifendis (Machado et al., 2015). As
diferentes propor¢des de agua e etanol nessas misturas alteram a polaridade, o que impacta a
recuperacdo dos compostos, visto que a solubilizacdo e a extracdo envolvem interagdes
eletrostaticas entre o solvente e o analito (Celaya; Kolb; Kolb, 2016). Além disso, 0 processo

de PLE, que envolve o0 aumento de temperatura e pressurizagdo do sistema, ocasiona mudancas
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fisico-quimicas na agua e no etanol, incluindo a variacdo de polaridade, o que facilita a extracdo
de simultéanea de compostos polares, moderadamente polares e ndo polares (Raspe; da Silva; da
Costa, 2023).

Santos et al. (2021) também observaram uma melhor recuperacdo de fendlicos para agua
e misturas hidroalcodlicas em comparacdo com uso de etanol na extracdo de folhas de Acca
sellowiana (O. Berg) Burret utilizando PLE. Da mesma forma, Fernandez-Ponce et al. (2015)
observaram melhor recuperacdo de fendlicos com misturas hidroalcodlicas e agua em relacao
ao etanol na extracdo de folhas de Mangifera indica L. A sinergia entre os solventes nas
misturas também contribui para a eficiéncia da recuperagdo de compostos, uma vez que um
solvente atua na solubilizacdo do analito e o outro facilita a dessorcao (Fernandez-Ponce et al.,
2015). Em misturas de solventes organicos com agua, a 4gua desempenha um papel importante
na liberacdo de compostos da matriz, devido a sua capacidade de quebrar as ligacdes de
hidrogénio, favorecendo a extracdo (Mustafa; Turner, 2011). Além disso, a 4gua e as misturas
hidroalcoolicas apresentam baixo custo e maior sustentabilidade ambiental, caracteristicas que
as tornam vantajosas para extracdo de compostos fenolicos (Vigano et al., 2022).

Além das misturas, com o melhor resultado de recuperacdo, 59,75 mg GAE/g drm,
obtido com SWE a 150 °C, surge a possibilidade de elevar a recuperagdo com uso exclusivo de
agua como solvente. A recuperacdo de compostos fenolicos obtida a 120, 130 e 150 °C supera
os resultados de estudos com folhas de yacon que empregaram extracao supercritica com COz,
mistura COz e etanol, mistura COz, etanol e 4gua, infusdo com &gua, decoc¢do agua e extracéo
com Soxhlet utilizando metanol (Andrade et al., 2014; Cruz et al., 2019). Aliakbarian et al.
(2012) realizaram extracéo de fenolicos com agua subcritica a 140 °C a partir de bagaco de uva,
alcancando um rendimento de 32,49 mg GAE/drm. De modo geral, os resultados obtidos com
agua em todas as faixas de temperatura corroboram com a possibilidade de utiliza-la como
solvente exclusivo, sem comprometer a boa recuperacdo de compostos fendlicos, tornando o
processo ainda mais sustentavel quando comparado aos métodos convencionais de extracao
(Mustafa; Turner, 2011).

Comparada a PLE, a técnica convencional de Soxhlet com etanol resultou em uma
concentracdo de fendlicos de 4,62 mg GAE/g drm, equivalente ao extrato de etanol 100% a 90
°C que apresentou 8,4 mg GAE/g drm (Tabela 3). Com o uso de 4&gua como solvente, a extracao
convencional possibilitou um rendimento de 19,95 mg GAE/g drm, valor significativamente
igual ao extrato de PLE etanol 75% a 60 °C, que obteve 19,3 mg GAE/g drm. Contudo, a
extracdo por Soxhlet exigiu um periodo seis vezes superior a PLE.
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3.2.2.1 Identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos

A Figura 3 apresenta, como exemplo, o cromatograma do extrato de folhas de yacon
obtido com &gua a 110 °C, a uma taxa de fluxo de 3,0 mL/min e pressao de 10 MPa. Para cada
uma das condicOes de extracdo foram obtidos cromatogramas como o apresentado na figura,

disponiveis para consulta no Anexo 1.
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Figura 3. Cromatograma de compostos fenolicos para extrato de folhas de yacon obtido por
PLE com agua a 110 °C. Os polifenois isolados foram identificados por cromatografia liquida
de ultra desempenho acoplada a detector de arranjo de diodos (UPLC-PDA), associada a

espectrometria de massas (MS).

A Tabela 4 detalha os compostos fenolicos identificados nos extratos de yacon obtidos
por PLE, incluindo o tempo de retencéo, a formula molecular e os principais fragmentos.

Dentre os extratos analisados, foram identificados principalmente compostos derivados
de acido cafeico, acido glucarico, kaempferol, quercetina e acido caftarico. O &cido cafeico, a
quercetina e kaempferol ja haviam sido observados por Andrade et al. (2014), em seu estudo
sobre a identificagdo e quantificacdo de compostos fenolicos em extratos de folhas e flores de
yacon por HPLC-DAD. Por outro lado, o &cido glucarico, previamente identificado por Silva
et al. (2018) em xarope de yacon, ndo havia sido relatado para extratos de folhas.

Entre os nove compostos observados, sete pertencem a classe de acidos fendlicos e dois
a classe de flavonoides.

A quercetina foi detectada em todos os extratos, enquanto o kaempferol foi identificado
nos extratos com agua, exceto a temperatura de 60 °C. Ambos os compostos sdo flavonoides ja
relatados na literatura para folhas de yacon (Simonovska et al., 2003; Andrade et al., 2014).

Similarmente, o acido cafeico, um composto fendlico amplamente conhecido em extratos de
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folhas de yacon (Simonovska et al., 2003; Andrade et al., 2014), esteve presente em todas as
condigdes de PLE estudadas.

O acido cafeico, um acido hidroxicindmico, constitui de 75 a 100% do total de HCAs
presentes em frutas, com intensa atividade antioxidante reportada, sendo mais eficaz na a
inibicdo da oxidacdo de lipoproteina da baixa densidade quando comparado ao acido p-
cumarico e ao acido fertlico (Meyer et al., 1998; Kikuzaki et al., 2002; Gulgin, 2006;
D'Archivio et al., 2007; Mughal et al., 2024). A quercetina, por sua vez, € um flavanoide com
propriedades antioxidantes, prevenindo a oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade por
captura de radicais livres e quelacdo de ions metélicos. Esse comportamento sugere a possivel
prevencdo de doengas como cancer, aterosclerose e inflamacao cronica (Hollman; Katan, 1997;
Murota; Terao, 2003; Bentz, 2017).

A presenca de acido cafeico e quercetina (Tabela 3) permite compreender melhor os
efeitos do solvente e da temperatura sobre a concentracdo desses compostos. Para acido cafeico,
a andlise de variancia evidenciou efeito significativo tanto do solvente quanto da temperatura
(p<0,05). As comparacdes realizadas com teste de Tukey a 5% de significancia mostraram que
somente o extrato com etanol 100% apresentou diferenca significativa, com reducdo da
concentracdo de &cido cafeico. A temperatura 150 °C obteve os melhores resultados, sendo
equivalente a 130 °C. Para quercetina, a analise de variancia também revelou um efeito
significativo (p<0,05). Entre os solventes, etanol 25% e 75% resultaram na maior recuperacéo,
com resultados estatisticamente equivalentes ao etanol 50%. Assim como para acido cafeico, o
etanol 100% apresentou uma reducéo significativa na recuperagédo de quercetina, embora com
resultados semelhantes aos da 4&gua. Em relacdo a temperatura, a Unica diferenca estatistica foi

observada em 150 °C, que proporcionou uma maior recuperacao.



Tabela 4. Compostos fendlicos identificados por cromatografia
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o i - Férmula Referéncias
N Composto RT (min) [M-H] (m/z) molecular Fragmentos
Acidos Fendlicos
1 Caffeic acid and derivatives 0.315 341.18 CoHgO4 218.0, 258.2, 360.2, (Bastos et al., 2007)
(Caffeoyl glucose) 376.2, 324.9, 399.2
2 CaffeoylGlucaric and derivatives/ 2.927 191.22/351.15/371.16 CisH1609/ 251.1, 324.9 (Fernandez-Poyatos et al.,
Dicaffeoylhexaric acid and C16H15010 2019; Kramberger et al.,
derivatives 2020)
3 Caffeoy|G|ucariC acid isomer/ 4778 371.35/533.59 C15H1609/ 2488, 2499, 3249, (Fernéndez-Poyatos et aI.,
dicaffeoymexaric acid and Ci1sH15010 3261, 3273 2019, Kramberger et aI.,
derivatives 2020)
4 Caffeic acid 1.746 135.09 CoHgO4 216.9, 218.0, 245.2, (Chamorro; Cueva-
246.4, 321.3, 399.2 Mestanza; de Pascual-
Teresa, 2021)
5 Caftaric acid and derivatives 11.211 C10H1004 323.7, 326.1, 327.3, (Nuengchamnong;
311.20/325.32/335.18/ Krittasilp; Ingkaninan,
339.35 2011)
6 Dicaffeoylhexaric acid and 4,790 533.25 C1sH18010 324.5, 333.3, (Fernandez-Poyatos et al.,
derivatives 330.9 2019)
7 Glucaric acid and derivatives 0.654 111.03/209.14 CeH100s 246.4, 248.8, 249.9, (Fernandez-Poyatos et al.,
323.7 2019)
Flavonoides
8 Quercetin-O-hexoside and 4,587 463.33 C21H20011 212.1, 254.7, 257.1, (Fernandez-Poyatos et al.,
derivatives 303.1, 351.3, 352.5, 2019)
353.7
9 Kaempferol-O-hydroxylferuloyl 1.350 267.15/271.21 Ca0H15010 282.0, 283.2, 322.5, (Gouveia-Figueira;

and derivatives

324.9

Castilho, 2015)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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3.2.3 Teor de proteinas

O teor de proteinas dos extratos de yacon esta apresentado na Tabela 3, com faixa de
5,20 a 43,26 mg BSA/g drm. Tanto o solvente quanto a temperatura exerceram efeitos
significativos (p<0,05) sobre o teor de proteinas dos extratos. Os extratos de etanol 25% e 50%
mostraram um efeito positivo, com concentracGes estatisticamente semelhantes, enquanto
extratos de etanol 100% apresentaram uma reducdo significativa no teor proteico, quando
comparados as misturas hidroalcoodlicas e a agua. As maiores concentracdes de proteinas foram
obtidas nos extratos de etanol 25% etanol 50% a 120 °C.

Rudke et al. (2024) compararam a PLE com as técnicas de ultrassom assistida (UAE),
micro-ondas (MAE) e agitacdo térmica (HSE) na obtencdo de fracbes proteicas. A PLE
apresentou o melhor desempenho, com uma recuperacao de 50,3% das proteinas, superando a
recuperacdo de 42,36% obtida com HSE. Esse resultado destaca a PLE como uma técnica
superior a HSE, que, apesar de sua simplicidade, baixo custo e eficiéncia, tem limitagdes na
interacdo proteina-solvente devido a desprotonacdo dos grupos amina e carboxila ionizantes
(Phongthai; Lim; Rawdkuen, 2016; Guzman-Lorite; Marina; Garcia, 2022). A eficiéncia da
PLE pode ser atribuida ao aumento da transferéncia de massa proporcionado pela alta pressao
e temperatura (Galvan et al., 2022).

Os métodos tradicionais para a recuperacdo de proteinas em biomassa frequentemente
utilizam solventes organicos, o que representa uma desvantagem ambiental (Ziero et al., 2020).
O uso de &gua subcritica para extracao de fragdes proteicas, aminoacidos e peptideos bioativos
foi demonstrada por outros autores (Sereewatthanawut et al., 2008; Ndlela et al., 2012; Wang;
Chen; Lu, 2014; Ahmed; Chun, 2018). Contudo, como apontado por Ziero et al. (2020), o
avanco desta técnica para recuperacao de proteinas e aminoacidos a partir de biomassa tem sido
mais lento em escala laboratorial, e sua aplicacdo em grande escala e escala industrial ainda é
limitada.

De modo geral, os extratos hidroalcodlicos obtidos por PLE mostraram resultados
promissores para a extracdo de proteinas. Para otimizar esses resultados em futuros estudos,
sugere-se explorar a combinagdo da técnica com solventes mais eficazes para recuperacao de
proteinas ou o delineamento de processos em mdaltiplos estadgios. Além disso, é importante

investigar as propriedades funcionais das proteinas extraidas.

3.2.4 Capacidade antioxidante
A capacidade antioxidante foi avaliada por duas metodologias, FRAP e ORAC. O

ensaio de FRAP mede a capacidade redutora dos compostos antioxidantes presentes nas
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amostras, sendo amplamente utilizado para a avaliagéo de diversos alimentos, bebidas e extratos
vegetais (Huang; Ding; Fan, 2012; Du; Xu, 2014). J& o método ORAC utiliza radicais peroxil
como modelos para reacfes entre antioxidantes, lipidios oxidados e espécies reativas de
oxigénio (ROS), sendo utilizado tanto em alimentos quanto em estudos in vivo (Schaich; Tian;
Xie, 2015). A aplicacdo de ambas as abordagens permite uma visdo mais abrangente dos
compostos antioxidantes presentes em extratos naturais (Vigano et al., 2022).

Nos resultados de capacidade antioxidante, para o0 método FRAP, observou-se que 0s
extratos de agua pura a 60 e 90 °C apresentaram resultados significativamente superiores
(p<0,05) aos extratos alcodlicos. Além disso, um comportamento semelhante ao observado na
extracdo de compostos fendlicos foi notado, onde os extratos de etanol 75% mostraram uma
diminuicdo significativa na recuperacao antioxidante em comparacao com 0s extratos de agua,
etanol 25% e 50%. Também se observou uma reducéo significativa na capacidade antioxidante
para os extratos de etanol 100% em comparagdo com os de etanol 75%. Ademais, para um
mesmo solvente, 0 aumento de temperatura resultou em acréscimo significativo de capacidade
antioxidante. Os extratos de agua subcritica mostraram que 0 extrato obtido a 150 °C teve a
maior capacidade antioxidante, como evidenciado pelo método FRAP, superando tanto os
extratos aquosos quanto os alcoolicos. Por outro lado, os extratos obtidos a 110, 120 e 130 °C
apresentaram resultados estatisticamente iguais entre si.

Russo et al. (2015) produziu extratos de folhas de yacon por maceracdo com solventes
como n-hexano, cloroférmio, metanol e mistura de cloroférmio e metanol, obtendo resultados
de FRAP variando entre 31,55 e 66,80 mg TE/g de extrato seco. Para o0s extratos obtidos com
PLE, os valores de FRAP variaram de 2,72 a 151,62 mg de TE/g drm, o que demonstra a
possibilidade de produzir extratos com alta capacidade de reducdo férrica por meio de um
processo mais rapido e sustentavel.

Para 0 método ORAC, observou-se que, dentro das trés faixas de temperatura, a acéo
do solvente foi significativamente igual para agua pura, etanol 25, 50 e 75%, sendo inferior
apenas para etanol 100%. Além disso, o aumento de temperatura de 60 para 90 °C ndo resultou
em diferencas significativas nos resultados. No entanto, a partir de 120 °C, houve um ganho
significativo de capacidade antioxidante. Para os extratos de 4gua subcritica, os extratos obtidos
a 130 e 150 °C ndo apresentaram diferenca significativa entre si, mas ambos mostraram valores
superiores aos demais extratos, aquosos e alcodlicos. Ja os extratos a 110 e 120 °C ndo diferiram
estatisticamente entre si nem dos extratos hidroalcodlicos obtidos a 120 °C. Outros autores
também observaram a maior capacidade antioxidante para extratos de agua subcritica (Cheung;
Cheung; Ooi, 2003; Othman et al., 2007; Guthrie et al., 2020).
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Os extratos produzidos pela tecnologia convencional de Soxhlet com etanol 100%
apresentaram resultados equivalentes aos obtidos por PLE a 90 °C para FRAP, e, a 60 e 90 °C
para ORAC. Isso demonstra que a pressurizacdo e o aumento de temperatura tornam o processo
mais eficiente, dado a consideravel diferenca de tempo entre as técnicas. Como também
observado por Vigand et al. (2016b), os extratos de casca de maracuja produzidos com PLE
utilizando etanol 100% foram inferiores ou estatisticamente iguais aos obtidos por Soxhlet.

No caso da metodologia convencional com agua, os resultados para FRAP foram
similares aos extratos de etanol 25 e 50% a 60 °C, e para ORAC, foram semelhantes aos extratos
aquosos e hidroalcodlicos a 60 e 90 °C. Embora a técnica de Soxhlet seja amplamente utilizada
desde 1879 (Soxhlet, 1879), e, frequentemente utilizada como referéncia para comparar novas
tecnologias de extracdo emergentes, ela apresenta desvantagens, como o longo tempo de
processo, a necessidade de solventes de alta pureza e a baixa seletividade na extracdo (De
Castro; Garcia-Ayuso, 1998). Por outro lado, a pureza dos extratos obtidos por PLE é uma das
abordadas na literatura vantagens, evitando etapas adicionais de purificacdo, conforme relatado
na literatura (Azmir et al., 2013; Sosa-Ferrera; Mahugo-Santana; Santana-Rodriguez, 2013;
Alara; Abdurahman; Ukaegbu, 2021).

De maneira geral, observa-se que a concentracdo de compostos fendlicos esta
fortemente relacionada a atividade antioxidante determinada tanto por FRAP quanto por
ORAC. O aumento da temperatura favoreceu valores mais elevados de capacidade antioxidante,
enquanto o aumento da fracdo alcoodlica resultou em uma diminui¢do dessa capacidade. A
correlacdo entre o teor de fendlicos e a capacidade antioxidante foi confirmada pelo célculo do
coeficiente de correlacdo de Pearson (valor-r), conforme apresentado na Tabela 5. Para ambas
as metodologias de capacidade antioxidante, obteve-se um valor-r proximo a 1, indicando uma
forte relacdo linear entre o teor de fendlicos e a atividade antioxidante. Além disso, a correlacdo
foi estatisticamente significativa (p < 0,05), sugerindo que a capacidade antioxidante dos
extratos esta diretamente relacionada ao contetido de compostos fendlicos.

Correlacbes semelhantes foram observadas por outros autores. Pereira et al. (2019)
relataram um valor-r de 0,958 para correlagdo entre o teor de fenolicos e FRAP, e de 0,940 para
a correlacgdo entre o teor de fendlicos e ORAC, em extratos de bagaco de uva obtidos por PLE
utilizando etanol e agua. Em um estudo conduzido por Vigano et al. (2016a) utilizando etanol
e agua para extracao de bagaco de maracuja via PLE, o valor-r para correlacdo entre o teor de
fendlicos e FRAP foi de 0,990, enquanto a correlacdo entre o teor de fenolicos e ORAC resultou
em um valor-r de 0,886. Esses resultados reforcam a eficiéncia da PLE na obtencdo de extratos

ricos em compostos fendlicos com atividade antioxidante.
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Tabela S. Matriz da correlagdo de Pearson entre resultados de capacidade antioxidante (FRAP
e ORAC) e teor de fenolicos (FT)
FRAP ORAC

r 0,966 0,896
FT

p 5,625E-09  1,186E-09
Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A presenca de compostos fendlicos, como a quercetina e acido cafeico, com acao
antioxidante amplamente relatada na literatura (Meyer et al., 1998; Kikuzaki et al., 2002; Bentz,
2017), reforca o potencial antioxidante dos extratos obtidos a partir de folhas de yacon.

3.3 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA in vitro

A atividade anti-inflamatoria foi avaliada pelo efeito inibitorio dos extratos sobre a
desnaturacdo de albumina de ovo. Cinco condic¢des de extracdo demonstraram atividade anti-
inflamatoria (Tabela 3), sendo etanol 25% e 50% a 60 °C e 90 °C, e, etanol 50% a 120 °C, sem
diferenga significativa (p>0,05) em relagdo ao anti-inflamatorio de referéncia, diclofenaco de
sodio 100 pg/mL, que apresentou 35,64% de inibicdo da desnaturacdo da proteina.

A condicédo de etanol 50% a 90 °C resultou em 41,64% de inibicdo, com diferenca
significativa (p<0,05) em relagdo & menor inibi¢&o observada (20,91%) para o extrato de etanol
25% a 90 °C. Esse dado geralmente seja expresso como IC50 (concentracdo de extrato
necessaria para inibir 50% da desnaturacdo proteica em comparacédo ao controle) (Divya et al.,
2023), nas concentragdes testadas, a inibicdo maxima foi de 41,64%. O extrato com essa
inibicdo apresentou uma concentracdo de sélidos de 7,25 pg/mL, indicando que apesar de uma
baixa concentracdo de compostos, 0 extrato tem um grande potencial anti-inflamatorio. Futuros
estudos poderiam focar na producao de extratos mais concentrados e analisar seu impacto disso
sobre a inibicdo inflamatoria.

Os resultados do perfil cromatografico de fenolicos corroboram o potencial anti-
inflamatério dos extratos, destacando a presenca de compostos com efeitos relatados na
literatura, como a quercetina, acido cafeico e kaempferol (Devi et al., 2015; Choi et al., 2018;
Lesjak et al., 2018). No entanto, alguns extratos, mesmo contendo esses compostos, ndo
apresentaram atividade anti-inflamatoria evidente. A baixa presenca de fendlicos totais ndo
parece ser a unica justificativa, ja que extratos com altos teores de fendlicos, como os de dgua

subcritica, também nao demonstraram efeito.
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E possivel que interferentes extraidos da matriz tenham influenciado o processo
inflamatorio da proteina utilizada. O efeito do etanol na desnaturacdo proteica também foi
observado, e a coloracdo dos extratos pode ter impactado as leituras durante a analise. Embora
os resultados dessa andlise e o perfil cromatografico indiqguem o potencial anti-inflamatorio dos
extratos, estudos mais robustos, como analises in vivo e 0 uso de extratos mais concentrados,

seriam necessarios para evidenciar de forma mais clara esse efeito.

3.4 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A atividade antibacteriana dos extratos de folhas de yacon obtidos por PLE foi avaliada
sobre L. lactis ATCC 19435 usando a técnica de difusdo em agar como uma triagem inicial.
Apbs o periodo de incubacdo, observou-se que nenhum dos extratos apresentou inibicéo, que
seria evidenciada pela formacéo de halos ao redor dos pocos.

A presenca de substdncias com agdo antibacteriana em folhas de yacon ja foi
demonstrada por Lin; Hasegawa e Kodama (2003), que isolaram lactonas sesquiterpénicas com
efeito inibitorio contra Bacillus subtilis. No entanto, o0 método de extracdo e solvente utilizados
no referido estudo foram diferentes, com a extracdo sendo realizada com metanol 70% em
agitador orbital por, aproximadamente, 18 h, seguida por concentracdo, evaporagdo, nova
extragcdo com acetato de etila e evaporacéo.

Dessa forma, ndo foi descartada a hipdtese de que os extratos produzidos por PLE
continham compostos com acdo antibacteriana, visto que diversos estudos associaram a
atividade antibacteriana de extratos naturais contra microrganismos como Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Listeria innocua, Escherichia coli, Proteus
mirabilis e Bacillus cereus a presenca de compostos fendlicos (Gediik; Atsiz, 2022; Senhaji et
al., 2022; Elagdi et al., 2023; Harun-Or-Rashid et al., 2023; Royani et al., 2023).

A partir das informacdes reportadas na literatura surgiu a suposicdo de que, para uma
aplicacdo de apenas 50 pL, os compostos presentes estariam em concentragcdes abaixo da
minima inibitoria. A concentracdo de compostos fenolicos nos extratos de yacon variou de 0,03
a 1,41 mg GAE/mL. Considerando o volume utilizado nos pocos de 50 pL, a concentracao final
de compostos fendlicos variou de 0,0015 a 0,07035 mg. Pacheco-Ordaz et al. (2018)
observaram que compostos da classe acidos fenolicos, nas concentragdes de 15 e 30 mmol/L,
foram eficazes em inibir o crescimento de E. coli e Salmonella Typhimurium. Para comparar
com os extratos de folhas de yacon, a concentracdo de fendlicos variou de 0,1764 a 8,27 mmol
GAE/L, sendo que mesmo 0 extrato com maior concentragdo de fendlicos ndo atingiu a

concentracdo minimo para a acao inibitéria demonstrada por Pacheco-Ordaz et al. (2018).
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Esses dados sdo importantes para a interpretacdo dos resultados, fornecendo uma
orientacdo sobre a concentracdo necessaria de compostos fendlicos para atividade
antimicrobiana. Contudo, € relevante destacar que Pacheco-Ordaz et al. (2018) testaram
compostos fendlicos de forma isolada, em microrganismos diferentes dos utilizados no presente
estudo, com extratos de yacon. Além disso, fatores como o efeito sinérgico entre compostos de
um mesmo extrato e a variacdo das concentragdes minimas inibitérias para os diferentes
compostos fendlicos devem ser considerados (Gutiérrez-Larrainzar et al., 2012).

Com o intuito de buscar uma concentracdo na qual os extratos apresentassem alguma
acdo inibitdria, os extratos foram concentrados por evaporacdo. Para preservar as proporcdes
de proteinas e compostos fendlicos, os extratos foram concentrados a partir do teor de sélidos
totais, sendo que todos foram padronizados para 0,1 g de solidos/mL. Essa concentracdo foi
escolhida para minimizar a suspensdo no extrato concentrado, além de ser a maxima possivel
para os volumes de extratos produzidos.

Os testes de atividade antibacteriana foram repetidos para todos o0s extratos
concentrados, utilizando a mesma metodologia de difusdo em agar. Dentre todos 0s extratos
avaliados, foram observados halos de inibic&o por nove extratos: etanol 25% a 60, 90 e 120 °C;
etanol 50% a 60 °C; etanol 75% a 60 °C, etanol 100% a 60, 90 e 120 °C; e o extrato obtido em
Soxhlet com etanol 100%. Os resultados que podem ser verificados na Tabela 3.

De maneira geral, observou-se que os extratos produzidos com agua ndo apresentaram
acao inibitoria contra L. lactis.

Para compreender melhor o efeito desses extratos e o impacto do solvente de extracao,
foi realizada a analise de CMI para os nove extratos que apresentaram atividade antibacteriana
apos o processo de concentracdo dos extratos por evaporacdo. Os resultados obtidos para as
CMI dos extratos testados estdo apresentados na Tabela 6.

Os extratos que apresentaram os menores valores de CMI (3,13 mg/mL) foram aqueles
extraidos com etanol 25% a 90 °C, 75% e 100% a 60 °C, 100% a 90 °C, além do extrato obtido
por Soxhlet com etanol 100%. Esses extratos demonstraram maior eficacia na inibicdo do
crescimento de L. lactis em concentragdes mais baixas, indicando maior poténcia
antibacteriana.

Para os demais extratos com atividade antibacteriana, a CMI variou de 6,25 a 12,5
mg/mL, o que ainda confirma o potencial inibitério dos extratos, embora em concentracdes

mais elevadas.
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Tabela 6. Concentragdo minima inibitdria para os nove extratos de folhas de yacon

Extrato CMI (mg/mL)
EtOH 25%, 60 °C 12,5
EtOH 25%, 90 °C 12,5
EtOH 25%, 120 °C 3,13
EtOH 50%, 60°C 6,25
EtOH 75%, 60 °C 3,13
EtOH 100%, 60 °C 3,13
EtOH 100%, 90 °C 3,13

EtOH 100%, 120 °C 6,25
EtOH 100%, Soxhlet 3,13

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

E importante destacar, com base nos controles realizados, que o etanol presente nos
extratos ndo interferiu na inibicdo da bactéria, uma vez que, nas CMI determinadas, o teor do
solvente estava suficientemente diluido ndo sendo capaz provocar inibicdo microbiana. Esses
resultados reforcam a hipdtese de que os compostos fendlicos presentes nos extratos de folhas
de yacon sdo os principais responsaveis pela atividade antibacteriana observada.

Quercetina e 4cido cafeico sdo compostos fendlicos com atividade antimicrobiana ja
relatada na literatura (Khan et al., 2021; Nguyen; Bhattacharya, 2022), e foram identificados
em todas as condic¢des de extracdo testadas. No entanto, nem todos os extratos apresentaram
acdo inibitoria. Alem disso, uma analise detalhada do perfil cromatografico de fenolicos
demonstra que ndo ha compostos exclusivos para essas condi¢des. Ou seja, ndo é possivel
associar a acdo antibacteriana a um Gnico composto ou a um grupo restrito de compostos
identificados exclusivamente nesses nove extratos. Dessa forma, pode-se concluir que a
atividade antibacteriana é provavelmente o resultado do efeito sinérgico entre os compostos
extraidos nas diferentes condigdes de extragao.

Esses resultados sugerem que a atividade inibitdria estd fortemente relacionada aos
compostos extraidos das folhas de yacon, especialmente quando se utilizam concentracdes mais
baixas de etanol, em que a fragcdo do solvente é suficientemente reduzida para permitir uma

avaliacdo mais precisa do efeito dos compostos bioativos.
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3.5 ATIVIDADE ANTI-QUORUM SENSING

A determinacéo da atividade anti-quorum sensing em C. violaceum foi conduzida pelo
teste de difusdo em &gar da mesma forma que o ensaio realizado para atividade antibacteriana,
com a diferenca de que, no caso da atividade anti-quorum sensing, os resultados foram
analisados pela inibicdo da producdo do pigmento violaceina (coloragdo roxa), cuja regulacdo
ocorre por quorum sensing, produzido pelas colbnias préximo ao pogo contendo o extrato
(Sikdar et al., 2024).

Apbs o periodo de incubacdo, observou-se o aparecimento da coloracdo roxa
caracteristica da cepa testada, bem como o surgimento de halos com pigmentacédo reduzida ou
inibida, indicativos da atividade anti-quorum sensing. Todos os extratos obtidos por PLE
demonstraram atividade anti-quorum sensing, incluindo aqueles extraidos com agua pura. Os
didmetros das zonas de inibi¢do produzidas estdo apresentados na Tabela 7.

Os resultados mostram que a concentragdo foi um fator significativamente relevante
(p<0,05) para a inibicdo, com diferencas estatisticas observadas nos trés niveis testados. Além
disso, os extratos apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre si nas zonas de inibicéo
que produziram. Nenhum dos tratamentos, ou seja, a combinacédo de extrato e concentracao,
apresentou efeito igual ao da furanona, que foi utilizada como inibidor de referéncia. Contudo,
é interessante observar que os extratos de agua pura na concentracao 0,1 g/mL obtidas por PLE
nas diferentes temperaturas, foram responsaveis pelas maiores zonas de inibicdo, nédo
apresentando diferencas significativas entre si (p<0,05). Essas zonas de inibicdo foram
estatisticamente iguais as produzidas pelo extrato hidroalcodlico de etanol 50% a 120 °C.

A reducdo de coloragdo, evidenciada pelos halos, indica que os extratos contém
compostos capazes de inibir a producdo de violaceina (Alvarez; Moreira; Ponce, 2012). O
potencial anti-quorum sensing demonstrado pelos extratos de yacon, até entdo ndo observado
em outros estudos, abre novas oportunidades para a aplicagdo desses extratos, como em
formulagdes que consistam em misturas de extratos naturais. Interferir no processo de
comunicacdo bacteriana via quorum sensing pode ser uma estratégia alternativa para impedir o
crescimentos bacterianos (Sikdar et al., 2024).

Como evidenciado ao longo desse estudo, os extratos de yacon obtidos por PLE
apresentaram boa concentracdo de compostos fenolicos, aos quais estdo associados as
propriedades antioxidantes, anti-inflamatodrias e antimicrobianas. A literatura também aponta
que compostos fenolicos desempenham um papel importante na agdo anti-quorum sensing, com
mecanismos de acdo ainda sendo esclarecidos (Lima; Winans; Pinto, 2023). Entretanto, essa

ndo é uma tarefa simples, pois um mesmo composto pode apresentar diferentes formas de acao,
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dependendo do microrganismo, do sistema de quorum sensing e do método de anélise utilizado
(Lima; Winans; Pinto, 2023).

Tabela 7. Diametro de zonas de inibi¢ao

Extrato Diametro da zona de inibicédo (cm)
Temperatura Solvente 0,1g/mL  0,05g/mL 0,025 g/mL
H20 1,540,128 1,15+0,05"8 0,95+0,05°8
EtOH 25% |1,05+0,05%8¢ 0,95+0,05°E¢ 0,0+0,0°BC
60 °C EtOH 50% |1,35+0,05%¢ 1,1+0,0°B¢ 0,0+0,0°B¢
EtOH 75% | 0,45+0,05% 0,25+0,05"¢ 0,0+0,0°¢
EtOH 100% | 0,4+0,1% 0,0+0,0°¢ 0,0+0,0¢¢
H20 1,35+0,05®  1,0+0,0°® 0,9+0,1°®
EtOH 25% |1,15+0,05%¢ 0,95+0,05"8C 0,0+0,0°B¢
90 °C EtOH 50% |1,25+0,05C 1,05+0,05°B¢ 0,0+0,0°B¢
EtOH 75% | 0,35+0,05% 0,15+0,05°¢ 0,0+0,0¢¢
EtOH 100% | 0,4+0,0°¢  0,25+0,05°C 0,0+0,0°C
H20 1,25+0,05®  0,9+0,0°® 0,850,058
EtOH 25% | 1,1+0,1%%¢  0,7+0,1°%¢ 0,0+0,0°8¢
120 °C EtOH 50% | 1,1+0,0®®  0,95+0,05"® 0,95+0,05®
EtOH 75% | 0,55+0,05% 0,25+0,05°¢ 0,0+0,0¢¢
EtOH 100% | 0,6+0,0% 0,2+0,0°C 0,0+0,0°C
110 °C 1,2+0,0%®  1,05+0,05"8 0,85+0,05®
130 °C H20 1,4+0,0°®  0,85+0,05" 0,8+0,1°8
150 °C 1,55+0,05%  1,15+0,05°8 0,95+0,05®

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
Letras mintsculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) para concentracao pelo
teste de Tukey a 5% de significancia. Letras maiusculas diferentes indicam diferenga
significativa (p<0,05) entre os extratos pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Vale destacar que o perfil cromatografico de fenodlicos identificou a presenca de

quercetina em todos 0s extratos. Este composto é um dos nove flavonoides que demonstraram
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efeito inibitorio sobre o sistema de quorum sensing conforme evidenciado por Paczkowski et
al. (2017).

4. CONCLUSAO

A técnica de PLE mostrou-se eficaz na obtencdo de extratos de folhas de yacon ricos
em compostos fendlicos e com significativa atividade antioxidante e anti-inflamatéria, de forma
sustentavel e eficiente. Em termos de rendimento global, os extratos alcoolicos com 25 e 50%
de etanol a 120 °C apresentaram os melhores resultados. Para a recuperacdo de compostos
fendlicos, os extratos com agua subcritica demonstraram as maiores concentracfes, sendo
também os mais eficazes em termos de atividade antioxidante. Para a extracdo de proteinas, a
condi¢do mais favoravel foi a utilizacao de etanol a 50% sob 120 °C.

Em relacdo a atividade antibacteriana, observou-se uma dificuldade em evidenciar tal
acdo pelos extratos produzidos, indicando a necessidade de uma etapa adicional de
concentracdo. Futuros estudos podem incluir etapas de purificacdo, a fim de determinar qual
condicdo experimental da PLE promove a maior recuperagdo de compostos com acao
antimicrobiana, possibilitando o desenvolvimento de estratégias para maximizar o teor desses
compostos.

Os resultados obtidos evidenciam as diversas aplicacbes dos extratos de yacon,
especialmente para fins de acdo antioxidante. A partir destes dados, é possivel delinear novos
trabalhos visando otimizar o rendimento global, obter altos teores de compostos fendlicos,

aumentar a capacidade antioxidante ou promover um maior teor de proteinas.
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Figura 1. Cromatograma do extrato obtido com dgua a 60 °C, mostrando os picos dos
compostos fendlicos presentes no extrato de folha de yacon. Os polifenois isolados foram
identificados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detector de arranjo de

diodos (UPLC-PDA), associada a espectrometria de massas (MS).
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Figura 2. Cromatograma do extrato obtido com etanol a 25% a 60 °C, mostrando os picos dos
compostos fenolicos presentes no extrato de folha de yacon. Os polifendis isolados foram
identificados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
diodos (UPLC-PDA), associada a espectrometria de massas (MS).
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Figura 3. Cromatograma do extrato obtido com etanol a 50% a 60 °C, mostrando os picos dos
compostos fenolicos presentes no extrato de folha de yacon. Os polifendis isolados foram
identificados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
diodos (UPLC-PDA), associada a espectrometria de massas (MS).
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Figura 4. Cromatograma do extrato obtido com etanol a 75% a 60 °C, mostrando os picos dos
compostos fenolicos presentes no extrato de folha de yacon. Os polifendis isolados foram
identificados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
diodos (UPLC-PDA), associada a espectrometria de massas (MS).
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Figura 5. Cromatograma do extrato obtido com etanol a 100% a 60 °C, mostrando os picos
dos compostos fenolicos presentes no extrato de folha de yacon. Os polifenoéis isolados foram

identificados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
diodos (UPLC-PDA), associada a espectrometria de massas (MS).
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Figura 6. Cromatograma do extrato obtido com agua a 90 °C, mostrando os picos dos
compostos fendlicos presentes no extrato de folha de yacon. Os polifenois isolados foram
identificados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detector de arranjo de

diodos (UPLC-PDA), associada a espectrometria de massas (MS).
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Figura 7. Cromatograma do extrato obtido com 25% de etanol a 90 °C, mostrando os picos
dos compostos fenolicos presentes no extrato de folha de yacon. Os polifenois isolados foram
identificados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detector de arranjo de

diodos (UPLC-PDA), associada a espectrometria de massas (MS).
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Figura 8. Cromatograma do extrato obtido com 50% de etanol a 90 °C, mostrando os picos
dos compostos fenolicos presentes no extrato de folha de yacon. Os polifenoéis isolados foram

identificados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
diodos (UPLC-PDA), associada a espectrometria de massas (MS).
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Figura 9. Cromatograma do extrato obtido com 75% de etanol a 90 °C, mostrando os picos
dos compostos fenolicos presentes no extrato de folha de yacon. Os polifendis isolados foram
identificados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
diodos (UPLC-PDA), associada a espectrometria de massas (MS).
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Figura 10. Cromatograma do extrato obtido com 100% de etanol a 90 °C, mostrando os picos
dos compostos fendlicos presentes no extrato de folha de yacon. Os polifendis isolados foram
identificados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detector de arranjo de

diodos (UPLC-PDA), associada a espectrometria de massas (MS).
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Figura 11. Cromatograma do extrato obtido com dgua a 120 °C, mostrando os picos dos
compostos fenolicos presentes no extrato de folha de yacon. Os polifendis isolados foram
identificados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detector de arranjo de

diodos (UPLC-PDA), associada a espectrometria de massas (MS).
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Figura 12. Cromatograma do extrato obtido com 25% de etanol a 120 °C, mostrando os picos
dos compostos fendlicos presentes no extrato de folha de yacon. Os polifendis isolados foram
identificados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detector de arranjo de

diodos (UPLC-PDA), associada a espectrometria de massas (MS).
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Figura 13. Cromatograma do extrato obtido com 50% de etanol a 120 °C, mostrando os picos
dos compostos fendlicos presentes no extrato de folha de yacon. Os polifendis isolados foram
identificados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
diodos (UPLC-PDA), associada a espectrometria de massas (MS).
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Figura 14. Cromatograma do extrato obtido com 75% de etanol a 120 °C, mostrando os picos

dos compostos fenolicos presentes no extrato de folha de yacon. Os polifenoéis isolados foram

identificados por cromatografia liquida de ultra desempenho acoplada a detector de arranjo de
diodos (UPLC-PDA), associada a espectrometria de massas (MS).
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Figura 15. Cromatograma do extrato obtido com 100% de etanol a 120 °C, mostrando os
picos dos compostos fendlicos presentes no extrato de folha de yacon. Os polifenois isolados
foram identificados por cromatografia liquida de ultra desempenho acoplada a detector de

arranjo de diodos (UPLC-PDA), associada a espectrometria de massas (MS).
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Figura 16. Cromatograma do extrato obtido com agua a 110 °C, mostrando os picos dos

compostos fendlicos presentes no extrato de folha de yacon. Os polifenois isolados foram

identificados por cromatografia liquida de ultra desempenho acoplada a detector de arranjo de
diodos (UPLC-PDA), associada a espectrometria de massas (MS).
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Figura 17. Cromatograma do extrato obtido com agua a 130 °C, mostrando os picos dos
compostos fendlicos presentes no extrato de folha de yacon. Os polifenois isolados foram
identificados por cromatografia liquida de ultra desempenho acoplada a detector de arranjo de

diodos (UPLC-PDA), associada a espectrometria de massas (MS).
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Figura 18. Cromatograma do extrato obtido com agua a 150 °C, mostrando os picos dos
compostos fendlicos presentes no extrato de folha de yacon. Os polifenois isolados foram
identificados por cromatografia liquida de ultra desempenho acoplada a detector de arranjo de
diodos (UPLC-PDA), associada a espectrometria de massas (MS).




101

0.40]
0.301

2

< 0.20]

0.10+

0.00+
000 100 200 300 400 500 600 7.00 800 9.00 10.00 1100 12.00 13.00 14.00 1500 16.00 17.00
Minutes
Figura 19. Cromatograma do extrato obtido com agua por Soxhlet, mostrando os picos dos
compostos fendlicos presentes no extrato de folha de yacon. Os polifenois isolados foram
identificados por cromatografia liquida de ultra desempenho acoplada a detector de arranjo de

diodos (UPLC-PDA), associada a espectrometria de massas (MS).
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Figura 20. Cromatograma do extrato obtido com 100% de etanol por Soxhlet, mostrando os
picos dos compostos fendlicos presentes no extrato de folha de yacon. Os polifenois isolados
foram identificados por cromatografia liquida de ultra desempenho acoplada a detector de

arranjo de diodos (UPLC-PDA), associada a espectrometria de massas (MS).




	Dissertação documento final - 14.05.pdf
	Folha de Aprovação - Larissa Lóren de Souza.pdf
	Dissertação documento final - 14.05

