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RESUMO GERAL

Introducgéo

Arctium lappa L. é uma planta comestivel e com propriedades medicinais, que
pertence & familia Asteraceae, sendo comumente conhecida como bardana (Yosri et al.,
2023), cultivada em diversos paises. Em sua composicao os polissacarideos se destacam
como componentes majoritarios, associados aos efeitos benéficos a saude (Chang et al.,
2009; Zhang et al., 2019). A literatura apresenta dados sobra a avaliagdo da capacidade
anti-inflamatoria de frutanos da bardana (Wang et al., 2019; Zhang et al., 2020), além
da sua atividade antioxidante e propriedades prebi6ticas (Li et al., 2008, 2021; Tian et
al., 2019).

Os frutanos séo definidos como misturas heterogéneas, de frutose e glicose, com
diferentes graus de polimerizacéo e diversas estruturas quimicas. Esses carboidratos sdo
divididos em grupos com base em suas ligacOes, ou seja, inulina, levanos, frutanos
ramificados (graminanos), neosérie da inulina e neosérie de levanos (Cotrim Ribeiro et
al., 2022; Verma et al., 2021). Os carboidratos ndo digeriveis sdo considerados
prebioticos sendo os frutanos, juntamente com os galactanos, 0s Unicos que possuem
efeitos comprovados em estudos em humanos (Pohlentz et al., 2022; Scott et al., 2020).

O frutano tipo inulina vém sendo cada vez mais utilizado na tecnologia de
alimentos (Barros e Franco, 2022; Konar et al., 2018; Ngamlerst et al., 2023; Sirbu e
Arghire, 2017). Com a tendéncia da busca por alimentos naturais e funcionais, que
oferecem beneficios ao hospedeiro, visando um envelhecimento saudavel, e
consequente aumento do numero de consumidores conscientes nos ultimos anos, tem-se
enfatizado compostos naturais que oferecam beneficio a saide humana (Akal, 2022).

Compostos como os frutanos, podem ser considerados um aditivo multi-funcional,
sendo o conhecimento de novas fontes, bem como os melhores metodos para sua
obtencdo, fundamentais para ampliar a gama de produtos alimenticios nos quais podem
ser aplicados (Romano et al., 2018).

Objetivos

O objetivo desse estudo foi apontar alguns métodos de extracdo, a composicao de
monossacarideo, as caracteristicas estruturais e atividades bioldgicas de ALPS, para que
essas informacdes de forma condensada facilitem a definicdo de estudos futuros. E
também caracterizar e avaliar como diversos métodos de extracdo — infuséo
convencional em temperatura ambiente, quente e ultrassom — afetam a estrutura e as
propriedades reoldgicas, com foco na identificacdo das caracteristicas funcionais com
maior potencial para processamento industrial e tecnologico.

Material e métodos

Foi realizada uma revisdo integrativa, sendo analisados trabalhos que abordavam
0s métodos de extracdo, a composicdo de monossacarideos, as caracteristicas estruturais
e atividade bioldgica dos ALPS, os estudos foram escolhidos por meio da analise dos
titulos, revisdes e respectivos resumos. Foram descartadas as publicacdes repetidas e
artigos ndo relevantes.

Para a avaliacdo e caracterizacdo dos diferentes métodos de extracdo a bardana
fresca foi obtida em feira local na cidade de Maringa- Parana, a bardana foi higienizada,
utilizando &gua corrente e entdo descascada manualmente.

O frutano da bardana foi extraido conforme descrito por Zhang et al. (2016), com
pequenas modificacdes. Bardana fresca foi homogeneizada em liquidificador industrial,
com agua destilada na proporcéo 1:15 (p/v), por 5 min a temperatura ambiente (25 °C).



A mistura foi filtrada com tela de poliéster e o extrato foi coletado. Para a precipitacdo
do frutano foram adicionados 3 volumes de etanol P.A. ao extrato, sendo essa solugéo
mantida em refrigeracdo a 6 °C por 24 h. Apds o repouso, 0 contelido passou por uma
centrifugacdo a 3000xg por 20 minutos e a fragdo precipitado foi coletada.

Para a extracdo a quente, a bardana fresca foi fatiada, e a extragdo a quente
realizada sob refluxo com agua destilada 1:15 (p/v) a 100 °C/ 2 h, esse procedimento foi
repetido trés vezes. O extrato aquoso foi evaporado em um rotaevaporador (Fisatom,
modelo 801, S&o Paulo, SP, Brasil) e os frutanos foram precipitados com 3 volumes de
etanol P.A., e mantidos em refrigeracdo (6 °C) por 24 h. A fracdo precipitada foi obtida
por centrifugacdo a 3000xg por 20 minutos (Caleffi et al., 2015).

Para extracdo assistida por ultrassom a bardana fresca foi fatiada e submetida a
extracdo por ultrassom Ultronique (modelo QR500), na frequéncia fixa de 20 kHz,
equipado com uma sonda de titanio de 13 mm de didmetro e uma célula envidracada
com volume de 250 mL conectada a um banho termostatico (Quimis, modelo Q214M2).
Sendo a &gua utilizada como solvente (1:15 p/v), uma poténcia ultrassénica de 158 W,
tempo de extracdo de 83 minutos e temperatura de 50 °C (Jiang et al., 2019). Ao extrato
obtido foram adicionados 3 volumes de etanol P.A para precipitacdo dos frutanos, sendo
essa solucdo mantida por 24 h sob refrigeracdo (6 °C). As fracGes sobrenadante e
precipitado foram obtidas por centrifugacdo a 3000xg por 20 min.

As fragdes precipitadas obtidas pelos trés diferentes métodos foram liofilizadas
obtendo assim as fracdes EPRT, EPH e EPU, respectivamente e posteriormente foram
pesadas para obtencao do rendimento.

As analises colorimétricas em espectrofotdmetro Varian® Cary 1E (Palo Alto,
CA, EUA), foram utilizadas para determinar o teor de carboidratos nas fragdes em
triplicata. A analise de Ressonancia magnética nuclear (RMN) foi realizada através do
espectrémetro Bruker Avance Il HD (Billerica, MA, EUA), operou a 500,13 MHz para
0 ndcleo de hidrogénio e 125,77 MHz para o nucleo de carbono obtendo os espectros de
RMN de 'H e de °C.

Para a espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), 0s
precipitados liofilizados das raizes de bardana foram analisados por um espectrometro
Bruker Vertex 70v FTIR (Bruker Optik GmbH, Ettilingen, DEU). Cada medida foi uma
média de 128 espectros de 4000 a 400 cm-1 na proporcao de 0,02 g de amostra pra 0,2 g
de KBr (10%). Na analise de difracdo de raios-X (DRX) a estrutura amorfa ou cristalina
das fragdes liofilizadas obtidas da extracdo das raizes de bardana foi analisada
utilizando um difratbmetro de raio-X (Shimadzu, Modelo 7000) que operou com tensao
de 40 kV e corrente de 30 mA Foi realizada a analise de microscopia eletrénica de
varredura (MEV), utilizando um microscépio eletronico de varredura (Super Scan SS-
550 Shimadzu), utilizando resolucdes micrométricas de 20 um e tensao de aceleracdo de
15 kV. A reometria oscilatdria das fraces precipitadas ndo liofilizadas a 8, 16 e 32 °C
foi obtida em um rebmetro com tensdo controlada (MARS II, Hacke Thermo Fisher
Scientific Inc., Newington, Alemanha) e geometria de placa - placa de aco paralela (60
mm, separados por uma distancia 0,052 mm). Usando RheoWin 4.10.0000 (Haake®),
0S parametros reoldgicos dindmicos, modulo de armazenamento (G”), modulo de perda
(G”), viscosidade dinamica (n') e tangente de perda (tan 8) foram calculados (De Souza
Ferreira et al., 2017). Os dados foram submetidos a andlise descritiva, andlise de
variancia e teste Tukey, a 5% de significancia, onde os diferentes tratamentos foram
considerados efeitos fixos, com auxilio do software R versdo 1.2.5019 (R Core Team,
2016).

Resultados e discussao



Diversos estudos apontaram os diferentes rendimentos e composi¢Oes de
polissacarideos extraidos de Arctium lappa L., bem como sua importancia e foco na
funcionalidade, devido a presenca de antioxidantes, capacidade prebidtica e também a
capacidade espessante. A revisdo dos diferentes tipos de extragdo que podem ser
adotados, bem como a apresentagdo das propriedades estruturais dos ALPS e da
atividade bioldgica pode ser vantajoso para pesquisas futuras de modo a facilitar a
escolha do método a ser adotado no processo de extragao.

Com relacdo as técnicas de extracdo dos frutanos da bardana, os diferentes
métodos mostraram efeitos significativos sobre o rendimento da fragdo precipitado. O
rendimento do precipitado obtido pela extracdo a quente foi significativamente maior
que da extracdo a temperatura ambiente e por ultrassom (P < 0.05). O aumento da
temperatura de extragcdo tem uma influéncia positiva no rendimento dos polissacarideos,
uma vez que aumenta a sua capacidade de solubilidade (Masmoudi et al., 2008; Miao et
al., 2011). O espectro RMN de 'H do frutano de bardana apresentou picos
caracteristicos entre 6n 3.67 e 5.45 que sdo atribuidos a inulina, sendo identificados os
sinais de um proton de glicose e dos prétons de frutose (T. Barclay et al., 2012), o que €
corroborado ao realizar a comparagdo com o 6n 3.68 a 5.45 observados para inulina
padrdo (INU). O espectro RMN 3C (Fig. 2) dos precipitados também foi consistente ao
espectro da inulina padrdo, ndo apresentando grandes variacdes nos desvios. As
correlagbes de EPRT, EPH, EPU foram altamente similares com as observadas para
INU. Esses resultados indicam o prevalecimento do composto nos precipitados, sendo
consistente com os resultados estimados de teor de inulina superior a agucares redutores
para 0os mesmos. O valor de DP inferior do precipitado do extrato obtido por ultrassom
pode ser relacionado a forca de cavitagcdo que degrada parcialmente a cadeia de inulina
(Lingyun et al., 2007).

Na analise de FTIR apresentaram-se bandas de absorcdo em diferentes areas,
sendo caracteristicos de frutanos. A regido rica em bandas (900 a 1450 cm-1) é atribuida
essencialmente a ligacdo glicosidica C-O-C, chamada zona de impressao digital, onde ¢é
encontrada a banda caracteristica de inulina 937/cm-1 atribuida ao residuo a-D-Glcp na
cadeia de carboidrato. Em DRX os picos principais apresentados em 26 foram: 11.63°,
15.85°, 18.42° e 21.35°, sendo consistentes com outros estudos. Os picos de EPH foram
mais intensos e estreitos que os demais precipitados indicando que a obtencédo da fracdo
através do extrato a quente com o uso de refluxo pode fornecer uma maior perfeicdo da
rede cristalina (Cao & Tan, 2005).

As microestruturas observadas para as fracbes EPRT, EPH e EPU foram
similares, com uma superficie levemente rugosa, sendo que EPH apresentou uma forma
mais esferoide. Na reologia os precipitados apresentaram caracteristicas viscoelasticas.
Foram observados impactos na viscosidade aparente e nos mddulos G' e G" dos
precipitados EPU, que podem ser relacionados com a quebra da cadeia de inulina, com
consequente baixo grau de polimerizacdo e peso molecular dessa fragéo.

Concluséo

Os resultados mostraram que os diferentes métodos observados na revisao podem
auxiliar na escolha no momento de obtencdo de polissacarideos. Com relacdo aos
métodos testados a extracdo a quente pode ser mais eficaz e a0 mesmo tempo menos
destrutiva para obtencdo de frutano tipo inulina da raiz de bardana. Esses resultados
ddo suporte para uma selecdo de método, visando um composto que possui maior
potencial para aprimoramento das caracteristicas de textura de produtos alimenticios.

Palavras-chave: Bardana; inulina; reologia; RMN; FTIR; DRX.
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GENERAL ABSTRACT

Introduction

Arctium lappa L. is an edible plant with medicinal properties, which belongs to
the Asteraceae family, and is commonly known as burdock (Yosri et al., 2023),
cultivated in several countries. In its composition, polysaccharides stand out as the main
components, associated with beneficial health effects (Chang et al., 2009; Zhang et al.,
2019). The literature presents data on the evaluation of the anti-inflammatory capacity
of burdock fructans (Wang et al., 2019; Zhang et al., 2020), in addition to their
antioxidant activity and prebiotic properties (Li etal., 2008, 2021; Tian et al., 2019).

Fructans are defined as heterogeneous mixtures of fructose and glucose, with
different degrees of polymerization and different chemical structures. These
carbohydrates are divided into groups based on their linkages, i.e., inulin, levans,
branched fructans (graminans), inulin neoseries, and levan neoseries (Cotrim Ribeiro et
al., 2022; Verma et al., 2021). Non-digestible carbohydrates are considered prebiotics,
with fructans, together with galactans, being the only ones that have proven effects in
human studies (Pohlentz et al., 2022; Scott et al., 2020).

Inulin-type fructan has been increasingly used in food technology (Barros and
Franco, 2022; Konar et al., 2018; Ngamlerst et al., 2023; Sirbu and Arghire, 2017).
With the tendency to search for natural and functional foods that offer benefits to the
host, aiming for healthy aging, and the consequent increase in the number of conscious
consumers in recent years, natural compounds that offer benefits to human health have
been emphasized (Akal, 2022).

Compounds such as fructans can be considered a multi-functional additive, with
knowledge of new sources, as well as the best methods for obtaining them, being
fundamental to expanding the range of food products in which they can be applied
(Romano et al., 2018).

Aims

The objective of this study was to point out some extraction methods, the
monosaccharide composition, the structural characteristics and biological activities of
ALPS, so that this information in a condensed form facilitates the definition of future
studies. And also characterize and evaluate how different extraction methods —
conventional infusion at room temperature, hot and ultrasound — affect the structure and
rheological properties, with a focus on identifying the functional characteristics with the
greatest potential for industrial and technological processing.

Material and methods

An integrative review was carried out, analyzing works that addressed extraction
methods, monosaccharide composition, structural characteristics and biological activity
of ALPS. The studies were chosen through analysis of titles, reviews and respective
abstracts. Repeated publications and non-relevant articles were discarded.

For the evaluation and characterization of the different extraction methods, fresh
burdock was obtained from a local fair in the city of Maringa- Parana, the burdock was
sanitized using running water and then peeled manually.

Burdock fructan was extracted as described by Zhang et al. (2016), with minor
modifications. Fresh burdock was homogenized in an industrial blender, with distilled
water in a ratio of 1:15 (w/v), for 5 min at room temperature (25 °C). The mixture was
filtered through a polyester screen and the extract was collected. For fructan
precipitation, 3 volumes of P.A. ethanol were added to the extract, and this solution was
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kept in refrigeration at 6 °C for 24 h. After resting, the content was centrifuged at
3000xg for 20 minutes and the precipitate fraction was collected.

For hot extraction, fresh burdock was sliced, and hot extraction was carried out
under reflux with distilled water 1:15 (w/v) at 100 °C/2 h, this procedure was repeated
three times. The aqueous extract was evaporated in a rotary evaporator (Fisatom, model
801, S&o Paulo, SP, Brazil) and the fructans were precipitated with 3 volumes of ethanol
P.A., and kept in refrigeration (6 °C) for 24 h. The precipitated fraction was obtained by
centrifugation at 3000xg for 20 minutes (Caleffi et al., 2015).

For ultrasound-assisted extraction, fresh burdock was sliced and subjected to
Ultronique ultrasound extraction (model QR500), at a fixed frequency of 20 kHz,
equipped with a 13 mm diameter titanium probe and a glass cell with a volume of
250 mL connected. to a thermostatic bath (Quimis, model Q214M2). With water used as
solvent (1:15 w/v), an ultrasonic power of 158 W, extraction time of 83 minutes and
temperature of 50 °C (Jiang et al., 2019). To the extract obtained, 3 volumes of P.A
ethanol were added to precipitate the fructans, and this solution was kept for 24 h under
refrigeration (6 °C). The supernatant and precipitate fractions were obtained by
centrifugation at 3000xg for 20 min.

The precipitated fractions obtained by the three different methods were
lyophilized, thus obtaining the EPRT, EPH and EPU fractions, respectively, and were
subsequently weighed to obtain the yield.

Colorimetric analyzes on a Varian® Cary 1E spectrophotometer (Palo Alto, CA,
USA) were used to determine the carbohydrate content in triplicate fractions. Nuclear
Magnetic Resonance (NMR) analysis was performed using the Bruker Avance Il HD
spectrometer (Billerica, MA, USA), operated at 500.13 MHz for the hydrogen nucleus
and 125.77 MHz for the carbon nucleus obtaining the spectra 1H and 13C NMR.

For Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy, freeze-dried precipitates from
burdock roots were analyzed by a Bruker Vertex 70v FTIR spectrometer (Bruker Optik
GmbH, Ettilingen, DEU). Each measurement was an average of 128 spectra from 4000
to 400 cm-1 in a proportion of 0.02 g of sample to 0.2 g of KBr (10%). In the X-ray
diffraction (XRD) analysis, the amorphous or crystalline structure of the freeze-dried
fractions obtained from the extraction of burdock roots was analyzed using an X-ray
diffractometer (Shimadzu, Model 7000) that operated with a voltage of 40 kV and
current of 30 mA Scanning electron microscopy (SEM) analysis was performed using a
scanning electron microscope (Super Scan SS-550 Shimadzu), using micrometric
resolutions of 20 um and an acceleration voltage of 15 kV. Oscillatory rheometry of
non-lyophilized precipitated fractions at 8, 16 and 32 °C was obtained in a voltage-
controlled rheometer (MARS 1I, Hacke Thermo Fisher Scientific Inc., Newington,
Germany) and plate geometry - parallel steel plate (60 mm, separated by a distance of
0.052 mm). Using RheoWin 4.10.0000 (Haake®), the dynamic rheological parameters,
storage modulus (G”), loss modulus (G'), dynamic viscosity (1') and loss tangent (tan )
were calculated (De Souza Ferreira et al., 2017). The data were subjected to descriptive
analysis, analysis of variance and Tukey test, at 5% significance, where the different
treatments were considered fixed effects, with the aid of the software R version
1.2.5019 (R Core Team, 2016).

Results and discussion

Several studies have highlighted the different yields and compositions of
polysaccharides extracted from Arctium lappa L., as well as their importance and focus
on functionality, due to the presence of antioxidants, prebiotic capacity and also
thickening capacity. The review of the different types of extraction that can be adopted,
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as well as the presentation of the structural properties of ALPS and biological activity
can be advantageous for future research in order to facilitate the choice of the method to
be adopted in the extraction process.

Regarding the techniques for extracting fructans from burdock, the different
methods showed significant effects on the yield of the precipitate fraction. The yield of
precipitate obtained by hot extraction was significantly higher than that from extraction
at room temperature and by ultrasound (P < 0.05). Increasing the extraction temperature
has a positive influence on the yield of polysaccharides, as it increases their solubility
capacity (Masmoudi et al., 2008; Miao et al., 2011). The 1H NMR spectrum of burdock
fructan showed characteristic peaks between 6H 3.67 and 5.45 that are attributed to
inulin, with the signals of a glucose proton and fructose protons being identified (T.
Barclay et al., 2012), which is corroborated when comparing with the 6H 3.68 to 5.45
observed for standard inulin (INU). The 13C NMR spectrum (Fig. 2) of the precipitates
was also consistent with the spectrum of standard inulin, without showing large
variations in deviations. The correlations of EPRT, EPH, EPU were highly similar to
those observed for INU. These results indicate the prevalence of the compound in the
precipitates, being consistent with the estimated results of higher inulin content than
reducing sugars for them. The lower DP value of the extract precipitate obtained by
ultrasound may be related to the cavitation force that partially degrades the inulin chain
(Lingyun et al., 2007).

In the FTIR analysis, absorption bands were presented in different areas, being
characteristic of fructans. The band-rich region (900 to 1450 cm-1) is essentially
attributed to the C-O-C glycosidic bond, called the fingerprint zone, where the
characteristic band of inulin 937/cm-1 is found, attributed to the a-D-Glcp residue in the
chain. of carbohydrate. In XRD, the main peaks presented in 26 were: 11.63°, 15.85°,
18.42° and 21.35° being consistent with other studies. The EPH peaks were more
intense and narrower than the other precipitates, indicating that obtaining the fraction
through hot extract using reflux can provide greater perfection of the crystalline network
(Cao & Tan, 2005).

The microstructures observed for the EPRT, EPH and EPU fractions were similar,
with a slightly rough surface, with EPH presenting a more spheroidal shape. In
rheology, the precipitates showed viscoelastic characteristics. Impacts were observed on
the apparent viscosity and modulus G' and G" of the EPU precipitates, which can be
related to the breakage of the inulin chain, with a consequent low degree of
polymerization and molecular weight of this fraction.

Conclusion

The results showed that the different methods observed in the review can help in
choosing when obtaining polysaccharides. Regarding the methods tested, hot extraction
may be more effective and at the same time less destructive for obtaining inulin-type
fructan from burdock root. These results support method selection, targeting a
compound that has the greatest potential for improving the textural characteristics of
food products.

Keywords: Burdock; inulin; rheology; NMR; FTIR; DRX.
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Resumo

Desde o final do século XX a populacéo exibe preocupac@es relacionadas com a salde,
surgindo entdo uma tendéncia pela busca de alimentos mais saudaveis com foco nos
alimentos funcionais. Pesquisas tem destacado ingredientes que quando incorporados ao
alimento o tornam funcional, aliado aos beneficios dessa aplicacdo nas caracteristicas do
produto final. Os polissacarideos sdo exemplos de ingredientes funcionais e que podem
colaborar com a textura dos produtos alimenticios, uma vez que demonstram bons
efeitos emulsificantes e espessantes. Os polissacarideos da bardana (ALPS), uma planta
perene que possui um alto valor medicinal, foram avaliados em alguns estudos quanto
ao seu potencial como ingrediente benéfico para a satde, porém poucos estudos avaliam
sua funcionalidade para futuras aplicacfes como espessante. Assim essa revisao teve
como objetivo apresentar os diferentes métodos de extracdo, a composicdo dos
monossacarideos, as caracteristicas estruturais e atividades biologicas de ALPS com o
intuito de fornecer informacdes de forma condensada para defini¢do de estudos futuros.

Palavras-chave: Arctium lappa L.; Polissacarideos; Caracteristica estrutural; Atividade
bioldgica.

Abstract

Since the end of the 20th century, the population exhibits health-related concerns,
resulting in a trend towards the search for healthier foods with a focus on functional
foods. Research has highlighted ingredients that when incorporated into the food make
it functional, together with the benefits of this application in the characteristics of the
final product. Polysaccharides are examples of functional ingredients that can
collaborate with the texture of food products, as they demonstrate good emulsifying and
thickening effects. Burdock polysaccharides (ALPS), a perennial plant that has a high
medicinal value, have been evaluated in some studies for their potential as a beneficial
ingredient for health, but few studies have evaluated their functionality for future
applications as a thickener. Thus, this review aimed to present the different extraction
methods, the composition of monosaccharides, the structural characteristics and
biological activities of ALPS in order to provide information in a condensed way for
future studies.

Keywords: Arctium lappa L.; Polysaccharides; Structural feature; Biological activity.
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1. Introducéo

Desde o inicio da civilizacdo humana, as plantas tém sido utilizadas para fins
terapéuticos. No final do século XX com o enriquecimento da maioria da populacdo dos
paises desenvolvidos, juntamente com preocupacfes relacionadas a salde surgiu a
busca por alimentos denominados de alimentos funcionais ou nutracéuticos, visando um
envelhecimento saudavel (Chan et al., 2011; Souza et al., 2021). Como consequéncia se
torna interessante pesquisa sobre ingredientes que quando incorporados ao alimento o
tornam funcional, aliado aos beneficios dessa aplicagdo nas caracteristicas do produto
final. Nesse sentido, destacam-se o0s polissacarideos de origem vegetal, que séo
biopolimeros naturais, apresentam atividades biolégicas e estdo amplamente
distribuidos nas células das plantas, e que também demonstram bons efeitos
emulsificantes e espessantes. Podem ser aplicados como estabilizantes em produtos
emulsionados, 0 que os torna um atrativo para a indudstria de alimentos por serem um
recurso natural (Chen et al., 2021; Shao et al., 2020).

Arctium lappa L., comumente conhecida como bardana, € uma planta perene que
pertence a familia Asteraceae e se encontra cultivada em diversos paises. Possui
composicao rica em nutrientes, porém o que chama mais a atencdo é o valor medicinal
com destaque a tratamento de infeccBes, problemas de pele e dores de garganta, onde
utilizam a raiz seca ou seus extratos (Chan et al., 2011; Zhang et al., 2019). Além dos
polifendis, do acido clorogénico, proteinas, vitaminas, aminoacidos, minerais e acidos
graxos insaturados que compde a bardana os polissacarideos se destacam como maiores
componentes, sendo relacionados com os efeitos benéficos a satde (Chang et al., 2009;
Zhang et al., 2019).

Estudos avaliaram a capacidade anti-inflamatéria dos polissacarideos da Arctium
lappa L. (ALPS) (Zhang et al., 2019; Zhang et al., 2020), além da atividade

antioxidante e manutencdo da microbiota intestinal (Jiang et al., 2019; Wang et al.,
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2019; Zhang et al, 2019). Li et al. (2019) ao realizar extracdo de um
heteropolissacarideo da raiz da bardana observou que esse componente apresentou
propriedades elasticas, sendo considerado um fluido pseudoplastico, além disso foi
observada uma forte atividade anti-constipagéo in vivo.

Em resumo, perante as pesquisas que demonstram as atividades benéficas dos
ALPS, assim como poucos estudos que avaliam sua capacidade de aplicacdo, se torna
importante uma referéncia cientifica para a extracdo e utilizacdo de ALPS. Assim, o
objetivo dessa revisdao foi apontar alguns métodos de extragdo, a composi¢cdo
monossacarideo, as caracteristicas estruturais e atividades bioldgicas de ALPS, para que
essas informacdes de forma condensada facilitem a definicdo de estudos futuros. Para a
realizacdo dessa revisdo uma pesquisa bibliografica abrangente foi realizada utilizando
as palavras-chave “Arctium lappa L.” e “polissacarideo”, sendo utilizados artigos das

principais bases de dados cientificas.

2. Metodologia

O presente estudo trata-se de uma revisdo integrativa (Souza et al., 2017) das
bases de dados Capes (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior), Direct-Elsevier, SciVerse Scopus e PubMed sobre os polissacarideos da
Arctium lappa L. Foram analisados trabalhos que abordavam os métodos de extracdo, a
composicdo de monossacarideos, as caracteristicas estruturais e atividade biologica dos
ALPS, sendo que os estudos foram escolhidos por meio da analise dos titulos, revisdes e
respectivos resumos. Foram descartadas as publicacGes repetidas e artigos nao
relevantes. Os descritores utilizados foram: Arctium lappa L. e polissacarideos,
empregando estes termos em inglés.
Quadro 1. Artigos relacionados aos polissacarideos da Bardana nas bases de dados

utilizadas nesse estudo.
Palavra-chave Capes Direct- SciVerse PubMed Total
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Elsevier Scopus

Arctium lappa L.
10 8 21 27 66

polissacarideos
Fonte: Autores.
3. Extragdo de polissacarideos da bardana

Os polissacarideos sdo macromoléculas compostas por um grande nimero de
residuos de monossacarideos e sdo ligados uns aos outros por ligacdes glicosidicas
(Delattre et al., 2011). A literatura aponta que foram estudados os pardmetros para
extracOes dos polissacarideos brutos ou isolados da bardana, avaliando a melhor
proporcao solvente:amostra e o binbmio tempo e temperatura ideal. Para tanto foram
utilizados diferentes métodos de extracdo como o convencional, uso de refluxo,
ultrassom, micro-ondas e uso de enzimas. Além dos fatores ja apontados utilizados para
a extracdo, também foram levados em consideracdo na escolha das melhores condicGes
e metodologias, a degradacdo dos polissacarideos que consiste na perda de peso
molecular, perda de atividade biologica, entre outros. Dentre os varios metodos
utilizados para realizar a extracdo de ALPS de Arctium lappa L. (Tabela 1), o mais

comum ¢ a extracdo convencional que utiliza a &gua quente como solvente.

3.1. Extracdo convencional e com refluxo

A extracdo convencional € uma das mais utilizadas, sendo aplicada até os dias
atuais (Li et al., 2021; Shanshan et al., 2021); porém, apesar de ser considerada facil é
ineficiente quando comparada com outros métodos (Shen et al., 2021). Nesse tipo de
extracdo o solvente mais utilizado é a &gua, e a proporcao entre amostra e solvente varia
desde diluigBes baixas até bem altas como na ordem de 1:40. Outra grande variacao

nesse tipo de extracdo é o tempo aplicado (Tabela 1). Milani et al. (2011) ao extrairem
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inulina das raizes de bardana realizaram uma comparacéo do método convencional com

a extracdo por ultrassom e observaram que o rendimento foi 49,38% melhor quando

utilizado ao ultrassom.

Tabela 1. Métodos de extracdo de polissacarideos brutos ou isolados da Arctium lappa

18

L.
Proporgéo
Fresca/ Métodode  amostra: Temperatura Numero  Processo de ) o
Tempo Rendimento  Referéncias
Seca extracao solvente (°C) extracOes  separacao
(p:v)
Olennikov &
Seca Refluxo 1:20 100 1h 3 Acetona 12,4% Tankhaev
(2011)
Seca Convencional 1:5 80 2h 3 Etanol n.i. Fu (2009)
Micro-ondas/ Lou et al.
Fresca 1:15 n.i 60s 1 Filtracdo 9,9%
Ultrassom (2009)
70% etanol 25 72h ] 5 8,21% Lee et al
Fresca 1:20 1 Filtracdo
Refluxo 85 3h 9,87% (2010)
Convencional 68,5 40min ) 3 12,3% Milani et al.
Seca 1:15 1 Centrifugacéo
Ultrassom 36,7 25min 24,3% (2011)
. D’yakova et
Seca Ultrassom 1:30 80 30min 3 Etanol 8,6%
al. (2015)
Resinas Wang et al.
Seca Convencional n.i.* 80 2h 1 4,4%
macroporosas (2019)
Tian et al.
Fresca  Enzimatico 50 8h 1 Filtracdo 3,7%
(2019)
] Jiang et al.
Seca Ultrassom 1:31 50 83min 1 Etanol 8,2%
(2019)
) ) Li et al
Seca Convencional 1:40 85 n.i. 2 Etanol 1,75%
(2019)
) ) Li et al
Seca Convencional 1:10 n.i. 1,5h 2 Etanol 4.6%
(2021)
Seca Convencional 1:20 100 5h 1 Etanol n.i. Shanshan et
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al. (2021)
36,6mi ) Esmaeili et
Seca Ultrassom 1:35 55,4 1 Centrifugacéo 12,46%
n al. (2021)

*n.i.; ndo informado.
Fonte: Autores.

A metodologia com refluxo ocorre da mesma forma que a convencional, com a
diferenca que evita que o extrato seja perdido durante o aquecimento. Lee et al. (2010)
obtiveram um rendimento maior ao usar o refluxo ao invés de extragdo com etanol 70%,
além do que o tempo com o refluxo (3h), é bem menor quando comparado a extracao
com solvente (72h).

3.2. Extracdo ultrassonica e por micro-ondas

O ultrassom usa a cavitagdo para realizar a intensa mistura fisica e ndo gera
energia térmica, enquanto 0s micro-ondas fornecem aquecimento rapido; poréem, nao
distribui o calor de forma homogénea. Assim, a combinacdo dessas duas técnicas leva a
uma complementacdo, fazendo com que suas limitagdes sejam supridas, acelerando o
processo de extracdo (Lianfu & Zelong, 2008; Martinez-Guerra & Gude, 2014).

Lou et al. (2009) ao combinarem as técnicas de ultrassom e micro-ondas para
obtencdo de inulina, o rendimento foi de 9,9% do polissacarideo em 60 segundos de
extracdo. Ja Jiang et al. (2019) ao adotarem a técnica de ultrassom obtiveram fracGes
polissacaridicas compostas de manose, glicose, frutose e galactose com um rendimento
de 8,2%, em um tempo de 82 vezes maior de extracdo. Esmaeili et al. (2021) realizaram
a recuperacdo de 12,46% de inulina do extrato da raiz de Arctium lappa L., no entanto
foi necessario um tempo de 36,6 minutos para a extracdo utilizando somente o
ultrassom.

3.3. Extracdo enzimatica
O uso de enzimas possui algumas vantagens tais como: ndo necessita do uso de

solventes e altas temperaturas, sendo o rendimento alto e o processo muito eficiente,



além de alta especificidade e preservacdo das atividades biologicas (Fourniére et al.,
2021; Li et al.,, 2022). Tian et al. (2019) afirmaram que um processo enzimatico
altamente eficiente pode ser divido nas seguintes etapas: a) inativacdo da enzima
enddgena; b) pré-tratamento com tanase; c) tratamentos simultaneos com endo-inulinase
e outras trés glicosidases. Nesse estudo utilizando enzimas para o0 processo de extracao
o rendimento foi de 3,7% de frutanos.

4. Composicao de monossacarideos

A determinacdo da composicdo dos polissacarideos pode ser realizada pela sua
hidrolise em monossacarideos e posterior deteccdo desses monossacarideos e 0S
derivados que foram liberados, (D. Liu et al., 2021). Nos estudos dos ALPS as técnicas
mais utilizadas para essa determinacdo sdo a cromatografia gasosa e a cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Os estudos que realizam a extracdo de polissacarideos brutos
ou porcdes de polissacarideos da bardana encontram na composicdo dos ALPS, em sua
maioria, frutose, glicose, galactose, manose, arabinose e ramnose (Jiang et al., 2019; Li
et al., 2021; Wang et al., 2019).

Zhang et al. (2020) ao extrairem e purificarem um ALPS sollvel em alcali
observaram que esse heteropolissacarideo era composto por ramnose, arabinose, xilose,
glicose e galactose em uma razao molar de 1,2: 4,4: 0,9: 0,9: 2,6, sendo a arabinose o0
monossacarideo principal. Carlotto et al. (2016) ao avaliarem a estrutura quimica e
atividade biologica de ALPS obtiveram como composicdo principalmente arabinose
(7,5%) e galactose (12,8%) como monossacarideos neutros, além de acidos urdnicos
(21,0%). Ja o frutano de bardana isolado e purificado por Fu (2009) apresentou em sua
composicao frutose e glicose na razdo molar de 14:1.

5. Caracteristicas estruturais

O peso molecular influencia na viscosidade do componente, pois a viscosidade de
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uma solugdo com estrutura altamente ramificada é geralmente menor do que moléculas
lineares com 0 mesmo peso molecular, assim quanto maior o peso molecular melhor as
propriedades reoldgicas (Chen et al., 2021; Ma et al., 2018).

Jiang et al. (2019) encontraram diferentes peso moleculares para diferentes
fracdes de polissacarideos (60.000 Da, 178.000 Da e 218.000 Da) no processo de
extracdo com ultrassom. Uma possivel explicacdo para isso é que os polissacarideos sao
geralmente extraidos com agua quente devido a solubilidade em &gua e precipitados
com etanol pela insolubilidade com esse solvente, portanto, fragcdes com diferentes
tamanhos moleculares médios podem ser obtidas se utilizadas diferentes concentracGes
de etanol na precipitagdo. Outros estudos também apresentam pesos moleculares
variados de ALPS, desde 4072 Da, 5120 Da, até valores mais altos e proximos aos
encontrados por Jiang et al. (2019), como 120.000 Da (Li et al., 2019; Wang et al.,
2019; Zhang et al., 2020).

O processo de extracdo também influencia na estrutura dos ALPS. Lou et al.
(2009) observaram que houve mais destruicdo na microestrutura da raiz da bardana ao
usar o processo ultrassom/micro-ondas, uma vez que nessa extracdo se aplica a
cavitacdo por agitacdo intensa do ultrassom juntamente com o aquecimento e expansao
do micro-ondas. Assim ocorre a ruptura das paredes celulares e a migracdo de
compostos para fora das células, causando mais danos a parede celular em comparacéo
com a extracdo convencional.

Caracteristicas reoldgicas encontradas por Li et al. (2019) ao extrair pectina da
raiz de Arctium lappa L. (ALP-2) utilizando a extracdo convencional, demonstraram
gue com o aumento da concentracdo de ALP-2 a viscosidade sofre um aumento. Outro
destaque foi que apresentou menor viscosidade em altas temperaturas e em valores

baixos de pH (2). Em altas frequéncias apresentou comportamento elastico e em baixas
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frequéncias comportamento viscoso. Esse tipo de produto pode ser utilizado pela
industria de alimentos com o apelo funcional, e também devido a caracteristica

espessante atuar na viscosidade de alimentos.

6. Atividades bioldgicas

A atividade antitussica, que se refere a alguns tipos de farmacos utilizados no
reflexo da tosse, foi observada em inulina e polissacarideos brutos de Arctium lappa L.
(Tabela 2). Esse tipo de inulina mostrou-se ser igualmente ativa para o tratamento de
tosse, como algumas preparacGes sintéticas ndo narcéticas usadas na préatica clinica
(Kardosova et al., 2003; Sutovska et al., 2007). A atividade prebidtica in-vivo da inulina
de bardana também foi avaliada, sendo observada que as propriedades prebidticas da
mesma podem promover a saude, uma vez que a modulacdo da flora intestinal por
oligossacarideos prebioticos aumentam os niveis de probioticos, que sdo bactérias
intestinais benéficas (Li et al., 2008).

A aterosclerose é uma condicdo geralmente observada em pacientes diabéticos,
que pode levar a complicagbes com risco de vida, assim Chen et al. (2020) e Li et al.
(2019) avaliaram os efeitos regulatorios de polissacarideos extraidos de Arctium lappa
L. sobre o metabolismo lipidico em ratos com diabetes tipo 1 e tipo 2. Os ALPS foram
capazes de regular eficazmente o metabolismo lipidico reduzindo o risco da ocorréncia

desse distlrbio.

Tabela 2. Atividades biologicas de diferentes tipos de polissacarideos da Arctium lappa
L.

Porcdo  Tipo extragdo  Tipo ALPS Atividade Referéncias
o o Kardosova et al.
Raizes  Convencional  Inulina Antitussica e Imunoldgica
(2003)
o Sutovska et al.
n.i. ni.* Polissacarideos Antitussica
(2007)

Raizes  Convencional  Inulina Prebidtica Li et al. (2008)
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) Fracoes ) . Carlotto et al,
Folhas  Convencional ) ) Anti-edematogénica
Polissacarideos (2016)
Fracoes
Raizes  Ultrassom ) ] Antioxidante Jiang et al. (2019)
Polissacarideos
. . Fracéo . L
n.i. Convencional ) ] Anti-inflamatoria Wang et al. (2019)
Polissacarideos
Raizes  Convencional  Pectina Anti-constipagéo Lietal. (2019)
Antioxidante e regulacdo do
Raizes  Convencional  Polissacarideos ) o Li et al. (2019)
metabolismo lipidico
) ) ) ] Regulagéo metabolismo
Raizes  Convencional  Polissacarideos = = Chen et al. (2020)
lipidico
Zhang et al
Raizes  Convencional  Polissacarideos Anti-inflamatoria
(2020)
Fracoes
Raizes  Convencional ) ] Antioxidante Li et al. (2021)
Polissacarideos
Raizes  Convencional  Polissacarideos Imunoldgica Liu et al. (2021)

*n.i.: ndo informado.
Fonte: Autores.

Li et al. (2021) avaliaram a capacidade antioxidante de fracdes do polissacarideo
bruto da bardana (ALP-1, ALP-2, ALP-3, ALP-4), e encontraram informacfes que
destacaram seu potencial para atuarem como antioxidantes em alimentos, como a alta
capacidade antioxidante no modelo de célula HepG2 induzida por H202 e no modelo
de peixe-zebra induzido por MET, além dos efeitos de alivio superiores no dano

oxidativo que ocorreram em ALP-4 in vitro e ALP-1 in vivo.

7. Concluséo

Diversos estudos apontam a importancia dos componentes presentes na Arctium
lappa L. como foco na funcionalidade, devido a presenca de antioxidantes, capacidade
prebiotica e também a capacidade espessante. Concluimos entdo que uma revisdo dos
diferentes tipos de extracdo que podem ser adotados, bem como a apresentacdo das

propriedades estruturais dos ALPS e da atividade bioldgica pode ser vantajoso para
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pesquisas futuras de modo a facilitar a escolha do método a ser adotado no processo de
extracdo. Sugere-se que futuros estudos analisem essas funcionalidades dos
polissacarideos da bardana em conjunto, afim de identificar as melhores op¢des de

aplicacdo, aumentando o uso dessa raiz e 0 uso de ingredientes naturais.
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Resumo

O foco deste estudo foi a avaliagdo de como as técnicas de extragcdo impactam 0s
atributos quimicos, estruturais e reoldgicos dos frutanos extraidos das raizes de Arctium
lappa L. Foram utilizados trés procedimentos distintos de extracdo, utilizando agua
como solvente, extracdo por infusdo realizada em temperatura ambiente (25 °C por 5
min), extracdo termica empregando refluxo (100 °C por 2 h) e extracdo assistida por
ultrassom (50 °C por 83 min. com saida de 158 W). A caracterizacdo quimica por
Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN) e analises colorimétricas revelaram a obtencédo
de frutanos do tipo inulina (rendimento 83%). O grau de polimerizacdo (DP) foi 0 mais
baixo para a extracdo assistida por ultrassom (14,38), seguido pelas técnicas de extracdo
em temperatura ambiente (20,41) e térmica (21,14). Nenhuma das técnicas de extracao
pareceu modificar a estrutura molecular dos compostos isolados. Nas analises de
difracdo de raios X (XRD) e espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), padrbes de cristalizacdo distintos foram observados para as técnicas de
extracdo térmica e a temperatura ambiente, embora todas as fracdes exibissem
consistentemente bandas caracteristicas de frutano do tipo inulina. AvaliacGes
reoldgicas indicaram uma natureza viscoelastica das fracdes, com aquelas extraidas
termicamente demonstrando maior viscosidade. Este estudo mostra que a escolha do
método de extracdo pode influenciar as caracteristicas estruturais dos frutanos do tipo
inulina derivados da raiz da bardana.

Palavras-chave: Bardana; inulina; reologia; RMN; FTIR; DRX.

Abstract

The focus of this study was the evaluation of how extraction techniques impact the
chemical, structural, and rheological attributes of fructans extracted from Arctium lappa
L. roots. Three distinct extraction procedures were used, utilizing water as solvent,
infusion extraction conducted at ambient temperature (25 °C for 5 min), thermal
extraction employing reflux (100 °C for 2 h), and ultrasound-assisted extraction (50 C
for 83 min. with a 158 W output). Chemical characterization by Nuclear Magnetic
Resonance (NMR) and colorimetric analyses revealed the obtaining of inulin-type
fructans (yield 83 %). The degree of polymerization (DP) was found to be the lowest
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for ultrasound-assisted extraction (14.38), followed by the room-temperature (20.41)
and thermal (21.14) extraction techniques. None of the extraction techniques appeared
to modify the molecular structure of the isolated compounds. In X-ray diffraction
(XRD) and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) analyses, distinct
crystallization patterns were observed for the room-temperature and thermal extraction
techniques, though all fractions consistently exhibited characteristic bands of inulin-
type fructan. Rheological assessments indicated a viscoelastic nature of the fractions,
with those extracted thermally demonstrating a greater viscosity. This study shows that
the choice of extraction method can influence the structural characteristics of inulin-
type fructans derived from the burdock root.

Keywords: Burdock; inulin; rheology; NMR; FTIR; DRX.

1. Introducéo

Arctium lappa L. comumente conhecida como bardana e pertencente a familia
Asteraceae, € uma planta medicinal comestivel cultivada globalmente (Yosri et al.,
2023). A sua composicdo consiste predominantemente em polissacarideos associados a
efeitos benéficos a saude (Chang et al., 2009; N. Zhang et al., 2019). Varios estudos
avaliaram o potencial anti-inflamatorio dos frutanos de bardana (Y. Wang et al., 2019;
X. Zhang et al., 2020), bem como suas propriedades antioxidantes e prebidticas (D. Li
et al., 2008; L. Li et al., 2021; Tian et al., 2019). K. Li et al. (2019) descobriram
propriedades funcionais e elasticas em um heteropolissacarideo extraido da raiz de
bardana.

Os frutanos sdo caracterizados como misturas heterogéneas de frutose e glicose,
apresentando diversos graus de polimerizacdo (DP) e estruturas quimicas. Eles sdo
classificados com base em suas ligagcbes em grupos como inulina, levanos, frutanos
ramificados (graminanos), inulina neossérie e levana. neossérie (Cotrim Ribeiro et al.,
2022; Verma et al., 2021). Eles consistem em liga¢des B-(2 — 1) e/ou B-(2 — 6) frutose
e terminam com uma unidade de glicose (Tran et al., 2022; Verma et al., 2021).

Frutanos e galactanos sdo carboidratos ndo digeriveis conhecidos como

prebioticos, com efeitos demonstrados em estudos humanos (Pohlentz et al., 2022; Scott

et al., 2020). Esses biopolimeros vegetais naturais exibem efeitos emulsificantes e
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espessantes juntamente com suas atividades bioldgicas. A tecnologia de alimentos
utiliza frequentemente frutanos do tipo inulina de alto ou baixo peso molecular (Mw)
(Barros & Franco, 2022; Konar et al., 2018; Ngamlerst et al., 2023; Sirbu & Arghire,
2017), destacando sua aplicacdo como estabilizadores naturais em diversos produtos e
aumentando sua atratividade para a industria alimenticia (Chen et al., 2021; X. Lou et
al., 2022; Shao et al., 2020).

A tendéncia atual aponta para alimentos naturais e funcionais que oferecem
beneficios a salde e contribuem para um envelhecimento saudavel. Com o aumento de
consumidores preocupados com a saude, o estudo de compostos naturais, como 0sS
frutanos, que melhoram a textura dos alimentos, proporcionam um efeito estabilizador e
oferecem beneficios a saude, aumentou (Akal, 2022). Portanto, compreender novas
fontes de frutanos e suas propriedades estruturais e reoldgicas € crucial para expandir
sua aplicacdo em diversos produtos alimenticios (Romano et al., 2018).

Diversas metodologias s@o utilizadas para obter esses compostos, sendo
comumente utilizada a extracdo por infusdo convencional (L. Li et al., 2021; Shanshan
et al., 2021). Apesar de sua simplicidade, pode ndo produzir tempo de extracdo e
eficiéncia ideais em comparacdo com outros métodos (Shen et al., 2022). Outros
métodos de extracdo, como a extracdo por ultrassom, que aproveita os efeitos de
cavitacdo para exposicdo e migracdo de compostos, ou a extracdo por micro-ondas, que
promove rapido aquecimento e expansao, sdo empregados para obter rendimentos mais
elevados e tempos de extracdo mais curtos (Lianfu & Zelong, 2008; Z. Lou et al., 2009;
Martinez guerra & Gude, 2014). Estudos anteriores concentraram-se na obtencdo de
frutanos, purificando-os através de extensos processos quimicos e fisicos, e
caracterizando-os quimicamente para obter elevados rendimentos de compostos puros.

No entanto, diferentes condi¢Oes de extracdo podem produzir carboidratos com
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diferentes propriedades quimicas e fisicas (Pourfarzad et al., 2015a).

Os métodos de extracdo empregados podem influenciar as caracteristicas
estruturais e, posteriormente, tecnoldgicas dos compostos obtidos. Os estudos
disponiveis na literatura sobre extracdo de polissacarideos de raizes de bardana néo
caracterizaram as estruturas moleculares dos frutanos e o rendimento percentual sem
extensos processos de purificacdo. Além disso, foi determinado o comportamento
reolégico dos frutanos para diferentes processos de extracdo. Este estudo tem como
objetivo extrair um frutano do tipo inulina da raiz de bardana Arctium lappa L. sem
passar por extensos processos de purificacdo. O estudo ird caracterizar e avaliar como
diversos métodos de extracdo — infusdo convencional em temperatura ambiente, quente
e ultrassom — afetam a estrutura e as propriedades reoldgicas, com foco na identificacdo
das caracteristicas funcionais com maior potencial para processamento industrial e
tecnoldgico.

2. Material e métodos
2.1 Materiais

A bardana fresca foi obtida em um mercado popular de uma propriedade rural em
Maringa, Parana, Brasil, em agosto de 2022 e foi utilizada para extracdo de frutanos
neste estudo. Todos os produtos quimicos eram de grau analitico e foram adquiridos da
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA) ou da Fisher Scientific (Mississauga, ON,
Canada).

2.2 Extracdo de frutanos das raizes de Arctium lappa L.

A bardana foi armazenada sob refrigeracdo (8 °C) e higienizada em agua corrente

e depois descascada manualmente antes das extracdes em temperatura ambiente (25 °C)

quente e assistida por ultrassom (Fig. 1).
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Figura 1. Metodologia de extracdo utilizada para obtencao de frutanos das raizes de Arctium lappa L.

2.2.1. Extracdo por infusdo a temperatura ambiente

O frutano de bardana foi extraido conforme descrito por Z. Zhang et al. (2016),

com pequenas modificagdes. A bardana fresca foi homogeneizada em liquidificador

industrial com agua destilada na proporcdo de 1:15 (p/v) por 5 min em temperatura

ambiente (25 °C). A mistura foi filtrada através da tela de poliéster e o extrato foi

coletado. Para a precipitacdo do frutano, foram adicionados 3 volumes de etanol PA ao

extrato, e esta solucdo foi mantida sob refrigeracdo a 6 °C por 24 h. Apos, o0 contetdo

foi centrifugado a 3000xg por 20 min, e a fracdo precipitada foi coletada. A mesma foi

submetida ao processo de liofilizacdo (EPRT) e pesada para calculo do rendimento.

2.2.2. Extragdo a quente

A extracdo a quente foi realizada sob refluxo com &gua destilada 1:15 (p/v) a 100



°C/2 h, e esse procedimento foi repetido trés vezes para posterior extracdo dos
compostos. O extrato aquoso foi evaporado em rotaevaporador (Fisatom, modelo 801,
Sé&o Paulo, SP, Brasil), e os frutanos foram precipitados com trés volumes de etanol PA
e mantidos sob refrigeracdo (6 °C) por 24 h. A fragdo precipitada foi centrifugada a
3000xg por 20 min (Caleffi et al., 2015). Apos a liofilizacdo, o precipitado de extracdo a
quente (EPH) foi obtido e pesado para calculo do rendimento.
2.2.3. Extragdo assistida por ultrassom

A bardana fresca foi submetida & extragdo ultrassénica por Ultronique (modelo
QR500) em frequéncia fixa de 20 kHz, equipada com sonda de titanio de 13 mm de
didmetro e célula de vidro com volume de 250 mL conectada a banho termostatico
(Quimis, modelo Q214M2). Agua foi utilizada como solvente (1:15 p/v), com poténcia
ultrassdnica de 158 W, tempo de extracdo de 83 min e temperatura de 50 °C (Jiang et
al., 2019). Para a precipitacdo dos frutanos foram adicionados 3 volumes de etanol PA,
e esta solucdo foi mantida por 24 h sob refrigeracdo (6 °C). As fracOes sobrenadante e
precipitado foram obtidas por centrifugacdo a 3000xg por 20 min. O precipitado (EPU)
foi liofilizado e pesado para obtencdo do rendimento.
2.3. Anélises colorimétricas

O teor de carboidratos foi determinado por analise colorimétrica em
espectrofotometro Varian ® Cary 1E (Palo Alto, CA, EUA), em triplicata. O teor de
acucar total e o teor de inulina foram determinados pelo método fenol-acido sulfurico
(Dubois et al., 1956). O teor de acgUcares redutores livres foi obtido pelo ensaio da
hidrazida do acido p-hidroxibenzoéico (PAHBAH) (Lever, 1972), e o teor de frutose pelo
método do resorcinol (Ashwell, 1957).
2.4. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Amostras das fracoes de frutanos liofilizadas (10 mg) foram solubilizadas em 700
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uL de oxido de deutério 99,9% (D . O) (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.,
Tewksbury, MA, EUA), mantidas em estufa a 45 °C. /24 h para troca de hidrogénio e
posteriormente liofilizado. Entdo foram ressolubilizados em 700 uL de D20 e
submetidos a analise. Utilizando um espectrémetro Bruker Avance IIl HD (Billerica,
MA, EUA), operou em 500,13 MHz para o nucleo de hidrogénio e 125,77 MHz para o
nicleo de carbono obtendo os espectros de RMN de 'H e ¥C A inulina padrdo da
Orafti® GR (~92%, p6 granulado, PM = 1.500 Da - 2.500 Da, peso molecular médio >
10, Beneo-Orafti, Bélgica) também foi analisada. Os desvios quimicos foram
comparados com esta amostra padréo e dados da literatura.

Os valores de DP foram obtidos usando a equacdo (1), e os espectros de RMN de
1 H calculando a razdo média entre as integrais dos sinais de hidrogénio da frutose (H3-
Fru e H4-Fru) e a integral do sinal de hidrogénio anomérico da glicose (H1 '- Glc)
(Caleffi et al., 2015). As integrais de protons foram calculadas usando o pacote de

software MestReNova 6.1.

inal H3 — Fru + [ sinal H4 — Fru ~
DP = [ sina
[ signal H1' — Glc X 2 Equa(;ao (1)

O peso molecular estimado foi obtido a partir da equacédo (2) utilizando o grau de
polimerizacdo (Y. Li et al., 2019).

Mw = 162DP + 180 Equacéo (2)
2.5. Espectroscopia infravermelha por transformada de Fourier (FTIR)

Os precipitados liofilizados de raizes de bardana foram analisados num
espectrémetro Bruker Vertex 70v FTIR (Bruker Optik GmbH, Ettilingen , DEU). Cada
medicdo foi a média de 128 espectros de 4.000 a 400 cm " na proporgdo de 0,02 g de
amostra para 0,2 g de KBr (10%).

2.6. Difragéo de raios X (XRD)

A estrutura amorfa ou cristalina das fracGes liofilizadas obtidas da extra¢do da raiz
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de bardana foi analisada utilizando um difratdmetro de raios X (Shimadzu, Modelo
7000) operando com tensdo de 40 kV e corrente de 30 mA. As varreduras foram
realizadas na faixa 260 de 10 a 80°, com tamanho de passo de 0,5°/min e modo de passo
de 1 segundo.

2.7. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias foram obtidas em microscépio eletrénico de varredura (Super
Scan SS-550 Shimadzu), utilizando resolugdes micrométricas de 20 um e tensdo de
aceleracdo de 15 kV para avaliar as caracteristicas morfoldgicas dos precipitados
liofilizados.

2.8. Propriedades reoldgicas

O rebmetro oscilatério das fragGes precipitadas néo liofilizadas a 8, 16 e 32 °C foi
analisado usando um reémetro controlado por voltagem (MARS Il, Hacke Thermo
Fisher Scientific Inc., Newington, Alemanha) e geometria da placa - placa de aco
paralela (60 mm, separados por uma distancia de 0,052 mm). As fracdes foram
aplicadas na placa e por 1 min a placa foi deixada em repouso até atingir o equilibrio
antes da analise.

Apls a determinacdo da regido viscoelastica linear (LVR) de cada sistema, as
fracdes foram submetidas, em triplicata, a varredura de frequéncia de 0,1 a 10,0 Hz em
tensdo constante. Utilizando o RheoWin 4.10.0000 (Haake®), foram calculados os
parametros reoldgicos dindmicos, médulo de armazenamento (G"), mddulo de perda
(G"), viscosidade dindmica (n') e tangente de perda (tan o) (De Souza Ferreira et. al.,
2017).

2.9. Andlise estatistica
Os dados experimentais foram submetidos a analise de variancia utilizando um

modelo linear geral, onde os diferentes métodos foram tratados como efeito fixo e a
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replicacdo como efeito aleatdrio. Diferencas significativas foram analisadas pelo teste
de Tukey (P < 0,05) e expressas como erro padrdo da média. A analise estatistica foi
realizada no software R, verséo 1.2.5019 (R Core Team, 2016).
3 Resultados e discusséo
3.1 Extracéo e andlise colorimétrica

As técnicas de extragdo de frutanos da bardana mostraram efeitos significativos no
rendimento da fragdo precipitada. A Tabela 1 mostra os valores de rendimento e teores

de carboidratos.

Tabela 1. Rendimento de extracéo e teores totais e redutores de agucar, inulina e frutose
de precipitados de Arctium lappa.
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Precipitados Rend(i;))entO* Agu‘ég‘/z )total o Qﬁg‘ia(g %) Inulina (%)  Frutose (%)
EPRT 2.60+0.02° 86.86+3.11°2 7.26+0.25° 83.33+2.882 73.47+2.262
EPH 5.99+0.40? 81.77+2.99% 8.73+0.112 79.42+2.902 70.00+0.462
EPU 1.59+0.01° 77.64+1.92° 5.33+0.05°¢ 78.03+2.362 70.24+1.092

&CValores médios na mesma coluna seguidos por letras diferentes indicam uma diferenca significativa P
< 0.05. Abreviagdes: EPRT, precipitado do extrato obtido em temperatura ambiente; EPH, precipitado do
extrato obtido a quente; EPU, precipitado do extrato obtido por ultrassom. *Base Umida.

O rendimento do precipitado derivado da extracdo a quente foi significativamente
superior aquele obtido nas extracbes a temperatura ambiente e ultrassénica (P <0,05),
reafirmando o impacto positivo do aumento da temperatura de extracdo no rendimento
de polissacarideos através do aumento da solubilidade (Masmoudi et al., 2008; Miao et
al., 2011). Notavelmente, o rendimento da extracdo a quente (EPH) foi duas e trés vezes
maior que as extragdes a temperatura ambiente (EPRT) e ultrassdnica (EPU),
respectivamente. Comparado ao frutano extraido da raiz de bardana por hidrélise por
enzimas endogenas (Tabela 2), o EPH apresentou maior rendimento de extragdo. N. Lee

et al. (2010) obtiveram maiores percentuais de extrato de bardana, porém, os autores
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ndo realizaram o processo de precipitagdo, 0 que justifica esse maior rendimento de
massa em relacdo aos nossos resultados.

A suposicao predominante na literatura atual sugere que a extracdo de frutanos via
ultrassom é mais eficiente que os métodos convencionais (Chemat et al., 2017; Garcia-
Villalba et al., 2023; Sanchez-Madrigal et al., 2017). Porém, isso ndo se refletiu em
nosso estudo, quando comparado com o uso simultaneo de ultrassom e micro-ondas,
Tabela 2. Milani et al. (2011) sugerem que o rendimento de inulina da raiz de Arctium
lappa L. aumenta exponencialmente com o aumento da amplitude, implicando que o
menor rendimento observado em nosso estudo pode ter resultado do uso de amplitudes
mais baixas.

Tabela 2. Compilacéo da literatura de diferentes métodos de extracdo de compostos de
raizes frescas de Arctium lappa.

Parte da . x Extrair Rendimento de  Referénci
Metodo de extracéo ~
planta compostos extracao (%o) a
Raizes  Ultrassom/microondas simultaneos, agua, inulina 9.9% Z. Lou et
(frescas) 1:15, 60s >0 al. (2009)
Infusdo convencional, 5 vezes de
. agitacdes, etanol 70%, 1:20, temperatura  Extrato de 8,21%
Raizes ambiente, 72h bardana em N.Lee et
(frescas) 06 al. (2010)
Refluxo, agua, 1:20, 85 °C, 3h 9,8%
Raizes Hidrdlise por enzimas enddgenas, 50 °C, 0 Tian et al.
(frescas) 24h Frutano 3,7% (2019)
Infusdo convencional, agua, 1:15, 2 6%
temperatura ambiente (25 °C), 5min ’
Raizes Refluxo, agua, 1:15, 100 °C, 2h . Frl_Jtanp 5,9% Este papel
(frescas) tipo inulina
Ultrassonico, 158 W, agua, 1:15, 50 °C, 1.59%

83min




O teor total de agucar nas fragdes extraidas oscilou entre 86,86% e 77,64%,
composto por agucares redutores (8,73% a 5,33%) e frutose (73,47% a 70,00%). Apesar
das variagcOes significativas no teor de outros acucares, as propor¢des de inulina e
frutose ndo diferiram significativamente entre os precipitados.

As estimativas do contetido de inulina para EPRT, EPH e EPU foram 83,33%,
79,42% e 78,03%, respectivamente, resultado semelhante ao obtido por G. Lee et al.
(2015) ao avaliarem as alteracGes fisico-quimicas e antioxidantes durante os processos
de secagem da bardana. Embora os niveis de aglcar redutor tenham sido maiores para
EPH - possivelmente devido a hidrolise de frutanos relacionada a temperatura (Blecker
et al., 2002) - o teor de frutose e inulina ndo apresentou diferengas significativas em
comparagdo com outras fracoes.

3. 2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Espectros de RMN unidimensionais (*H,**C) e bidimensionais (HMBC) servem
para elucidar as propriedades estruturais dos polissacarideos (R. Wang et al., 2022). No
espectro de RMN de *H (Fig. 2) do frutano de bardana, foram observados picos
caracteristicos variando entre x4 3,67 e 5,45, que podem ser atribuidos a inulina. Esta
atribuicdo foi apoiada pelos sinais identificados de um hidrogénio de glicose e de
frutose, com base em sua blindagem relativa em comparacdo com o tetrametilsilano
(TMS) (T. Barclay et al., 2012). Estas observacdes foram ainda corroboradas pela
comparagdo com a faixa de o1 3,68 a 5,45 observada para a inulina padrdo (INU). Da
mesma forma, o espectro de RMN de 3C (Fig. 3) dos precipitados alinhou-se com o

espectro da inulina padrdo, com desvios insignificantes.
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Figura 2. Espectro de *H RMN (500,13 MHz, D , O) dos precipitados de Arctium lappa e inulina (Orafti®
GR). Abreviaturas: EPRT: precipitado do extrato obtido & temperatura ambiente (preto); EPH: precipitado
do extrato obtido a quente (verde); EPU: precipitado do extrato obtido por ultrassom (vermelho); INU,

inulina padrao (azul).
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Fig. 3. Espectro de RMN de **C (500.13 MHz, DzO) dos precipitados de Arctium lappa e inulina (Orafti®
GR). Abreviaturas: EPRT: precipitado do extrato obtido & temperatura ambiente (preto); EPH: precipitado
do extrato obtido a quente (verde); EPU: precipitado do extrato obtido por ultrassom (vermelho); INU,

inulina padrao (azul).

O desvio quimico 6+ 5,44 (J = 3,8 Hz) para H1' do residuo de a-D-glicopiranose

(a- D-glip) espelhou os valores encontrados nos compostos de referéncia (6 1 5,15 a



5,44) conforme relatado por Fu et al. (2018) e Ldpez et al. (2003). A localiza¢do do
sinal na regido anomérica e sua baixa intensidade podem se correlacionar com a
quantidade de glicose, justificando assim a atribuicdo (Cotrim Ribeiro et al., 2022). A
constante de acoplamento deste sinal a 3,6 Hz sugere ainda uma configuragdo o da
glicose (L. Li et al., 2021).

Picos adicionais em 6 14,28 (J = 8,5 Hz) e 6 14,11 (J = 8,1 Hz) correspondem a
H3-Fru e H4-Fru, respectivamente, ja que o dupleto e o tripleto observados sao
estimulados pelos hidrogénios ligados aos carbonos adjacentes. Na regido entre on 3,67
e on 3,95, os sinais estdo associados a H1-Fru, H5-Fru e H6-Fru, conforme designado
por HMBC (Fig. 3), e estdo de acordo com os dados descritos por Cotrim Ribeiro et al.
(2022). Alem disso, as mudancas quimicas deste estudo correspondem muito as do
ALP-1, um polissacarideo purificado da bardana identificado por L. Li et al. (2021) e Y.
Wang et al. (2019).

Os valores do grau de polimerizacdo (DP), calculados pela razdo média das
integrais do sinal H3-Fru e H4-Fru para a integral do sinal H1'-Glc, produziram valores
de 20,41, 21,14, 14,39 e 11,38 para EPRT, EPH, EPU e INU, respectivamente. Em
comparacdo com o valor DP de INU, os precipitados EPRT e EPH demonstraram
valores mais elevados, um achado ecoado na literatura anterior (Caleffi et al., 2015;
Cotrim Ribeiro et al., 2022; Kardosova et al., 2003; Rubel et al., 2014). Esses resultados
elucidam o impacto do processo de extracdo ultrassdnica no DP, conforme Pourfarzad
et al. (2015 a) sugeriram que fortes efeitos de cavitacdo poderiam fragmentar a cadeia
de frutanos, reduzindo assim o comprimento médio da cadeia. Este efeito também foi
observado nos pesos moleculares estimados, com valor notavelmente baixo obtido para
a fracdo EPU (2511 Da), enquanto valores mais elevados foram apresentados por EPH

(3604 Da) e EPRT (3486 Da). O peso molecular (Mw) do INU de 2023 Da esta dentro
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da faixa fornecida pelo fabricante.

O espectro de RMN de °C revelou sinais na regido de frequéncia mais baixa,
caracteristicos de carbonos de anéis de acucar ligados a oxigénio (6c 60,8 a 81,2), com
os sinais mais altos pertencentes aos carbonos anoméricos (6c 103,2 e 103,4) (Caleffi et
al., 2015; Xu et al., 2016). Estes altimos foram atribuidos ao C2-Fru do residuo B-D-
frutofuranose (B-D-fruf) do frutano (Lopez et al., 2003). Os sinais em 6c 61,0 e 6c 62,3
corresponderam aos sinais do grupo metilico, C1-Fru e C6-Fru, respectivamente,
enquanto oc 74,4, 6c 77,1 e 6¢ 81,2 foram atribuidos ao grupo metino (C4-Fru, C3 -Fru
e C5-Fru) (Caleffi et al., 2015).

N&o foram detectados sinais *C para a glicose, que estd presente apenas nas
terminacOes da cadeia e, portanto, em quantidade comparativamente baixa em relacéo a
frutose (Petkova et al., 2021). Ao comparar os espectros de RMN de ¢ de Liu et al.
(2014) e Petkova et al. (2021), as mudancas quimicas deste estudo foram consistentes
tanto com o frutano ALP-1 quanto com a inulina, polissacarideos extraidos da bardana.

O espectro bidimensional de HMBC contribui para a atribuicdo de deslocamentos
quimicos de *H e 3C, e suas sequéncias e correlagdes. Conforme observado na Figura 4,
todos os mapas (AD) apresentam correlacdo entre H-1 e C-2, sem picos cruzados
indicando a correlagdo H-6/C-2. Isto sugere o estabelecimento de uma ligagao (2 — 1)
entre os residuos de frutosila, constituindo uma estrutura linear simples e alinhando-se
com a estrutura do tipo inulina (Cérantola et al., 2004; Sun et al., 2020).

As correlacbes para EPRT, EPH e EPU foram altamente semelhantes as
observadas para INU. Estes resultados destacam a dominancia do composto nos
precipitados, sendo consistente com o maior teor estimado de inulina sobre os agucares
redutores para todas as fracdes. O menor valor de DP do precipitado da ultrassonicacao

pode ser atribuido a forca de cavitacdo que degrada parcialmente a cadeia de inulina
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Figura 4. Mapa de correlagio HMBC dos precipitados de Arctium lappa e inulina (Orafti® GR).

Abreviaturas: EPRT: precipitado do extrato obtido & temperatura ambiente (A); EPH: precipitado do

extrato obtido a quente (B); EPU: precipitado do extrato obtido por ultrassom (C); INU, inulina padréo

(D).

3.3. Espectroscopia infravermelha por transformada de Fourier (FTIR)

A andlise de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR), uma técnica que fornece insights sobre mudancas moleculares relacionadas as

interacGes dipolares, como a formacdo ou quebra de pontes de hidrogénio, foi realizada

por Romano et al.

(2018). Conforme representado na Figura 5A, 0 espectro

infravermelho apresenta bandas de absorcdo em varias regides, indicativas de frutanos.
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Uma regido de banda densa (900 a 1450 cm ) esta principalmente associada a ligacdo
glicosidica COC, constituindo a zona de impressdo digital, onde a banda Unica de
inulina de 937cm 1, atribuivel ao residuo a-D-Glcp na cadeia de carboidratos, é

discernido (Petkova et al., 2018; Romano et al., 2018).

| ——EPRT|
— EPU
—— EPH
——INU_|

Intensity

T T 1

T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber {cm’”) 26 (")

Figura 5. (A) Espectro FTIR dos precipitados de Arctium lappa. (B) Padrdo de difracdo de raios X da
fracdo obtida dos diferentes extratos de bardana. Abreviaturas: EPRT: precipitado do extrato obtido a
temperatura ambiente (vermelho); EPH: precipitado do extrato obtido a quente (azul); EPU: precipitado

do extrato obtido por ultrassom (preto); INU, inulina padrédo (rosa).

O estiramento entre 1500-900 cm™ ¢ tipico do estiramento CC do anel piranose,
abrangendo as bandas de 1031 cm™, 1128 cm™ e 1448 cm™, conforme previamente
estabelecido na literatura (TG Barclay et al. , 2016; Petkova et al., 2018). Comparac6es
com estudos sobre estruturas variadas de frutanos obtidas da raiz de bardana revelaram
caracteristicas de atribuicdo semelhantes (L. Li etal., 2021; Liu et al., 2014).

Devido a uma estrutura tridimensional organizada, as moléculas do estado
cristalino resultam em bandas mais estreitas, dada a sua rotacdo restrita. Por outro lado,
as moléculas de inulina na fase amorfa giram livremente, criando um estado
desordenado caracterizado por bandas largas no espectro (Romano et al., 2018). A

fracdo EPU apresenta bandas marginalmente mais largas que a EPRT, alinhando-a com



INU, que possui menor grau de polimerizagéo (DP) e maior solubilidade (Petkova et al.,
2018). Isto é congruente com a proximidade do DP da EPU com a inulina padréo,
conforme identificado através de RMN. No entanto, deve notar-se que todos o0s
precipitados apresentam estruturas menos amorfas do que a inulina padrao.

Apolinério et al. (2017) identificaram a banda de estiramento mais ampla, situada
em uma regido diferente em 3326 cm™, como indicativa de grupos hidroxila de
carboidratos (-OH). A banda em 2929 cm ! é descrita as vibracdes de estiramento de
ligagOes simples CH (abrangendo grupos CH, CH,). Um pico de absor¢cdo fraco em
torno de 1603 cm™, ausente na inulina pura, pode ser decorrente de alguma impureza,
pois os precipitados ndo foram purificados (Apolinario et al., 2017). Nenhum dos
precipitados apresentou alteracdes nas posicdes das bandas de absorcéo caracteristicas
em comparacdo com os dados da literatura, sugerindo que 0s processos de extracdo nao
alteraram os grupos funcionais frutanos (X. Lou et al., 2022).

3.4. Difragéo de raios X (XRD)

O difratograma revelou a cristalizacdo das fracdes precipitadas e da inulina padrédo
através de padrdes de difracdo de raios X (Fig. 5B). A identificacdo de pico para EPRT,
EPH e EPU sugeriu a presenca de fases amorfas e cristalinas, alinhando-se com o alto
grau de polimerizacdo encontrado nos precipitados (Kawai et al., 2011). Os picos
criticos observados em 20 incluiram: 11,63°, 15,85°, 18,42° e 21,35°, consistente com
estudos anteriores (X. Lou et al., 2022; Saavedra-Leos et al., 2014). Porém, a inulina
padrdo (INU) ndo apresentou picos, denotando sua estrutura amorfa.

Os picos de EPH foram mais estreitos e intensos que 0s demais precipitados,
indicando que uma rede cristalina perfeita pode ser alcancada pela obtencdo da fracédo
através do extrato quente utilizando refluxo (Cao & Tan, 2005). Uma diminuicdo na

intensidade do pico foi observada da primeira (20 = 10) para a segunda regido (20 = 20)
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em todas as fracdes, em linha com as observacbes de X. Lou et al. (2022). A menor
cristalinidade observada na EPU pode ser atribuida & destruicdo de pontes de hidrogénio
nas moléculas de inulina por ultrassom em intensidades de sonicacdo mais baixas (X.
Lou et al., 2022). Um peso molecular (Mw) mais elevado foi associado a uma maior
perfeicdo do cristal, sugerindo que quanto menor o Mw, mais fraco e menor poderia ser
o cristal (T. Barclay et al., 2016). Mesmo quando comparado ao INU, o precipitado de
EPU exibiu uma estrutura mais cristalina.

3.5. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os precipitados derivados das raizes de Arctium lappa foram analisados utilizando
microscopia eletrénica de varredura para discernir suas caracteristicas morfologicas,
conforme representado na Figura 6. Uma analise comparativa das microestruturas para
as fracbes EPRT, EPH e EPU revelou propriedades analogas. Estes precipitados
apresentaram superficies marginalmente rugosas, com a fracdo EPH manifestando uma

forma esferdide mais pronunciada. Uma caracteristica comum entre todos os

precipitados foi a presenca de aglomerados, como pode ser comprovado pela analise.

“. ‘ y o o
Fig. 6. Micrografias dos precipitados de Arctium lappa. (A) ERT: precipitao do extrato obtido a
temperatura ambiente; (B) EPH: precipitado do extrato obtido a quente; (C) EPU: precipitado do extrato

obtido por ultrassom.

A extracdo de frutanos de Atractylodis macrocephalae em solucdo alcalina

resultou em uma estrutura agrupada em formato esferdide com superficie rugosa (X. Li
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et al., 2023). Este comportamento resulta da acdo do tipo de reagente utilizado, que
interage com a superficie da parede do produto.

O frutano seco por aspersdo da raiz de Eremurus spectabilis resultou em
particulas de pequeno diametro, formato esférico ou oval e superficie lisa. Microfraturas
e rupturas foram observadas na superficie das particulas obtidas pelo método de
extracdo assistida por ultrassom, possivelmente devido ao efeito mecénico da cavitacao.
Resultados semelhantes foram descritos por Pourfarzad et al. (2015a, b).

3.6 Propriedades reoldgicas

As propriedades reologicas dos precipitados de Arctium lappa, influenciadas por
diversas técnicas de extragcdo, foram investigadas. Uma varredura de frequéncia foi
realizada nas temperaturas de 8, 16 e 32 °C para examinar os impactos dos métodos de
extracdo na robustez das fracbes em diferentes temperaturas. Os modulos de

armazenamento (G') e perda (G") associados estdo representados na Figura 7.
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Figura 7. Varreduras de frequéncia dos precipitados de Arctium lappa. (A) EPRT: precipitado do extrato
obtido & temperatura ambiente; (B) EPH: precipitado do extrato obtido a quente; (C) EPU: precipitado do
extrato obtido por ultrassom. Os desvios padrdo foram omitidos para maior clareza; entretanto, o

coeficiente de variacdo das andlises replicadas foi de <10% em todos 0s casos.

Em todas as faixas de temperatura, 0 modulo G' excedeu 0 mddulo G" para

EPTR, EPH e EPU. Este comportamento indica que as fracdes possuem propriedades



viscoelasticas, com o modulo elastico dominando. Isso sugere que apds a deformacéo,
as amostras tendem a reverter para seus estados iniciais (X. Lou et al., 2022).

Uma fraca dependéncia de frequéncia foi observada para G' e G" em todos 0s
precipitados ao longo da varredura, indicativo de uma estrutura fragil semelhante a um
gel (Monroy et al., 2018). De acordo com Kou et al. (2018), uma perda maior o modulo
impede a deformacéo; assim, G' significa a tensdo necessaria para induzir a deformacéo
da unidade. Os valores do modulo de perda foram elevados para as fracdes EPH e EPRT
em comparacdo com EPU, implicando maior resisténcia e elasticidade. Este efeito é
consistente com os resultados de as analises estruturais (FTIR e XRD), onde estes
precipitados apresentam uma forma mais cristalina e rigida (X. Lou et al., 2022).

O modulo G", representando a transformacao da energia do gel em calor durante a
deformacdo, também apresentou valores mais elevados para os precipitados EPH e
EPTR, refletindo sua natureza viscosa (Kou et al., 2018). O elevado valor do modulo de
armazenamento também pode ser atribuido a uma viscosidade potencialmente mais
elevada em EPH e EPTR, dado que valores mais elevados de DP e subsequentemente de
Mw podem influenciar significativamente as propriedades viscoelasticas do composto
maioritario das fracdes.

Em relacdo a temperatura, todas as fracdes a 8 °C exibiram os valores maximos de
G' e G", sequidas de 16 °C e 32 °C e a 8 °C, EPH e EPRT apresentaram valor maximo
idéntico de G' de 1,18x10° Pa. O aumento da temperatura diminui a interagéo coesiva
entre as moléculas, reduzindo a resisténcia ao fluxo do fluido, justificando os maiores
valores de médulo obtidos em temperaturas mais baixas (Rodriguez-Gonzélez et al.,
2019). Porém, a 16 °C, o EPH registrou valor maximo de 9,5x10* Pa, enquanto EPRT
alcancou apenas 6,2x10* Pa. Estas observacdes sugerem que as fracgOes apresentam

maior viscosidade a temperaturas reduzidas. Em relacdo a EPU, seu maior valor de G' a
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8 °C foi de apenas 5,4x10* Pa, significativamente inferior ao de EPH e EPRT. Além de
fragmentar a cadeia da inulina (RMN), o ultrassom de baixa intensidade também pode
alterar a forca da ligacdo de hidrogénio, rompendo a estrutura e possivelmente
enfraquecendo a EPU (X. Lou et al., 2022).

A Figura 8 apresenta o grafico de viscosidade dindmica (n') para as diversas
fracOes a 8, 16 e 32 °C. Consistente com os modulos G' e G", cada fragdo demonstrou
maior viscosidade em temperaturas mais baixas, e entre as fragdes, EPH apresentou

maior viscosidade.
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Fig. 8. Viscosidade dindmica dos precipitados de Arctium lappa. EPRT: precipitado do extrato obtido a
temperatura ambiente; EPH: precipitado do extrato obtido a quente; EPU: precipitado do extrato obtido
por ultrassom. Os desvios padrdo foram omitidos para maior clareza; entretanto, o coeficiente de variacéo

das anélises replicadas foi de <10% em todos 0s casos.

Variagbes na viscosidade do EPH foram relacionadas as mudangas de

temperatura. A fracdo apresentou viscosidade aumentada a 16 °C em frequéncias mais
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baixas, mas uma viscosidade mais alta foi observada a 8 °C a medida que a frequéncia
aumentava. EPRT apresentou maiores valores de ' a 8 °C, enquanto EPU a 8 ¢ 16 °C
apresentou melhor viscosidade em frequéncias mais baixas do que EPRT a 32 °C. A
ligeira diferenca observada pode ser porque o precipitado apresentou resisténcia
reduzida em frequéncias mais baixas e temperaturas mais altas, independentemente da
extracdo. No entanto, o impacto do ultrassom na viscosidade da EPU tornou-se aparente
com o aumento da frequéncia. O processo de extragdo por ultrassom induziu a
despolimerizacdo da inulina, gerando um composto de menor PM de baixa viscosidade (
Lingyun et al., 2007; X. Lou et al., 2022).

A medida que os valores de frequéncia aumentaram em todas as temperaturas, 0s
valores de n' de EPU foram inferiores aos de todos os outros precipitados,
provavelmente devido ao menor grau de polimerizagdo. Esses resultados estdo
alinhados com a superioridade da consisténcia de EPRT e EPH previamente observada a
partir dos valores de G' e G".

4. Concluséo

Em conclusdo, o estudo obteve com sucesso um frutano do tipo inulina com
percentagens estimadas significativas de inulina e grau de polimerizacdo (DP).
Notavelmente, descobriu-se que as técnicas de extracdo empregadas influenciam
potencialmente os atributos estruturais e reoldgicos do composto resultante. Nenhuma
dessas metodologias alterou significativamente sua estrutura quimica, conforme
confirmado pelos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Infravermelho
por Transformada de Fourier (FTIR), que se alinham estreitamente com a literatura
sobre frutanos do tipo inulina.

Uma observacdo digna de nota foi que a cristalinidade relativa dos precipitados

sofreu um impacto negativo devido a extragdo assistida por ultrassom de baixa poténcia.
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Os precipitados, do ponto de vista reoldgico, apresentaram propriedades viscoelasticas.
As influéncias na viscosidade aparente, bem como nos modulos G' e G" dos
precipitados de EPU, foram observadas e supde-se que estejam correlacionadas com a
fragmentacédo da cadeia de inulina, o que levou a uma consequente redugéo no DP e no
peso molecular desta fragéo.

A extracdo a quente surgiu como um método potencialmente mais eficaz e menos
destrutivo, para obtencdo de frutanos do tipo inulina a partir da raiz de bardana, sendo
recomendada para aplicagdes que visam este composto como melhorador de
propriedades tecnologicas. Estes resultados fornecem informagdes valiosas, apoiando a
selecdo de uma metodologia de extracdo para derivar um composto com potencial
superior para melhorar as caracteristicas texturais de produtos alimenticios, sendo as
aplicacOes eles produtos lacteos probioticos considerado uma tendéncia emergente.
Portanto, este estudo contribui com uma base robusta para pesquisas futuras e apresenta

um avanco significativo na otimizagéo das técnicas de extracdo de inulina.
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