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RESUMO: Os polictilenoglicois (PEG) sdo polimeros hidrossoliiveis capazes de reduzir a
constante dielétrica de solventes como a agua, e assim sdo utilizados como cossolventes para
solubilizacdo de diferentes farmacos. Atualmente, o PEG tem sido empregado satisfatoriamente
na obtengdo de extratos de matérias-primas vegetais por favorecer a extracdo de substancias com
polaridades semelhantes as extraidas pelos solventes hidroetanolicos. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito da concentragdo e da massa molar de PEG (400 e 4000 g/mol) sobre a extragdo
de flavonoides totais a partir de Passiflora edulis Sims, Passifloraceae, (maracuja) e de cumarina
a partir da Mikania glomerata Spreng., Asteraceae, (guaco). Este estudo revelou que o aumento
da concentragdo de PEG promoveu um aumento na capacidade extrativa de flavonoides totais
e cumarina a partir da Passiflora edulis e Mikania glomerata respectivamente, comportamento
atribuido a alteragdes da constante dielétrica. Apesar de elevar a capacidade extrativa, os liquidos
extratores contendo PEG exigiram elevada relagdo planta:solvente para alcangar teores extrativos
semelhante ao solvente hidroetandlico utilizado, com exce¢do da extragdo de flavonoides totais
com PEG 4000 g/mol a partir da Passilfora edulis.

Unitermos: Polietilenoglicol, extragdo, Passiflora edulis, Mikania glomerata.

ABSTRACT: “Evaluation of PEG effects on the extracts obtaining from Passiflora edulis
Sims, Passifloraceae, and Mikania glomerata Spreng., Asteraceae”. Polyethylene glycols (PEG)
are hydrosoluble polymers able to reduce dielectric constant of solvents like water and are used
as cosolvents to enhance the aqueous solubility of several drugs. Actually, the PEG has been
successfully applied to obtain extracts of plant raw material once can facilitate the extraction of
substances with polarities similar to those extracted by hydroethanol solvents. In this study, the
objective was to evaluate the effect of PEG concentration and molecular weight (400 and 4000 g/
mol) on the extraction of total flavonoids from Passiflora edulis Sims, Passifloraceae, and coumarin
from Mikania glomerata Spreng., Asteraceae. The results showed that increasing PEG concentration
promoted an increase in the extractive capacity of total flavonoid and coumarin from Passiflora
edulis and Mikania glomerata respectively. This behavior was attributed to changes in dielectric
constant. Despite raising the extractive capacity, the solvent containing PEG required high plant/
solvent ratio to reach levels similar to hydroethanol solvents used, except for the extraction of total
flavonoids from Passiflora edulis using PEG 4000 g/mol.

Keywords: Polyethylene glycol, extraction, Passiflora edulis, Mikania glomerata.

INTRODUCAO

Nasultimasdécadas é crescenteodesenvolvimento
de técnicas para extrair de plantas com fins medicinais
seus ativos de maior valor (Di Stasi, 1996; Vale, 2002).
O método mais comumente usado é a extracdo com
solventes liquidos, um processo dependente de fatores
como solubilidade dos constituintes fitoquimicos e fatores
inerentes ao processo como, por exemplo, temperatura e
agitacdo do meio, polaridade e toxicidade dos solventes
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(Bazykina et al., 2002; Simdes et al., 2003). As diferentes
classes de compostos existentes nas plantas apresentam
diferentes polaridades, fato que possibilita selecionar a
extracdo de substancias ou classes que possuem atividade
bioldgica de interesse dependendo do sistema extragdo/
solvente escolhido (Maciel et al., 2002; Cechinel & Yunes,
1998). A eficiéncia na extragdo de principios ativos a partir
de plantas é dependente principalmente da solubilidade
destes nos solventes empregados (Gnoatto et al., 2007;
Simdes et al., 2003). Na maior parte dos processos de
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obtengdo de extratos liquidos para aplicagdo na industria
farmacéutica os solventes utilizados s3o diferentes
misturas entre agua e etanol. A presenca do etanol favorece
a extracdo de substdncias de polaridade intermediaria
devido a sua reduzida constante dielétrica (24,30) quando
comparada com a agua (78,36). Entretanto, com a redug@o
dos niveis de etanol aceitos em produtos farmacéuticos, a
concentragdo final destes nos extratos tem que ser reduzida
(Anvisa, 2001; Lund, 1994). Ando adi¢ao de etanol dificulta
a obtencdo de extratos liquidos com elevada concentragao
de determinados ativos, por outro lado, se adicionado ¢
extraido posteriormente para a adequagao ao teor permitido
em produtos farmacéuticos ¢ observado precipitacdo de
substincias extraidas, alterando a estabilidade do extrato e
consequentemente inviabilizando a produgdo de solugdes
fitoterapicas.

Como alternativa existe a possibilidade
de utilizagdo de outros cossolventes ou carreadores
hidrofilicos como, por exemplo, propilenoglicol, sorbitol,
glicerol e os polictilenoglicéis (Rodrigues et al., 2004;
Ardisson et al., 2002; Aboy et al., 2000). O PEG ¢ um
polimero derivado do etilenoglicol disponivel em varias
massas molares, apresenta 6tima solubilidade em agua,
¢ biodegradavel e ndo toxico (Harris, 1992); classificado
também como um surfactante ndo-idnico, ¢ empregado
como cossolvente para inumeros farmacos (Chaudhari et
al.,2007; Chen et al., 2005). Estudos tem demonstrado que
aadi¢do de PEG em sistemas contendo drogas hidrofobicas
tem influenciado significativamente na solubiliza¢do das
mesmas em meio aquoso, fato associado principalmente
a sua reduzida constante diclétrica quando comparada aos
outros cossolvente ja citados (Chaudhari et al., 2007; Liu
et al., 2005), entretanto, poucos sao os estudos que avaliam
o efeito deste polimero na extragdo de ativos a partir de
plantas medicinais.

Neste trabalho foi estudado o efeito da
concentragdo de PEG de duas massas molares no solvente
extrator agua sobre o teor dos maracadores quimicos 1,2
benzopirona (cumarina) de extratos obtidos a partir da
Mikania glomerata Spreng., Asteraceae, ¢ flavonoides
totais de extratos obtidos a partir da Passiflora edulis Sims,
Passifloraceae (Anvisa, 2004).

MATERIAL E METODOS

Os reagentes ¢ solventes utilizados foram agua
ultrapura (Millipore-USA), acetonitrila, metanol e acido
Formico (Vetec Quimica Fina LTDA); acido acético, acido
oxalico e acido borico (CAQ Ltda), etanol (Quimex Ltda);
polietilenoglicol 400 ¢ 4000 g/mol (Importadora Quimica
Delaware Ltda). Padrdes secundarios de 1,2-benzopirona
(cumarina) e isovitexina (Chromadex S.A-USA). Folhas
secas de Mikania glomerata Spreng., Asteraceae, ¢
Passiflora edulis Sims, Passifloraceae (Quimer Ltda).

Processos extrativos

Macera¢ao dinamica: Amostras de Mikania
glomerata e Passiflora edulis foram mantidas em
maceracdo sob agitacdo constante por 24 h na presenga
de 4gua, mistura agua:etanol 1:1 (v/v) e solucdo aquosa de
PEG nas concentra¢des de 5, 15 e 30% de massas molares
400 e 4000 g/mol. As relacdes planta:solvente (m:v)
testadas foram respectivamente 1:4, 1:6, 1:8, 1:10 e 1:12.

Determinacio do teor de cumarina nos extratos

O teor de cumarina nos extratos de Mikania
glomerata foi determinado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), utilizando equipamento composto
por bomba Shimadzu-LC 10AD; sistema de dados LC-
Work Station Class LC-10; detector UV Shimadzu-SPD
10A e forno CTOI0AS. Fase movel acetonitrila:agua
(40:60 v/v), fluxo 1,0 mL/min, temperatura de 40 °C,
detec¢do em 274 nm, coluna Supelcosil LC,, 15 cm x
4,6 mm, 5 um, injetor manual, volume injetado de 20 pL
(Silva et al., 2008; Celeghini et al., 2001).

Determinacdo do teor de flavonoides totais nos
extratos

A determinagao de flavonoides totais nos extratos
de Passilfora edulis foi realizada pela complexagdo
com acido boérico conforme método descrito na British
Pharmacopoeia (2004) para Passiflora incarnata. Para
obtencdo da solucdo teste 0,5 mL dos extratos foram
evaporados até secura sob pressdo reduzida, e o residuo
dissolvido com 10 mL de uma mistura de 10 volumes
de metanol R e 100 volumes de acido acético glacial. O
residuo dissolvido foi transferido para baldo volumétrico
de 25 mL, adicionando 10 mL de uma solugdo a 25 g/L
de acido borico R e 20 g/L de 4cido oxalico R em acido
foérmico anidro R e o volume foi completado com acido
acético anidro. Para solugcdo de compensagdo foi repetido
o procedimento citado acima sem a adi¢ao da solugdo
de acido borico e acido oxalico. Decorridos 30 min as
solugdes obtidas tiveram suas absorvancias determinadas
em 401 nm utilizando um espectrofotometro UV/Vis
Hitachi modelo U-2010. O calculo do teor de flavonoides
totais expressos como vitexina foi determinado tomando
como referéncia a absortividade especifica de 628.

Capacidade extrativa de cumarina e flavonoides totais

Para determinar a quantidade total de cumarina
na matéria prima vegetal Mikania glomerata, amostra de
1 g de planta foi mantida em agitacdo constante com 100
mL de etanol 50% por 24 h. A quantificagdo foi realizada
por CLAE conforme descrito em “Determina¢ao do teor
de cumarina nos extratos”. Para Passiflora edulis 0,200 g
foram mantidos em refluxo com etanol 60% durante 30
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min, o extrato obtido foi filtrado e o volume completado
para 100 mL com o mesmo solvente. O teor de flavonoides
totais foi determinado conforme item “Determinacao do
teor de flavonoides totais nos extratos”.

A capacidade extrativa de flavonoides totais e
cumarina para cada solvente extrator foi calculada em
funcdo da quantidade total destes na matéria prima vegetal
segundo as equagdes 1 e 2 respectivamente.

% =Ax 686,4x FD
m Eq. (1).

% =Ax162x10°x FD Eq. ).

Onde, na equacao 1, 4 ¢ a absorvancia obtida, FD
¢ o fator de diluicdo da amostra, m ¢ a massa da planta (mg).
Para equacgao 2, A corresponde a drea do cromatograma.

Perfil cromatografico dos extratos de Passiflora edulis

Foramobtidos os perfis cromatograficospor CLAE
dos extratos de Passiflora edulis na relagao planta:solvente
1:12 com os solventes apresentados no item “Processos
extrativos”. Foi utilizado sistema gradiente adaptado de
Muller et al. (2005) de fase movel: A (agua:acido acético
0,5%), B (metanol 58%:acetonitrila 42%) (v/v). Com
programacao tempo (min): concentra¢ao de B (%) = 1 min:
25%; 16 min: 38%; 18 min: 45%; 20 min: 25%; fluxo 0,7
mL/min, temperatura de 40 °C, detec¢ao em UV 340 nm,
coluna Supelcosil LC ,, 15 cm x 4,6 mm, 5 pm, volume
injetado de 20 pL.

182

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 estdo apresentados os percentuais de
cumarina extraida a partir do total existente na matéria-
prima vegetal de Mikania glomerata Spreng., Asteraceae,
obtidos por maceragdo dinamica com agua, etanol:dgua
(1:1), e solucdes aquosas de PEG com massas molares de
400 e 4000 g/mol (Figuras 1A e 1B respectivamente) em
funcdo da relacdo planta:solvente.
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Figura 1. Teor de cumarina extraido a partir da Mikania
glomerata em fungdo do volume de solvente. A: PEG 400 g/mol;
B: PEG 4000 g/mol. Etanol:agua (1:1) (m); Agua (0); PEG 5%
(A); PEG 15% (V); PEG 30% (X).

Os resultados demonstram que o maximo de
cumarina extraida com o solvente agua ¢ aproximadamente
20% do total existente na planta e isto ocorre apenas
na condi¢do de uma parte de planta para doze partes de
solvente, fato atribuido a baixa solubilidade da cumarina
em agua (Cohen, 1979) Inserir referéncia. A adi¢do de
50% de etanol ao liquido extrator promove um incremento
consideravel na capacidade extrativa da cumarina,
alcancando 55% quando na relagcdo planta:solvente de
1:4 e aumentando para 65% quando na relagdo 1:10. A
adicdo de 5% de PEG 400 g/mol a 4gua ndo promoveu
grandes mudancas sobre a extragdo de cumarina, contudo,
a adi¢ao de 15 e 30% levou a um aumento significativo
na capacidade extrativa sendo este progressivo em funcao
do aumento da quantidade do solvente. O aumento da
massa molar do PEG 400 para 4000 g/mol demonstrou
incrementar significativamente (p< 0,01) a extracdo de
cumarina na concentragdo de 5% do polimero. A adicao
de 15 e 30% de PEG 4000 g/mol promoveu aumento
significativo (p< 0,01) da extracdo de cumarina quando
comparado ao PEG 400 g/mol somente na relacdo planta
solvente 1:4, nas demais relacdoes ndo foram observadas
diferencas significativas.

O teor de flavonoides totais expressos como
vitexina determinado para cada solvente foi realizado
utilizando a técnica descrita na British Farmacopéia
devido o 4cido bdrico formar complexo com flavonoides
que possuem o grupo catecol, como a vitexina, orientina e
isovitexina, flavonoides encontrados na Passiflora edulis
Sims, Passifloraceae (Hostettman et al., 1984).

Na Figura 2 estdo apresentados os resultados do
teor de flavonoides totais de extratos obtidos a partir das
folhas de Passiflora edulis em func¢ao da variacao darelacao
planta:solvente e de diferentes solventes extrativos.
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Figura 2. Teor de flavonoides totais extraidos a partir da
Passiflora edulis em fungdo do volume de solvente. PEG 400 g/
mol (A); PEG 4000 g/mol (B). Etanol:agua (1:1) (m); Agua (o);
PEG 5% (A); PEG 15% (v); PEG 30% (X)).

Assim como para a cumarina a quantidade de
flavonoides extraida aumenta com o aumento do teor
de ambas massas molares de PEG no solvente extrator.
A é4gua mostrou-se como o pior solvente para extracdo
dos flavonoides e a adigdo de 5% de PEG de ambos os
pesos moleculares testados ndo promoveram aumento
significativo (p< 0,01) na capacidade extrativa em
nenhuma relagdo planta:solvente, entretanto, o aumento
para 30% de PEG de massa molar 4000 g/mol demonstrou
resultados semelhantes ao obtido com etanol:agua (1:1).

A extragdo de substancias a partir de matérias
primas vegetais ocorre principalmente pela solubilizagao
destas no solvente extrator processo que ¢ governado
principalmente pela constante dielétrica do solvente e
também por interagdes que podem ocorrer entre este e a
substancia a ser extraida (Simdes et al., 2003; Florence &
Atwood, 2003). A variag@o do teor extrativo de cumarina
e flavonoides totais na relagdo planta:solvente 1:12, em
func@o do teor de PEG 400 g/mol no solvente extrator ¢
respectivas constantes dielétricas estdo apresentados na
Tabela 1. As constantes dielétricas da agua (78,36), etanol
(24,30) e PEG 400 (12,40) foram coletadas da literatura e

para as misturas de solventes (em) foram calculadas a partir
da relagdo em = ea fatep fp, onde € ¢ f sdo a constante
dielétrica e fragdo de volume do solvente e cossolvente
respectivamente e os subscritos “a” ¢ “p” s@o agua e
PEG respectivamente (Babu et al., 2008; Lund, 1994). O
PEG 4000 g/mol, é um polimero de estado fisico sdlido
nesta massa molar e ¢ classificado como um carreador
hidrofilico, razdo pela qual ndo existe a constante dielétrica
deste polimero nesta massa molar.

Tabela 1. Teor extrativo de cumarina e flavonoides totais a partir
do guaco e maracuja respectivamente na relagdo planta:solvente
1:12 e constantes diclétricas dos liquidos extratores.

Constante C . Flavonoides
dielétrica umarina totais
Solvente extraida M. ,
lomerata (%) extraidos da
g P, edulis (%)
Etanol:agua (1:1) 51,33 67,3£0,9 46,2+0,5
Agua 78,36 25,8+1,3 2,7+0,3
PEG 400 5% 75,06 34,040,9 3,140,3
PEG 400 15% 68,46 51,120,7 19,142,10
PEG 400 30% 58,77 59,8+1,4 32,3+0,4
PEG 4000 5% * 44,1+1,3 5,1+0,6
PEG 4000 15% * 51,5+0,8 20,6+0,3
PEG 4000 30% * 60,8+1,2 46,0+£0,4
*ndo determinados
Os resultados apresentados na Tabela 1

demonstram que a adicdo de PEG 400 g/mol a agua
promove uma redugdo da constante dielétrica tedrica
deste solvente, alterando de 78,36 para 58,77 quando da
adi¢do de 30% de PEG 400 g/mol. Tanto a capacidade
extrativa dos flavonoides totais como da cumarina a partir
das plantas estudadas demonstraram-se dependente desta
propriedade.

A capacidade extrativa de flavonoides do
solvente extrator agua foi dez vezes menor que para a
cumarina, substancia classificada como “pouco solavel
em agua”, indicativo de que a maioria dos flavonoides
apresentam baixa solubilidade em dagua. Os principais
flavonoides existentes na Passiflora edulis sdo o0s
glicosideos isovitexina, vitexina, isoorientina, orientina e
rutina, moléculas polares, mas classificadas como “pouco
soluveis” em agua, e em maior quantidade flavonoides de
polaridade intermediaria como as luteolinas, moléculas
classificadas como “muito pouco soliiveis”, mas em geral
todos apresentam boa solubilidade em solventes como o
etanol e metanol e em combinagdes desses solventes com
agua, fato justifica a elevada extracdo com etanol:agua
(1:1) e a reduzida extracdo com agua, apenas 2,7%
(Oyvind & Kenneth, 2006; Pereira et al., 2004; Pereira &
Vilegas , 2000; Farmacopéia Brasileira, 1988). A adicdo
de 30% de PEG 400 e 4000 g/mol a agua promoveu uma
extracdo 2,3 vezes maior que agua pura de cumarina
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para ambas as massas molares, porém para a extragdo de
flavonoides totais o efeito foi mais expressivo, alcangando
uma extragdo 12,0 e 17,0 vezes maior respectivamente.

O PEG ¢ um polimero que forma uma mistura
homogénea com agua, comportamento atribuido ao fato
de sua estrutura (HO-(CH,CH,O)n-H) possuir hidroxilas
e atomos de oxigénio, que por interagdes via ligagdo de
hidrogénio facilitam sua miscibilidade com este solvente
(Chaudhari et al., 2007). As regides polares do PEG sdo
afastadas por regides hidrofobicas de Carbono-Hidrogénio
as quais quando ligadas a agua acabam reduzindo o
momento dipolar desta (Chaudhari et al., 2007) ¢ ainda
proporcionam a formag@o de cavidades no solvente que
acomodam o solutos de menor polaridade (Florence &
Atwood, 2003) que pretendem ser extraidos.

Babu et al. (2008), sugere que a solubiliza¢do
de substancias de baixa solubilidade em agua neste
cossolvente ¢ governada principalmente por interagdes
hidrofébicas que ocorrem com o grupo metileno do
polimero, entretanto, a maior efetividade dos PEG na
extracdo dos flavonoides pode estar associada ndo somente
a liga¢des hidrofébicas ou redugdo da tensdo interfacial
soluto-solvente, mas também devido a presenca de elevado
numero de hidroxilas nas estruturas dos flavonoides, fato
que facilita a formagdo de ligagdes de hidrogénio com o
PEG.

O PEG 4000 g/mol ¢ classificado como um
carreador hidrofilico e sua diferengca com PEG 400 g/
mol é o numero de unidades de etileno glicol na cadeia
polimérica. O aumento de unidades favorece formacio
de regides de menor polaridade, o que reduz ainda mais a
tensdo interfacial entre solutos menos soliveis com o meio
aquoso, efeito observado para extracdo dos flavonoides
na concentragdo de 30%, porém ndo para extragdo de
cumarina.

Na produgdo de extratos além da eficiéncia
extrativa dos ativos ¢ importante que o perfil quimico
do extrato ndo seja significativamente alterado quando
comparado com os solventes usualmente utilizados na
producdo do extrato. Os flavonoides, substancias de
interesse para o desenvolvimento de produtos a partir
do género Passiflora, apresentam intensa absorgao
aproximadamente em 350 nm devido a presenga de
ligagdes duplas conjugadas com os anéis aromaticos
(Markham, 1982). Desta forma, a obtengdao do perfil
cromatografico nesta regido do espectro serve para
qualificar e comparar os extratos obtidos. Na figura 3
estdo apresentados os cromatogramas obtidos por CLAE
para os diferentes extratos de Passiflora edulis, na relagao
planta:solvente 1:12 em 340 nm.
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Figura 3. Perfis cromatograficos dos extratos de Passiflora
edulis na relagdo planta:solvente 1:12. A-Extrato etanol:agua
(1:1); B-Extrato com PEG 4000 30%; C-Extrato com PEG 400
30%; D-Extrato aquoso.

Os resultados demonstram  semelhangas
qualitativas nos perfis cromatograficos obtidos neste
comprimento de onda entre o extrato hidroetandlico e
aqueles obtidos com PEG/agua para Passiflora edulis. Este
comportamento ¢ indicativo de que os flavonoides que
absorvem neste comprimento de onda e que sdo extraidos
com solventes hidroetandlicos também podem ser extraidos
com misturas de 4gua/PEG. Foram observadas alteragoes
quantitativas das substancias quimicas detectadas neste
comprimento de onda, fato associado a alteracdo da
constante dielétrica do liquido extrator.

Os cromatogramas dos extratos obtidos a partir
da Mikania glomerata utilizando PEG, assim como para a
Passiflora edulis, demonstraram perfil quimico semelhante
ao obtido com o solvente hidroetanolico, conforme
Figura 4. Entretanto, além das diferencas quantitativas na
extragdo de cumarina, também foi observado um aumento
da extracdo de substancias mais hidrofilicas que aparecem
entre um e dois minutos nos cromatogramas dos extratos
obtidos com PEG de ambas massas molares.
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Figura 4. Perfis cromatograficos dos extratos de Mikania
glomerata na relagdo planta:solvente 1:12, A-Extrato etanol:agua
(1:1); B-Extrato com PEG 4000 30%; C-Extrato com PEG 400
30%; D-Extrato aquoso.

CONCLUSAO

Os resultados confirmam a potencialidade de
utilizagdo do PEG para obtengdo de extratos vegetais
liquidos, fato atribuido a capacidade do PEG em reduzir
a constante dielétrica do liquido extrator. Os extratos de
Mikania glomerata Spreng., Asteraceae, ¢ Passiflora
edulis Sims, Passifloraceae, obtidos empregando PEG
apresentaram teor de marcador quimico ¢ eficiéncia
de extragdo semelhante aqueles obtidos pelo solvente
hidroetandlico, com a vantagem de serem isentos de
etanol.
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