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RESUMO

A Mikania glomerata (guaco) € uma planta medicinal utilizada em medicamentos
para tosse e problemas respiratorios. A principal substancia ativa do guaco € a
cumarina que pertence a familia das benzopironas, porém ha outros metabdlitos
secundarios presentes na planta como o acido o-cumarico. O objetivo deste trabalho
foi apresentar meios para melhorar o processo extrativo e consequentemente
melhorar a concentragdo de cumarina em extratos de guaco. Assim, realizou-se trés
meétodos de extracdo (maceragao, turbolise e utilizou-se enzima celulase) para
extrair a cumarina e o acido o-cumarico na amostra de M. glomerata. Apds o
processo de extragcdo analisou-se por cromatografia liquida de alta eficiéncia os
extratos utilizando um cromatégrafo (Thermo Scientific, Ultimate 3000 UHPLC+
focused), coluna C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 ym), com fase moével composta por metanol
e agua acidificada (acido fosférico 0,1%, v/v), acompando os seguintes comprimentos
de onda: 220 nm, 254 nm, 280 nm e 340 nm, em seguida efetuou-se analise estatistica
dos dados utilizando o programa Statistica versao 10. Portanto, ao comparar os trés
métodos de extragao realizados, o método utilizando enzima celulase foi o mais
eficiente, no qual apresentou 97% de recuperagdo de cumarina na amostra, seguido
do método por turbdlise sendo a porcentagem de recuperagao de 74,4%, com isso a
extragdo da cumarina presente na M. glomerata pode ser otimizado com a utilizagéo

de enzimas por ser mais rapido e eficiente.

Palavras-chave: Fitoterapico; Acido o-cumarico; Maceragao; Turbdlise; Enzima.



ABSTRACT

Mikania glomerata (guaco) is a medicinal plant used in medications for cough and
respiratory illnesses. The main active substance present in guaco is coumarin, which
belongs to the benzopyrone group, although there are other secondary metabolites
present in the plant, such as o-Coumaric acid. The objective of this study was to
present means to improve the extraction process and, consequently, to improve the
concentration of coumarin in guaco extracts. Thus, three extraction methods
(maceration, turbolysis and through cellulase enzyme) were used to extract coumarin
and o-Coumaric acid of M. glomerata samples. After the extraction process, the
extracts were analyzed by high-performance liquid chromatography analyzed a
chromatograph (Thermo Scientific, Ultimate 3000 UHPLC + focused), column C18
(250 mm x 4.6 mm x 5 ym), with a mobile phase composed of methanol and acidified
water (0.1% phosphoric acid, v / v), with the following wavelengths: 220 nm, 254 nm,
280 nm and 340 nm, and the data statistical analysis was performed using the
Statistica program, version 10. Therefore, when comparing the three extraction
methods employed, the method using cellulase enzyme was the most efficient, in
which it presented 97% of coumarin recovery in the sample, followed by the
turbolysis process, the recovery percentage being 74.4%, thus the extraction of
coumarin present in M. glomerata can be optimized with the use of enzymes, as it is

a faster and more efficient process.

Keywords: Herbal Medicine; O-Coumaric acid; Maceration; Turbolysis; Enzyme.
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1 INTRODUGAO

O Brasil apresenta uma das maiores biodiversidades vegetais do mundo
(ZENI et al., 2017). Assim, varios estudos sao realizados para obter informagdes
sobre as plantas com atividades terapéuticas, com isso, permitem o
desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos conhecidos por serem seguros e
eficazes (BRUNING et al., 2012).

Para ampliar o acesso a esses medicamentos, o Sistema Unico de Saude
(SUS), disponibiliza fitoterapicos e plantas medicinais para alguns tratamentos.
Dentre as plantas disponibilizadas esta a Mikania glomerata Spreng. pertencente a
familia Asteracea, conhecida popularmente pelo nome de Guaco (BRASIL, 2015).

A M. glomerata é empregada em atividade terapéutica no trato respiratorio,
anti-inflamatdria, antialérgica, antioxidade e antimicrobiana (SILVA; OWITI,
BARBOSA, 2018). Os efeitos farmacologicos sdo atribuidos a alguns dos seus
principais metabolitos secundarios, tais como cumarina, acido o-cumarico e acido
caurendico (GASPARETTO et al., 2015).

Apesar da comprovacao dos efeitos farmacoldgicos, para obtengdo de um
produto fitoterapico de qualidade, varias etapas precisam ser desenvolvidas, entre
elas, a otimizagdo do processo extrativo, a qualidade do material vegetal, bem como
a quantidade de metabdlitos secundarios presentes na planta (TEIXEIRA, 2017).

Assim, a extracdao € um dos processos mais utilizados para obtencdo de
compostos bioativos, onde um solvente age na estrutura celular do vegetal, retirando
o composto de interesse. Entre os métodos mais comuns de extracido, estdo a
maceracao (extragdo convencional) e as metodologias consideradas como nao
convencionais como a utilizacao de enzimas e turbdlise (MEREGALLI, 2017).

Enquanto as extragdes convencionais utilizam um maior volume de solvente e
tempo para a obtencédo de resultados, as metodologias ndo convencionais vém se
mostrando mais eficazes, reduzindo estes parametros. Entretanto, os custos destes
processos ainda sao altos, o que pode em muitos casos tornar o custo-beneficio
inviavel (MEREGALLI, 2017).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho é avaliar meios para melhorar o
processo extrativo e consequentemente aumentar a quantidade de cumarina e acido

o-cumarico em extratos de guaco.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar diferentes processos extrativos da M. glomerata e otimizar o processo

de extragdo de cumarina e acido o-cumarico a partir do material seco.

2.2 Objetivos especificos
o Utilizar diferentes métodos de extragao para obter extratos hidroalcodlicos de
guaco;

e Realizar a extracdo por maceragao: extracao durante 4 e 7 dias, com
agitacéo por 30, 60, 90 e 120 min (1 vez ao dia);

¢ Realizar a extragao por turbodlise de acordo com o planejamento fatorial
nos tempos 1, 3 e 5 min;

e Realizar a extragao utilizando enzima conforme planejamento fatorial:
extragdo com diferentes solugbes tampdes nos pHs (5, 6 e 7),
temperaturas (30, 45 e 60°C), tempo (30, 60 e 90 min) e quantidade de
enzimas celulase (1,2 e 3 U mg™)

e Quantificar a cumarina e o acido o-cumarico nos extratos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia;

e Realizar analise estatistica dos dados;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Plantas Medicinais

A Organizagao Mundial da Saude (OMS) define que planta medicinal é todo e
qualquer vegetal com uma ou mais estruturas, que possui substancias que podem
ser usadas para fins terapéuticos ou que sejam iniciadores ou precursores de
farmacos semissintéticos (OMS, 2002).

Plantas medicinais sdo aquelas capazes de aliviar ou curar enfermidades e
tém tradicdo de uso como remédio em uma populacdo ou comunidade. Para serem
utilizadas € preciso ter alguns conhecimentos a respeito, como onde colhé-las, como
prepara-las e as suas verdadeiras fungdes (SILVA et al., 2017).

Quando a planta é colhida, submetida a processos como a secagem e
apresentada na forma integra, rasurada, triturada ou pulverizada, € conhecida como
droga vegetal (BRASIL, 2013).

As plantas medicinais tem ocupado o espago cada vez maior na terapéutica
de patologias, e isto € indiscutivelmente devido a sua eficacia e, sobretudo, pelo
menor numero de efeitos colaterais e contraindicacbes em relagcdo a tratamentos
farmacolégicos convencionais (SOUZA et al., 2018).

Contudo, um dos fundamentais problemas da utilizagao é assegurar que sao
livres de reagdes adversas e efeitos toxicos, pois diversas plantas medicinais tém
substancias ofensivas e por isso devem ser utilizadas com cuidado, observando os
riscos toxicologicos (VEIGA et al., 2005).

A toxicidade de medicamentos preparados com plantas pode parecer comum,
quando associada com os tratamentos convencionais, porém €& um problema de
saude publica. A identificacdo incorreta das espécies e uso diferente da forma
tradicional pode ser perigosa, levando a superdose e reagdes indesejadas (OMS,
2002).

Assim, € necessario realizar a padronizacdo para que haja a quantidade
necessaria dos constituintes ativos da planta, de tal modo que seja controlada a
quantidade de constituintes téxicos. Dessa forma, a padronizagao torna-se essencial
para garantir a qualidade do produto originado da planta (MACHADO, 2011).

Além disso, deve-se levar em consideragdo a concentragdo e dosagem dos

constituintes quimicos nos produtos originados da planta. Tais constituintes quando
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ingeridos em doses excessivas, podem provocar efeitos adversos assim como 0s
medicamentos convencionais. Por outro lado, baixas doses podem nao ter efeito
terapéutico (MACHADO, 2011).

3.2 Fitoterapicos

Com o passar dos anos e a evolugdo da tecnologia e das industrias
farmacéuticas, as plantas medicinais passaram a serem industrializadas para se
obter um medicamento. Resulta-se desse processo de industrializagdo o surgimento
do fitoterapico, que sao medicamentos obtidos empregando-se exclusivamente
como fonte de matéria prima partes de vegetal ou o préprio vegetal (SILVA, et al.,
2017).

Assim, a fitoterapia é altamente difundida no mundo todo, o reconhecimento
de seu valor como recurso clinico, farmacéutico e econémico ja levou muitos paises
a adotar a pratica como politica publica de saude (BARRETO, 2011).

Deste modo, a fitoterapia vem sendo inserida no SUS, como forma de
diminuir o impacto dos gastos com os medicamentos alopaticos. Como resultado
obtém-se uma diminuigcdo dos custos, sendo a fitoterapia, vista como um método
natural preventivo, conservador, regenerador e curativo de doengas (BRASIL, 2011).

A sua eficacia e seguranga sdo comprovadas através de relatos
etnofarmacolégicos de uso, documentagcbes tecnocientificas, ou seja, sdo os
“estudos de validacao”. Eles buscam a aprovagao do efeito farmacologico e da
auséncia de toxicidade da planta (BRASIL, 2010).

A Anvisa, por meio da Resolucdo IN 02/2014, publicou uma lista de
fitoterapicos de registro simplificado e buscou estabelecer a padronizagdo de
marcadores quimicos para diversas plantas e limite diario para seu uso. Entende-se
esta preocupagédo como etapa fundamental para assegurar o uso e garantir eficacia
ao fitoterapico (BRASIL, 2014).

Pois mesmo com as inUmeras vantagens e o fato de ser produzido de matéria
natural, o uso de fitoterapicos e plantas medicinais podem desencadear reacoes
adversas. No caso dos fitoterapicos podendo ser intrinsecas ou extrinsecas (SILVA
et al., 2017).

As intrinsecas estdo relacionadas a propria constituicdo quimica do

medicamento, que podem gerar toxicidade, overdose, interacdo com outros



14

farmacos. Ja as extrinsecas estao relacionadas a deficiéncia na fabricacdo, que
podem ocorrer por identificacdo incorreta da planta, levando a erro de medicagao e

contaminagao por praguicidas (SILVA et al., 2017).

3.3 Guaco (Mikania glomerata)

As plantas do género Mikania foram caracterizadas por Willdenow no ano de
1804, ganhando esse nome em consideracao ao professor Joseph Gottfried Mikan.
Para este género sdo mencionados cerca de 450 espécies espalhadas pelas regides
tropicais e subtropicais da Africa, Asia e América do Sul (COTIN, 2009).

M. glomerata e M. laevigata sao plantas naturais da Mata Atlantica, nomeadas
usualmente por guaco, guaco-liso, guaco-de-cheiro, erva-de-serpente, guape, erva-
de-cobra, coragdo-de-Jesus, erva-de-sapo, guaco-selvagem e guaco-trepador
(LORENZI; MATOS, 2008).

Estas duas espécies sao confundidas por exibirem similaridade morfolégica,
composi¢cao quimica e usos medicinais muito parecidos. A principal diferenca é o
periodo de floragdo. Em setembro acontece a floragdo da M. laevigata, diferente da
M. glomerata, que ocorre no més de janeiro (NAPIMOGA; YATSUDA, 2010).

As folhas da espécie sao muito usadas na medicina popular para o tratamento
de varias doengas, como asma, cicatrizantes, anti-reumaticas e antiofidicas devido
as suas propriedades antimicrobianas, anti-inflamatdrias e analgésicas (CZELSNIAK
et al., 2012).

Com relagdo a composi¢cao quimica da M. glomerata, a espécie € rica em
compostos cumarinicos, triterpenos/esterdides e heterosideos flavénicos, além dos
componentes volateis como o0s Oleos essenciais, estigmasterol e taninos
hidrolisaveis (CZELSNIAK et al., 2012).

O metabdlito secundario majoritario € a cumarina, que é considerada também
o marcador quimico da M. glomerata. As cumarinas séo da familia das benzopironas
e estdo presentes em varios compostos biologicamente ativos, apresentando
diversas atividades biologicas e caracteriza o odor fragrante e aromatico da espécie
(KATSORI; HADJIPAVLOU, 2014).

A cumarina € uma lactona do acido o-cumarico ou acido hidroxicinamicos

(Figura 1(B)), sendo formada a partir da lactonizagdo por agédo enzimatica e pelo
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calor, sendo soluveis nos alcoois e nos solventes orgénicos (Figura 2) (CUNHA,
2009).

Figura 1 (A) - Estrutura quimica da cumarina (B) Estrutura quimica do acido o-cumarico
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-
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Fonte: (RAMALHO; JORGE, 2006)

Figura 2 - Biossintese da cumarina
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Fonte: CZELISNIAK (2012)

Além da cumarina e do acido o-cumarico, a M. glomerata possui diversos
compostos quimicos, dentre eles o lupeol, acido a-isobutiriloxi-caur-16-em-19-oico,
sesquiterpenos, friedelina, taninos hidrolisaveis, estigmasterol,saponinas e
flavonoides (CZELSNIAK et al., 2012).
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3.4 Métodos de Extracao

Sabendo das diversas caracteristicas que as plantas vém a oferecer, como as
propriedades medicinais, os métodos extrativos sdo responsaveis por obter os
metabolitos ativos para as determinadas formas terapéuticas. A maneira como
ocorre essa extragao dos metabdlitos secundarios da planta influencia o potencial
farmacolégico e a composigao quimica (CARVALHO, 2019).

A extracdo uma operagao unitaria que envolve transferéncia de massa e
objetiva, basicamente, a separagdo de compostos de interesse de uma matriz, seja
ela solida ou liquida através de processos quimicos, fisicos e/ou mecanicos (VIEIRA,
2015).

A escolha do método de extracéo esta vinculada a estrutura e composicéo da
matriz, por isso € fundamental o conhecimento das propriedades dos compostos de
interesse e seu comportamento frente a diferentes solventes, quando estes sao
empregados (KOTOVICZ, 2014).

Alguns parametros podem influenciar a qualidade do extrato, como o 6rgao da
planta utilizada, o solvente empregado e o procedimento da extracao (TIWARI et al.,
2011). Também é ideal que o processo de extragdo seja econbmico, assim alguns
fatores devem ser avaliados antes da inicializagdo do mesmo:

e A matéria-prima deve ser feita de forma que o extrato consiga ser dissolvido
pelo solvente em pouco tempo;

¢ Dificilmente é possivel escolher o solvente ideal, mas algumas caracteristicas
devem ser atentamente analisadas para que o processo seja viavel (PINELO
et al. 2004). O solvente deve ser escolhido pela seletividade, tenséo

interfacial, viscosidade, estabilidade, reatividade, toxicidade e custos.

e Altas temperaturas sdo interessantes, pois geram um aumento da solubilidade
do soluto no solvente, poréem podem resultar na degradagado de compostos
termo sensiveis;

e A capacidade que as substancias possuem de se misturar depende da
composic¢ao e da posi¢ao do soluto no material s6lido;

e A umidade da planta, pois a agua pode “disputar” com o solvente pela
dissolucéo do soluto comprometendo a taxa de transferéncia de massa.

Deste modo, novas técnicas estdo sendo desenvolvidas com o intuito de

diminuir o tempo de extragdo, o consumo de solventes e ainda melhorar o
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rendimento e qualidade do extrato. Entre estas, pode-se citar maceracao, turbdlise,
com o auxilio de enzimas e ainda a utilizagdo de solventes menos agressivos
(BARBA et al., 2016; BESSA et al., 2017).

3.4.1 Extracao por Maceragao

A maceragado é uma técnica de extragdo a frio em que a parte da planta
utilizada e o solvente sao colocados em um recipiente fechado e permanecem em
temperatura ambiente durante um periodo prolongado, sob agitagdo ocasional e
sem renovacéo do liquido extrator (MEREGALLI, 2017).

No inicio do processo o solvente entra nos capilares da matéria-prima e
dissolve o extrato produzindo uma solugdo de alta concentragdo. Por causa da
difusdo uma mudanca da concentracao entre a solugdao no material da extracéo e a
solucdo que cerca as particulas continuas ocorre. Ao final do processo da extracao
uma determinada quantidade da solucao (que consiste de uma mistura de solvente e
soluto extraido) é retida ainda nas particulas continuas. Esta € a razdo pela qual,
praticamente nenhuma extragdo completa é possivel (GAMSE, 2002).

As vantagens deste processo estdo no baixo custo operacional e de capital,
pois utiliza geralmente equipamentos simples e temperaturas proximas a ambiente
(KOTOVICZ, 2014). Entretanto, possuem desvantagens como elevados tempos para
se alcangar a concentracdo maxima do composto de interesse, grande demanda de
solvente e degradacao térmica devido ao tempo elevado de processo (WANG;
WELLER, 2006).

3.4.2 Extracao por Turbdlise

A turboextracdo, ao contrario da maceragao € um processo de extracao fisico
que facilita o rompimento da parede celular das células vegetais favorecendo a
rapida extracdo de metabdlitos secundarios sensiveis a solventes organicos
apolares (SERRANO et al., 2013).

Assim, essa técnica é baseada na extragdo com agitagdo e redugdo
simultdnea do tamanho de particula por meio da aplicacdo de uma forca de
cisalhamento que promove a ruptura das células vegetais. A ruptura das células
vegetais leva a dissolugdo das substancias ativas no meio extrator, esgotando,
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assim, em questdo de segundos, quase que completamente a droga vegetal
(MARTINS et al., 2017).

3.4.3 Extragcao com Enzima

De acordo com Azmir et al. (2013), a utilizagdo de enzimas no processo de
extracdo libera os compostos da planta e aumenta o rendimento do processo. Estas
enzimas especificas como as celulases, amilases e pectinases auxiliam na extragao
pois realizam a hidrolise da parede celular, liberando os compostos presentes.

As enzimas celulases s&o responsaveis pela degradagdo da celulose,
principal composto presente nas células vegetais. A celulose (Figura 3) € um
polissacarideo formado por varias unidades de glicose unidas entre si através de
ligagcdes quimicas. As celulases realizam a quebra das ligagbes quimicas existentes

entre as unidades de glicose que formam a celulose (ZANCHETTA, 2013).

Figura 3 - Estrutura quimica da celulose
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Fonte: (HENRIQUE, 2014)

Trés enzimas fazem parte do grupo das celulases, as quais recebem os

nomes de endoglucanases, exoglucanases e beta-glicosidases (Figura 4).

Figura 4- Agao das celulases sobre a molécula de celulose
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Fonte: (OGEDA; PETRI, 2010).
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A quantidade da enzima celulase € um fator importante no processo. Quando
se aumenta a concentragcdo de enzima aumenta-se o rendimento da extracao,
porém compromete-se a viabilidade econdmica do processo, uma vez que o custo
da enzima ainda € um fator limitante desta tecnologia (LAROZE; SOTO; ZUNIGA,
2010).

Além da escolha mais adequada do tipo e da concentragdo da enzima a ser
utilizada, deve-se considerar alguns parametros como pH, temperatura, tamanho
das particulas, agitagdo, proporcédo sélido/liquido e tempo de hidrélise pois as
condigbes utilizadas no processo influenciam o rendimento da extracdo (XU;
CHANG, 2014).
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4 METODOLOGIA

4.1 Material vegetal

As folhas secas e rasuradas de M. glomerata (lote: GUP190201 e
GUP180701) foram fornecidas pela empresa Sustentec, as mesmas foram
armazenadas em local seco e protegidas da luz.

De acordo com o certificado de analise o lote GUP190201 apresenta 0,4% de
cumarina e 5,52% de umidade e o GUP180701 0,6% de cumarina e 3,74% de
umidade. Os dados referentes ao acido o-cumarico ndo sao fornecidos pelo

certificado.

4.2 Determinagao da cumarina e do acido o-cumarico

Para determinar o teor de cumarina e do acido o-cumarico utilizou-se como
base a metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira 5%d., 2010. As analises
foram realizadas com cromatégrafo (Thermo Scientific, Ultimate 3000 UHPLC*
focused) acoplado ao detector de UV-Vis (VWD-3400RS), bomba quartenaria (LPG-
3400SD), forno (TCC-3400RS) e sistema de injegdo manual (20uL). Foram
acompanhados os seguintes comprimentos de onda: 220 nm, 254 nm, 280 nm e 340
nm, coluna C18, Zorbax Eclipse XDB (250 mm x 4,6 mm x 5 ym), temperatura de
25°C, com fase movel composta por metanol (grau CLAE, J. T. Baker) e agua
acidificada (acido fosférico 0,1%, v/v) pH proximo de 2, em um fluxo de 1,2 mL min™’
(Tabela 1).

Tabela 1 - Tempo e % dos solventes da fase movel utilizados nos métodos de extragdo da M.

glomerata
Tempo (min) MeOH (%) Agua acidificada (%)
0 47 53
10 47 53
11 95 5
20 95 5
22 47 53
30 47 53

Fonte: A autora
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Para a analise quantitativa da cumarina e do acido o-cumarico utilizou-se o
meétodo padréao externo, sendo o tempo de retencdo da cumarina = 6 min e do acido
o-cumarico = 7 min. Este método permitiu comparar a area da cumarina e do acido
o-cumarico obtido nos cromatogramas das amostras de guaco com as areas obtidas
pelas solugbes do padrao de cumarina, PhytolLab, lote: 2542 de concentragbes
conhecidas, iguais a (0,001-0,05 mg mL™") (Figura 5) e do &cido o-cumarico
PhytoLab, lote: 4341 de concentragdes conhecidas, iguais a (0,004-0,05 mg mL™")
(Figura 6).

Figura 5- Curva de calibragao utilizada para determinagdo de cumarina em extratos de guaco
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Figura 6- Curva de calibragao utilizada para determinagao de acido o-cumarico em extratos de
guaco
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4.3 Extracao da cumarina e do acido o-cumarico por maceragao

Pesou-se 5 g de M. glomerata (lote: GUP180701) e preparou-se extratos de
25 mL de alcool etilico nas concentragdes conforme apresentado na Tabela 2.
Colocou-se o0s extratos em uma mesa agitadora, a temperatura ambiente e
submetidos a agitagdo 120 rpm com tempo determinado (Tabela 2), durante o
periodo de 4 e 7 dias, protegidos da luz, adaptado da Farmacopéia Brasileira 5%d.
(2010).

Tabela 2 - Planejamento experimental da extragao de guaco por maceragao nas concentragoes

50, 70 e 90% de alcool etilico e diferentes tempos de agitagao

Concentragcao(%) Tempo(min)

50 60
50 90
50 120
70 30
70 60
70 90
70 120
90 30
90 60
90 90
90 120

Fonte: A autora

ApoOs agitacao, filtrou-se o material em papel filtro e transferiu-se a amostra
para um baldo de 10 mL, sendo 2 mL de extrato, 1 mL de agua mili-Q e
completando-se com metanol. Em seguida filtrou-se em seringa PVDF (25 mm x
0,45 pm) e analisou-se o extrato diretamente por cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

Realizou-se 0 mesmo procedimento experimental durante o periodo de 7 dias
com a amostra de M. glomerata (lote: GUP190201).
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4.4 Identificagcao da cumarina e do acido o-cumarico nas amostras

Preparou-se uma amostra da extracdo por maceragao em um baldo de 10
mL, sendo 2 mL de extrato, 1 mL de agua mili-Q e completou-se com metanol. Em
seguida filtrou-se com filtro de seringa PVDF (25 mm x 0,45 ym) a amostra e
analisou-se o extrato diretamente por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Com a
mesma amostra preparou-se um extrato com adicdo do padrdo de cumarina e acido
o-cumarico e analisou-se por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Apds, analisou-

se apenas o padrao de cumarina e de acido o-cumarico.

4.5 Extracao da cumarina e do acido o-cumarico por turbdlise

Pesou-se 5 g de M. glomerata (lote: GUP190201) e preparou-se extratos de
25 mL por trituragdo utilizando o equipamento Turratec modelo: Tecnal TE-102,
submetido a agitacdo 18.000 rpm conforme o planejamento experimental estatistico
presentado na Tabela 3. Utilizou-se o software Statistica versdo 10 e os

experimentos foram realizados em triplicata.

Tabela 3 - Planejamento experimental da extragao por turbélise de cumarina e acido o-

cumarico com as variaveis nao codificadas e codificadas

Tempo (min)  Concentragao (%)

1(-1) 50 (-1)
3(0) 50 (-1)
5(1) 50 (-1)
1(-1) 70 (0)
3(0) 70 ( 0)
5(1) 70 ( 0)
1(-1) 90 (1)
3(0) 90 (1)

5(1) 90 (1)

Fonte: A autora
Apdés agitacao filtrou-se o material em papel filtro e transferiu-se a amostra
para um baldo de 10 mL, sendo 2 mL de extrato, 1 mL de agua mili-Q e
completando-se com metanol. Em seguida filtrou-se em seringa PVDF (25 mm x
0,45 ym) e analisou-se o extrato diretamente por cromatografia liquida de alta

eficiéncia.
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4.6 Extracao da cumarina e do acido o-cumarico utilizando enzima

Pesou-se 1 g de M. glomerata (lote: GUP190201) e preparou-se extratos com
10 mL de solugao tampéao. Os valores de pH da solugdo tampéao, a quantidade da
enzima celulase, tempo de agitagéo e a temperatura utilizados foram de acordo com
o planejamento experimental apresentado na Tabela 4, obtidos com o software

Statistica versao 10.

Tabela 4-Planejamento experimental para a extragdao da cumarina e do acido o-cumarico de M.
glomerata utilizando enzima celulase com as variaveis nao codificadas e codificadas

pH Temperatura (°C) Tempo (min) Enzimas(U mg™)
5(-1) 30 (-1) 30 (-1) 3(1)
5(-1) 30 (-1) 30 (-1) 1(-1)
5(-1) 30 (-1) 90 (1) 3(1)
5(-1) 30 (-1) 90 (1) 1(-1)
5(-1) 60 (1) 30 (-1) 3(1)
5(-1) 60 (1) 30 (-1) 1(-1)
5(-1) 60 (1) 90 (1) 3(1)
5(-1) 60 (1) 90 (1) 1(-1)
7(1) 30 (-1) 30 (-1) 3(1)
7(1) 30 (-1) 30 (-1) 1(-1)
7(1) 30 (-1) 90 (1) 3(1)
7(1) 30 (-1) 90 (1) 1(-1)
7(1) 60 (1) 30 (-1) 3(1)
7(1) 60 (1) 30 (-1) 1(-1)
7(1) 60 (1) 90 (1) 3(1)
7(1) 60 (1) 90 (1) 1(-1)
4,4(-1,66) 45 (0) 60 (0) 2(0)
7,5(+1,66) 45 (0) 60 (0) 2(0)
6 (0) 68 (+1,66) 60 (0) 2(0)
6 (0) 21(-1,66) 60 (0) 2(0)
6 (0) 45 (0) 13(-1,66) 2(0)
6(0) 45 (0) 106 (+1,66) 2(0)
6(0) 45 (0) 60 (0) 0,4(-1,66)
6(0) 45 (0) 60 (0) 3,5(+1,66)
6 (0) 45 (0) 60 (0) 2(0)
6 (0) 45 (0) 60 (0) 2(0)
6 (0) 45 (0) 60 (0) 2(0)

Fonte: A autora
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Apds, adicionou-se os extratos em um banho de gelo durante 10 min. Em
seguida, adicionou-se em cada extrato 23 mL de alcool etilico 99% e colocou-se em
uma mesa agitadora, a temperatura ambiente e submetidos a agitagdo 120 rpm com
tempo determinado de 60 min. Filtrou-se o material com papel filtro e preparou-se a
amostra em um baldo de 10 mL, sendo 2 mL de extrato e completou-se com uma
solugdo metanol e agua 50%. Em seguida filtrou-se com filtro de seringa PVDF (25
mm x 0,45 ym) a amostra e analisou-se o extrato diretamente por cromatografia

liquida de alta eficiéncia.

4.7 Analise estatistica
Realizou-se analise estatistica aplicando o software Statistica versdo 10 nos
experimentos referentes a extragdo da cumarina e do acido o-cumarico por turbdlise

utilizando enzima celulase.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificagao da cumarina e do acido o-cumarico nas amostras

Para a analise da concentracdo de cumarina e acido o-cumarico utilizou-se a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com tempo total de 30 minutos, uma
vez que a matriz € uma mistura complexa de varios componentes. Segundo Melo e
Sawaya (2015) o tempo de analise destas sustancias podem variar de 10 a 30
minutos, dependendo do tipo e comprimento da coluna utilizada. Este tempo é
necessario para poder separar os metabdlitos secundarios e determinar seus
tempos de retengao para posterior identificacao.

Deste modo, realizou-se a analise cromatografica da amostra de M.
glomerata, do padrao de cumarina e acido o-cumarico e da amostra com adigao de
padrdo, nos seguintes comprimentos de onda: 280 nm, 340 nm, 220 nm, 254 nm,
porém o que apresentou uma melhor resposta foi o comprimento de 280 nm, assim
0s seguintes cromatogramas seguem este comprimento.

Na Figura 7, apresenta-se o cromatograma da amostra de M. glomerata no

comprimento de onda de 280nm.

Figura 7 - Cromatograma da amostra de M. glomerata no comprimento de onda de 280nm
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Fonte: A autora

Na Figura 8, o cromatograma do padrdo da cumarina e do acido o-cumarico

no comprimento de onda de 280nm.
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Figura 8 - Cromatograma dos padrées de cumarina e acido o-cumarico no comprimento de
onda de 280 nm
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Fonte: A autora

Na Figura 9 o cromatograma da amostra de M. glomerata com adicédo de

padrao da cumarina e do acido o-cumarico no comprimento de onda de 280 nm.

Figura 9 - Cromatograma da amostra de M. glomerata com adigao de padrao de cumarina e
acido o-cumarico no comprimento de onda de 280nm
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Fonte: A autora

Assim, ao sobrepor os cromatogramas conforme a Figura 10, verifica-se que

os cromatogramas seguem o padrdao de cumarina e acido o-cumarico, ou seja, o0
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tempo de retengcdo da cumarina (= 6 min) e do acido o-cumarico (= 7 min) é o

mesmo nas amostras.

Figura 10 - Cromatograma do padrao de cumarina e de acido o-cumarico, cromatograma da
amostra de M. glomerata e o cromatograma da amostra M. glomerata com adi¢ao de padrao
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Fonte: A autora

Legenda: Cromatograma rosa: padréo (cumarina e acido o-cumarico); cromatograma preto:

amostra de M. glomerata; cromatograma azul: amostra fortificada com padrao (cumarina e

acido o-cumarico).

Deste modo, os cromatogramas obtidos para identificacdo da cumarina e do

acido o-cumarico auxiliam na quantificacdo dos metabolitos secundarios de

interesse presentes nas amostras de M. glomerata.

5.2 Extragao da cumarina e do acido o-cumarico por maceragao

A partir das equacbes da reta da cumarina e do acido o-cumarico

apresentadas no item 4.3, obteve-se os valores dos teores de cumarina e acido o-

cumarico dos extratos por maceracao de M. glomerata (lote: GUP180701) durante 4

e 7 dias. Os mesmos sao apresentados na Tabela 5.




29

Tabela 5 -Teor de cumarina e acido o-cumarico (g 100mL'1) em extratos de M. glomerata
obtidos por maceragao durante 4 e 7 dias em diferentes tempos de agitagao

Concentracao Tempo  Teor 4 dias (g 100mL™) Teor 7 dias (g 100mL™)
(%) (min) cumarina  o-cumarico  cumarina  o-cumarico
50 30 0,053 0,014 0,062 0,018
50 60 0,069 0,017 0,064 0,018
50 90 0,052 0,013 0,062 0,019
50 120 0,060 0,016 0,069 0,019
70 30 0,083 0,016 0,081 0,020
70 60 0,099 0,021 0,088 0,020
70 90 0,097 0,021 0,112 0,024
70 120 0,100 0,023 0,103 0,022
90 30 0,070 0,008 0,071 0,008
90 60 0,074 0,007 0,069 0,007
90 90 0,066 0,007 0,077 0,007
90 120 0,050 0,004 0,074 0,004

Fonte: A autora

Ao comparar os teores de cumarina e de acido o-cumarico da Tabela 5,
observa-se que no periodo de 7 dias houve uma maior extracdo. Neste tipo de
extragdo quanto maior for o tempo de contato da planta com o solvente mais
completa sera a extragdo, pois sera dada mais oportunidade de ocorrer um maior
fluxo de difusdo do solvente por meio da parede celular da droga contribuindo para
equilibrar a concentracio de ativos dentro e fora dos seus tecidos.

Com isso, realizou-se a extracdo dos metabolitos secundarios utilizando a
amostra de M. glomerata lote: GUP190201 durante o periodo de 7 dias. Na Tabela

6, apresenta-se os teores de cumarina e de acido o-cumarico nas amostras.
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Tabela 6 -Teor de cumarina e de acido o-cumarico (g 100mL'1) em amostras de M. glomerata

(lote: GUP190201) em preparo de extratos por maceragao durante 7 dias em diferentes tempos

de agitacao
Concentragéo (%) Tempo Teor (g 100mL™)
(min) cumarina | o-cumarico
50 30 0,056 0,008
50 60 0,057 0,008
50 90 0,055 0,007
50 120 0,049 0,006
70 30 0,064 0,009
70 60 0,070 0,010
70 90 0,052 0,007
70 120 0,067 0,009
90 30 0,066 0,008
90 60 0,061 0,008
90 90 0,043 0,006
90 120 0,049 0,006

Fonte: A autora

A concentragao de 70% apresentou um maior teor de cumarina e de acido o-
cumarico conforme apresentado nas Tabelas 5 e 6. Assim, para obter um extrato
com maior teor em principio ativo, a planta M. glomerata deve ser submetida a uma
mistura hidroalcodlica a 70% em um periodo de 7 dias, conforme recomendado pela
farmacopeia.

Em relagdo ao tempo de agitagcdo, podemos observar que 0 mesmo
apresentou algumas divergéncias, ou seja, se comparar os tempos nao houve
diferenca.

Baseando-se nos resultados obtidos, fez-se uma analise de comparacao
entre os lotes, ambos obtiveram a melhor extragdo na concentragédo de 70 % de
alcool etilico. Devido a diferenca dos lotes ha uma divergéncia na quantidade de teor
de cumarina e de acido o-cumarico, isso justifica-se devido aos dados fornecidos
pelo certificado de analise dos lotes.

De acordo com esses dados, a porcentagem de recuperagcédo do lote
GUP180701 foi de 66,9% e do lote GUP190201 foi de 68,5 %, ou seja, o lote
GUP190201 houve uma maior porcentagem de recuperagao de cumarina.
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5.3 Extragcao da cumarina e do acido o-cumarico por turbdlise

Nessa técnica, a extracdo ocorre, concomitantemente, com a reducido do
tamanho da particula, resultado da aplicagao de elevadas forgas de cisalhamento. A
reducdo drastica do tamanho de particula e o consequente rompimento das células
favorecem a rapida dissolucdo das substancias, resultando em tempos de extragao
da ordem de minutos e o quase esgotamento da droga (SIMOES et al., 2010). Com
este método de extragdo obteve-se os extratos de M. glomerata lote: GUP190201 e

analisou-os. Os resultados sédo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Dados do teor (g mL™) de cumarina e acido o-cumarico em extratos de M. glomerata

utilizando extragao por turbdlise em diferentes tempos de agitacao

Tempo (min) Concentragao (%) Teor g mL™" (média+D.P)

cumarina o-cumarico
1 50 0,057 £ 0,001 0,008 + 0,001
3 50 0,076 £ 0,001 0,007 + 0,001
5 50 0,064 £ 0,006 0,008 + 0,006
1 70 0,069 £ 0,009 0,007 £ 0,009
3 70 0,055 £ 0,004 0,007 + 0,004
5 70 0,076 £ 0,008 0,013 £ 0,008
1 90 0,025 £ 0,007 0,003 £ 0,007
3 90 0,055 £ 0,004 0,003 + 0,004
5 90 0,019+ 0,000 0,002 + 0,000

Fonte: A autora

A partir dos dados apresentados na Tabela 7, realizou-se uma analise
estatistica dos mesmos no software Statistica verséo 10.

Deste modo, o coeficiente de determinagao (R?) para o modelo de segunda
ordem para a cumarina foi de 0,67, indicando que o modelo explica 67 % da
variacdo dos dados observados. E para o acido o-cumarico (R?) 0,80, assim 80 %
dos dados sao explicados.

Com isso, verificou-se qual fator é significativo para a extracdo da cumarina

no diagrama de Pareto (Figura 11).
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Figura 11- Diagrama de Pareto da cumarina para efeito da concentragao e do tempo

(2)concentragdo(L) --5,4&
concentragdo(Q) -3,07275
tempo(Q) -1,71909
tempo e concentracdo -,881579
{(1)tempo(L) 4245011
p=.05

Fonte: A autora

Assim, apenas a concentracao € significativa apresentando efeito linear (L) e
quadratico (Q) de acordo com o diagrama de Pareto. Deste modo, como ha um
termo quadratico estatisticamente significativo, € possivel concluir que a superficie
de resposta contém curvatura (Figura 13). O tempo de extragcdo geralmente é
importante nos processos extrativos de medicamentos a base de plantas, pois
podem alterar a cinética da remogao ativa da matriz da planta por deslocamento de
equilibrio. No entanto, a turbdlise é uma extracdo de alta energia que requer tempo
reduzido. Provavelmente esse fator n&o foi significativo devido aos curtos tempos de
extracdo (MARTINS et al., 2017).

Na Figura 12 apresenta-se o diagrama de Pareto do acido o-cumarico.

Figura 12 - Diagrama de Pareto do acido o-cumarico para efeito da concentragao e do tempo

(2)concentracdo(L) --6,65733 1

-5,90488

concentragdo(Q)

(1)tempo(L) 2,219111
tempo(Q) 2.034454
Tempo e concentragdo -,543569

p=.05

Fonte: A autora
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Observa-se que a concentragéo (Q) e o tempo (L) influenciam na extragdo do
acido o-cumarico na espécie de M. glomerata utilizando como método a turbdlise,
assim, como apresenta-se na Figura 14, um grafico de superficie com curvatura,
devido a concentragao ser quadratica.

Para verificar em qual concentragcdo ha maior teor de cumarina no processo
de extracdo por turbdlise da M. glomerata plotou-se o grafico de superficie (Figura
13).

Figura 13 - Grafico de superficie representagio da influéncia do tempo e da concentragio de
solvente na extragao de cumarina

LR s

B - 0.07
Bl < 0.07
B <006
I < 0.05
[ 1<0.04
I < 0.03
Bl <002
001

Fonte: A autora

Ao analisar a Figura 13 o modelo sugere que a maior extragdo de cumarina
ocorreria no tempo de 3,35 min e na concentragao 59% de alcool etilico.
No grafico de superficie (Figura 14) é possivel avaliar a influéncia do tempo e

da concentracao de solvente para a extracdo do acido o-cumarico.
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Figura 14 - Grafico de superficie representagio da influéncia do tempo e da

concentragao de solvente na extragido do acido o-cumarico

Il - 0,01
I = 0,01
I < 0,008
[1<0,006
[ < 0,004
I < 0,002
-0

Fonte: A autora

De acordo com a Figura 14, no tempo de 5 min e na concentragédo 63 % de
alcool etilico foi possivel extrair uma maior quantidade de acido o-cumarico.
Deste modo, observa-se na Tabela 8 os valores 6timos da extracdo por

turbdlise.

Tabela 8 - Valores 6timos previstos para tempo de turbodlise e concentragao de solvente para a

extragao de cumarina e do acido o-cumarico em M. glomerata

Fatores Valores Criticos Valores Otimos (4cido o-
(cumarina) cumarico)
Tempo (min) 3,35 5,00
Concentragéo (%) 59 63

Fonte: A autora

Por meio desses dados, preparou-se quatro extratos na concentracdo de 59
% de alcool etilico grau analitico com tempo determinado de 3,35 min seguidos a

temperatura ambiente. Os dados apresentam-se na Tabela 9.
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Tabela 9 - Média dos extratos no valor considerado 6timo

Tempo (min) Concentragéo (%) Teor(médiazD.P) Teor(médiatD.P)
(cumarina) (acido o-cumarico)
3,35 59 0,075+0,001 0,008+0,001

Fonte: A autora

Em relagdo a porcentagem de recuperagcdo deste método de extragao foi de
74,4 % conforme o certificado de analise. Assim, pode-se considerar um método de
extragao eficiente para cumarina e acido o-cumarico em M. glomerata, pois devido a
trituracdo e homogeneizagao constante da droga vegetal e do solvente resulta em
grandes rendimentos dos extratos (MARQUES; VIGO, 2009).

5.4 Extragao da cumarina e do acido o-cumarico utilizando enzima
No total efetuou-se 28 experimentos os resultados sdo apresentados na
Tabela 10.

Tabela 10 - Teor de cumarina e de acido o-cumarico para a extragao de M. glomerata utilizando
enzima celulase

pH Temperatura Tempo Enzimas Teor cumarina Teorcumarico
(°C) (min) (Umg™) (g 100mL™") (g 100mL™"
5 30 30 3 0,014 0,002
5 30 30 1 0,015 0,002
5 30 90 3 0,013 0,002
5 30 90 1 0,014 0,002
5 60 30 3 0,015 0,002
5 60 30 1 0,016 0,002
5 60 90 3 0.015 0,002
5 60 90 1 0,016 0,002
7 30 30 3 0,015 0,002
7 30 30 1 0,015 0,002
7 30 90 3 0,015 0,001
7 30 90 1 0,013 0,002
7 60 30 3 0,016 0,002
7 60 30 1 0,013 0,001
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pH Temperatura Tempo Enzimas Teor cumarina Teorcumarico
(°C) (min) (Umg™) (g 100mL™" (g 100mL™"

7 60 90 3 0,014 0,002

7 60 90 1 0,014 0,002
4.4 45 60 2 0,016 0,002
7,5 45 60 2 0,015 0,002

6 21 60 2 0,016 0,002

6 45 13 2 0,015 0,002

6 45 106 2 0,015 0,002

6 45 60 0,4 0,014 0,002

6 45 60 3,5 0,014 0,002

6 30 30 1 0,015 0,002

6 60 90 3 0,015 0,002

6 45 60 2 0,015 0,002

6 45 60 2 0,015 0,002

6 45 60 2 0,014 0,002

Fonte: A autora

Podemos observar que a extracdo maxima de cumarina foi de 0,016 (g 100
mL") e de &cido o-cumarico 0,002 (g 100 mL™"). Assim, calculou-se os valores do
coeficiente de correlacdo em uma equagao de segunda ordem.

Y=0,017- 0,00056E? - 0,000029pH.T + 0,00056pH.E

Com os resultados do planejamento experimental apresentados na Tabela 10,
o coeficiente de determinagdo (R?) e a andlise de variancia — ANOVA foram
utilizados para verificar a qualidade do ajuste dos modelos aos valores
experimentais. Sendo (R?) 0,71, indicando que o modelo de segunda ordem explica
71% da variacdo dos dados observados para a extracdo da cumarina nas amostras
de M. glomerata. Em relacédo ao coeficiente de determinagcédo do acido o-cumarico o
mesmo foi de 0,55, ou seja, apenas 55% da variagdo dos dados sao explicados.

De acordo com a ANOVA para a extragao da cumarina, quanto menor o valor
de p mais significativo o coeficiente correspondente. Assim sendo, os fatores
significativos foram a enzima, pH em relagcdo a enzima e pH em relagédo a
temperatura, conforme apresentado na Figura 15 no diagrama de Pareto. Para o

acido o-cumarico nao houve valores significativos nesse experimento, assim sendo,



considera-se apenas a cumarina como principal metabdlito secundario da M.

glomerata para fins de analise

Figura 15 - Diagrama de Pareto para a extragao utilizando enzima da cumarina na amostra de

pH e enzima
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Fonte: A autora

A partir do diagrama de Pareto afirma-se que os fatores como pH, quantidade
de enzima e temperatura contribuiram significativamente para a extragdo da
cumarina.

No grafico de superficie resposta € possivel avaliar os efeitos das variaveis
independentes na eficiéncia da extracdo de cumarina mantendo o tempo e a

temperatura constantes. Na Figura 16 os efeitos da enzima em relagéo ao pH.

Figura 16 - Grafico de superficie representacio da influéncia do pH e da enzima na extragao de
cumarina
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0012
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Fonte: A autora
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Deste modo, observa-se na Figura 16 que houve um maior teor de cumarina
no pH 7 e a quantidade de enzima em 2,5. Assim, o valor considerado 6timo para
cada fator apresenta-se na Tabela 11, ou seja, as condi¢gdes consideradas ideais

para extrair melhor a cumarina do guaco.

Tabela 11 - Valor considerado é6timo da extragdao de M. glomerata utilizando enzima celulase

Tempo (min) Ph Temperatura (°C) Enzima (U mg™)
34,8 6,7 49,8 24

Fonte: A autora

Com isso, realizou-se a extracdo com os valores considerados 6timos, o

resultado apresenta-se na Tabela 12.

Tabela 12 - Teor de cumarina da extragao de M. glomerata utilizando enzima celulase do valor

considerado 6timo

Tempo (min) pH Temperatura (°C) Enzima (Umg")  Teor(g 100mL™)
34,8 6,7 49,8 24 0,016

Fonte: A autora

Isso mostrou-se que ha uma relagao entre os valores observados e os valores

preditos conforme observa-se na Figura 17.

Figura 17 - Grafico dos valores observados e dos valores previstos da extragido de M.
glomerata utilizando enzima celulase
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Fonte: A autora
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Em relagdo a porcentagem de recuperacédo deste método de extragéo foi de
97% conforme o certificado de analise do lote (GUP190201) h&a 0,4% de cumarina e
5,52% de umidade a cada 100g de guaco. Isso se justifica, pois as enzimas
hidrolisam os componentes da parede celular e, consequentemente, ocorre a
liberacdo de compostos bioativos, 0 que promove o aumento recuperacdo destes
compostos a partir da matriz vegetal (PINELO; ARNOUS; MEYER, 2006).

Com isso, a utilizagdo de enzimas no processo de extracdo apresenta mais
vantagens em relagdo aos métodos de extragdo convencionais, pois oferece maior
rendimento e menor gasto de tempo na extragdo, o produto final apresenta maior
qualidade devido a auséncia de residuos de solventes e baixo consumo de energia.

No entanto, essa € uma técnica que apresenta limitagdes, devido ao elevado
custo para o processamento de grandes volumes de matéria-prima, a disponibilidade
de preparacdes enzimaticas que ndo podem hidrolisar completamente as paredes

celulares de vegetais, a dificuldade do uso em escala industrial (BAIANO, 2014).
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que estudos na area de extragao
de plantas medicinais sdo fundamentais para a obtencado de produtos de qualidade,
uma vez que a escolha do método € fundamental para aumentar a extracdo de
principios ativos.

Assim, ao comparar os trés métodos de extracdo realizados, o método
utilizando enzima celulase foi o0 mais eficiente na extragdo da cumarina na amostra
de M. glomerata, com isso, esse processo de extragao € uma técnica aconselhavel
para essa extragao, sendo que oferece muitas vantagens, como alto rendimento de
extracdo, alta reprodutibilidade em tempos mais curtos, contudo o custo da enzima
ainda é um fator limitante desta tecnologia.

O segundo método de extragao mais eficiente foi a extragéo por turbdlise, isso
justifica-se pois esse processo reduz o tamanho da particula e o consequentemente
rompe as células, assim ha uma rapida dissolugao das substancias, resultando em
tempos de extragcao rapidos, assim sendo os meétodos n&o convencionais tornam-se
interessantes para a rotina do controle de qualidade industrial, visando a obtencao
de medicamentos fitoterapicos padronizados.

Em relagdo ao terceiro método (maceragéo), também foi possivel extrair os
metabolitos secundarios de interesse presentes na amostra de M. glomerata, porém
em menor quantidade comparado aos dois outros métodos realizados. Assim, pode-
se substituir o processo de extracdo por maceragao indicado na Farmacopeia por
processos de extracdo mais rapidos e eficientes, como a turbdlise ou através da

extracdo com auxilio de enzimas.
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