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Resumo

A levodopa é a principal droga utilizada atualmente no tratamento da doenca de Parkinson. Esse
aminoacido, encontrado na semente de mucuna, € um precursor direto da dopamina, que atua na
reducdo e controle dos sintomas da doenca. A levodopa comercializada é produzida de forma
sintética, no entanto, devido a relevancia do tema, estudos tém sido feitos para encontrar alternativas
de extracdo desse composto a partir de fontes naturais, tornando o processo mais econémico e
sustentavel com o uso de solventes alternativos. Neste estudo, o objetivo foi caracterizar as sementes
de mucuna cinza (Mucuna cinerea) e avaliar o rendimento da extracdo sélido-liquido de levodopa,
utilizando diferentes solventes (&cido benzoico, &cido succinico, cloreto de colina, etanol, PEG 4000
e agua). Para avaliar quais solventes e fatores que mais influenciavam no rendimento de extragéo,
um delineamento fatorial (2°) foi realizado. Os fatores foram a temperatura, tempo de extracéo e a
razdo entre solido e solvente. A analise da composi¢cdo mostrou que a mucuna é rica em proteinas
com 26,49% e carboidratos com 50,63%, tem 10,16% de minerais, 4,08% de lipideos e 8,64% de
umidade. A quantificacdo da levodopa foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia, sendo
mistura aquosa de agua e etanol 50% m/m o solvente mais indicado para a extracao, alcancando o
rendimento de 14,14%.

Palavras-chave: Extragdo solido-liquido. Levodopa. Solvente. Mal de Parkinson.
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Abstract

Levodopa is the main drug currently used to treat Parkinson's disease. This amino acid, found in the
mucuna seed, is a direct precursor to dopamine, which acts to reduce and control of disease’s
symptoms. The commercially available levodopa is produced synthetically, however, due to the
relevance of the topic, studies have been carried out to find alternatives for extracting this compound
from natural sources, making the process more economical and sustainable with the use of
alternative solvents. In this study, the objective was to characterize the seeds of gray mucuna
(Mucuna cinerea) and evaluate the solid-liquid extraction yield of levodopa, using different solvents
(benzoic acid, succinic acid, choline chloride, ethanol, PEG 4000 and water). To evaluate which
solvents and factors most influenced the extraction yield, a factorial design (2°) was carried out. The
factors were temperature, extraction time and the ratio between solid and solvent. Composition
analysis showed that mucuna is rich in proteins with 26.49% and carbohydrates with 50.63%, has
10.16% minerals, 4.08% lipids and 8.64% moisture. Levodopa was quantified using high-
performance liquid chromatography, with an aqueous mixture of water and ethanol 50% m/m being
the most suitable solvent for extraction, achieving a yield of 14.14%.

Keywords: Solid-liquid extraction. Levodopa. Solvent. Parkinson’s desease.

1. Introducéo

O Mal de Parkinson é uma doenca neurodegenerativa caracterizada por uma diminuicdo da
producdo de dopamina e tem como principais sintomas o tremor em repouso, mudanca de posturas
e lentiddo de movimentos (Katzenschlager et al., 2004; Gomes et al., 2021). No entanto, como a
dopamina € um neurotransmissor que ndo € capaz de atravessar a barreira hematoencefalica, ela ndo
¢ usada diretamente para o tratamento da doenca (Hu et al., 2010). A levodopa é um aminoéacido
precursor da dopamina que pode atravessar essa barreira, atingindo o sistema nervoso central (Mu
et al., 2015). Portanto, o principal tratamento para os sintomas da doenca de Parkinson envolve a
administragdo de levodopa sintética. No entanto, um dos efeitos colaterais comuns da administragéo
desta medicacdo é a discinesia (movimento muscular involuntario induzido por drogas) (Benfica, et
al. 2020).

A principal fonte natural da qual a levodopa pode ser extraida sdo as sementes de Mucuna
pruriens (Damodaran; Ramaswamy, 1937; Katzenschlager et al., 2004). Anosike et al. (2019)
extrairam levodopa de sementes de mucuna utilizando metanol como solvente, resultando em um
extrato contendo 12,16% de levodopa. Rane et al. (2019) usaram uma mistura de acetonitrila e
metanol combinados ao ultrassom e extrairam levodopa de diferentes tipos de mucuna, reportando
rendimentos até 7,61%. Misra e Wagner (2007) obtiveram concentracfes até 6% de levodopa
usando uma mistura etanol:agua na presenca de acido ascérbico e cloroférmio. Observa-se que a
ampla gama de concentrac6es ndo permite uma estimativa precisa do teor de levodopa em amostras
individuais de mucuna.

Pode-se notar que, em grande parte dos estudos aplicados a processos de extracdo sélido-
liquido, sdo utilizados solventes organicos toxicos como metanol, hexano, acetona e cloroférmio,
devido as suas caracteristicas de polaridade, solubilidade e alta capacidade de extracdo. Entretanto,
a recuperacao desses compostos naturais tem muitos inconvenientes, como problemas associados a
alta toxicidade, elevada volatilidade e baixa seletividade e, na maioria dos casos, com a necessidade
de eliminagdo total do solvente (Benfica et al., 2021). A substituicdo de solvente é um estudo
relevante para processos industriais com menores impactos ao ambiente. E importante encontrar
solventes que promovam elevados rendimentos de extragdo tendo, ao mesmo tempo, baixa
toxicidade, alta estabilidade térmica e biodegradabilidade (Rane et al., 2019; Chemat et al., 2019).

Dentre os trabalhos encontrados na literatura, Benfica et al. (2022, 2021) apresentaram uma
alternativa eficaz no processo de extracdo de levodopa utilizando solventes alternativos como
solventes eutéticos com base em &cidos carboxilicos ou polidis combinados com cloreto de colina,
encontrando rendimentos de extracdo de até 9,9%.
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Estudos relatam o uso de compostos biodegradaveis, incluindo acidos carboxilicos e
polimeros (Liu et al., 2013) em sistemas de extracdo sendo solventes aprovados e usados em
industrias de alimentos, farmacéuticas e de cosméticos.

Neste trabalho foram utilizados diferentes solventes extratores (acido benzoico, acido
succinico, cloreto de colina, etanol, PEG 4000 e &gua) e avaliadas diferentes condicfes
experimentais (temperatura, razdo sélido/solvente e tempo de extragdo) na extracao de levodopa a
partir de sementes de mucuna.

2. Metodologia

Sementes de Mucuna cinerea foram adquiridas da empresa de comercializacdo de sementes
Brseeds Sementes, grau de pureza 99%. As sementes foram moidas em um moinho do tipo Willye
TE-650 do Laboratorio de Agroecologia da UFV (Universidade Federal de Vicosa) até uma
granulometria de 1,18 mm. Os experimentos para a extracdo da levodopa das sementes de mucuna
foram realizados no Laboratorio de Processos Biotecnoldgicos do Departamento de Quimica da
UFV. Os equipamentos utilizados foram previamente calibrados de forma a reduzir os erros
instrumentais. No preparo das solugdes de solventes, os compostos foram pesados em balanga
analitica (Bel M214-AlH), com quatro casas decimais e diluidos em agua ultrapura Milli-Q, até a
obtengéo de uma solugdo homogénea.

2.1 Caracterizacdo fisico-quimica

Foram determinadas a umidade, teor de cinzas, teor de lipideos, teor de proteinas e teor de
carboidratos das sementes de mucuna moidas. A amostra foi formada por uma por¢do de mucuna
de cada granulometria obtida, de forma que minimize os efeitos do tamanho dos grédos. As analises
de umidade, cinzas e lipideos seguiram a metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008). A
determinacdo de proteinas foi baseada no método de digestdo Kjeldahl. A quantidade de
carboidratos, a qual foi determinada por diferenga.

2.2 Extracéo solido-liquido

Para a realizacdo dos procedimentos experimentais, diferentes tipos de solventes foram
preparados em concentragcdes de acordo com o planejamento experimental. Os solventes e suas
respectivas concentrac6es foram: i) acido benzoico, 0,29% m/m; ii) acido succinico, 8,30% m/m;
iii) cloreto de colina (ChCl), 50% m/m; iv) etanol 50% m/m; v) PEG 4000, 12% m/m e vi) agua.

Com o objetivo de determinar as condi¢cdes experimentais que correspondam ao maximo
rendimento de extracdo da levodopa (RD), neste trabalho fez-se uma exploracdo dos fatores que
poderiam influenciar no rendimento: temperatura (°C), razdo solido/solvente e o tempo de extracédo
(min). Os niveis e os fatores tiveram sua influéncia analisados por meio do planejamento fatorial
completo (2%), com triplicata no ponto central, totalizando 11 ensaios para cada solvente. Os niveis
reais e codificados estdo representados na Tabela 1. Os resultados foram analisados estatisticamente
a um nivel de confidéncia de 95%. Os modelos foram testados pela ANOVA, observando a falta de
ajustamento e coeficiente de determinagio (R2) com o teste F, e os coeficiente do modelo foram
testados pelo teste t de Student. A matriz de planejamento para o delineamento proposto esta
representada pela Tabela 2.

Tabela 1 — Niveis dos fatores no planejamento experimental.

Niveis
Parametros -1 0 +1
Temperatura (°C) 35 50 65
Razéo sdlido /solvente (%o m/m) 20 30 40
Tempo de extracdo (min) 10 20 30




| The Journal of Engineering and Exact Sciences — jJCEC

Tabela 2 — Matriz do delineamento (23+3) e os valores codificados dos fatores para a extracéo
da levodopa.

Ensaio Temperatura Razéo solido /solvente Tempo de extracao
(°C) (% m/m) (min)
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

As massas de mucuna para cada experimento foram pesadas em balanca analitica, utilizando
frascos previamente identificados. Em seguida, as massas de cada solvente foram adicionadas aos
frascos e pesados com a mucuna, de modo a obter a razdo solido/solvente desejada. Cada frasco foi
mantido a temperatura constante, sob agitacdo, em chapa de aquecimento (IKA® C-MAG HS 10),
conforme o planejamento para cada experimento. Ap6s o tempo de extracdo, uma aliquota de 10 pL
de cada extrato foi retirada com pipeta automatica e diluida em 4990 pL de &gua deionizada em
outro frasco previamente identificado. As amostras diluidas foram congeladas até a sua
quantificacdo por cromatografia.

A quantificacdo de levodopa foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Os experimentos foram realizados no LASA (Laboratério de Sintese de Agroquimicos) da UFV,
com o equipamento Shimadzu LC10AD. Para a quantificacdo da levodopa, inicialmente foi feita
uma curva analitica. As solugcbes padrdo de levodopa (Sigma-Aldrich) foram preparadas com
concentragdes variando de 0,0372 a 0,0900 g L. A fase mdvel usada no cromatografo foi uma
solucdo com concentracdo de 1 % v/v de &cido acético em é&gua deionizada. Para a leitura das
solucBes dos padrdes de levodopa, 20 pL foram injetados na coluna C18, com fluxo de 0,800 mL
min‘! da fase movel, e detectada em leitor UV com comprimento de onda de 280 nm, a temperatura
ambiente. Apoés as leituras das solugdes dos padrbes no cromatdgrafo foi possivel elaborar uma
curva analitica. As leituras das amostras foram realizadas, sob as mesmas condices realizadas com
as solucdes dos padrbes no cromatografo. A partir das areas dos picos obtidas, foi possivel calcular
a concentracao de levodopa extraida de cada amostra.

O célculo do rendimento da extracdo (RD) foi feito de acordo com a Equacéo 1.

_ C*V1 *My

RD 100 (1)

T Vyrmy *p

Em que, RD é o rendimento da extracdo (%); C é a concentracdo de levodopa no extrato,
obtida a partir da curva analitica com a absorvancia da amostra (g L™); V1 0 volume de amostra
(uL); V2 a aliquota do extrato (uL); m1 a massa de mucuna (g); m2 a massa de solvente (g); p a

densidade do solvente (g L™).
3. Resultados e discusséo

Neste trabalho foram avaliados diferentes solventes, de baixo custo e biocompativeis, para
extracdo de levodopa a partir de biomassa sob a influéncia de diferentes fatores: temperatura, razdo

solido/liquido e tempo de extracéo.
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3.1 Caracterizacao fisico-quimica
Na Tabela 3 esté apresentada a composicao das sementes de mucuna

Tabela 3 — Caracterizacgao fisico-quimica das sementes de mucuna.
Componente  Teor (% m/m)
Carboidratos 50,63

Proteinas 26,49
Lipidios 4,08
Cinzas 10,16
Umidade 8,64

Souza et al. (1991) realizaram a caracterizacdo de sementes de mucuna-ana (Stizolobium
deeringianum) e obtiveram resultados de 39,00% para amido, 26,70% para proteinas, 4,97% para
cinzas, 7,48% para fibras e 11,96% para umidade. Aware et al., (2017) encontraram 12,3% de
carboidratos, sendo 2,9% de amido, 9,07% de proteinas, 2,3% de cinzas, 7,48% de fibras e 1,12%
de lipideos para as sementes de mucuna macrocarpa. Nwaoguike; Braide; Uwaoguike, (2011)
estudaram o efeito do processamento na composicdo fitoquimica da M. pruriens descascada, e
encontraram 60,03% de carboidratos, 5,26% de cinzas, 3,86% de fibras, 28,23% de proteinas, 2,69%
de lipideos e 12,32% de umidade. A comparacdo destes trabalhos indica a tendéncia de mucunas,
independente da espécie, apresentarem teores consideraveis de proteinas, o que € um bom indicativo
para a escolha desta semente para a extracéo de levodopa; além de indicar baixos teores para lipidios.
As diferencas dos resultados obtidos entre os trabalhos podem ser explicadas pela espécie de
mucuna, além da forma de cultivo e o clima, e da metodologia utilizada na determinacdo dos
parametros.

3.2. Extracgao solido-liquido
Os resultados de rendimento de extracdo de levodopa, obtidos experimentalmente de acordo
com o planejamento estatistico estdo representados na Tabela 4.

Tabela 4 — Rendimentos de extracdo de levodopa para os solventes em estudo.

Razdo Tempo

PEG

Ensaio OT SIS (min) Acido Acido Agua ChCl Etanol 4000
(°C) (% /m) benzoico succinico
1 35 20 10 6,65 7,35 8,00 3,76 7,85 4,06
2 65 20 10 10,97 12,43 5,32 2,81 4,52 4,31
3 35 40 10 4,90 6,20 3,13 2,54 14,14 3,89
4 65 40 10 9,43 9,99 5,57 3,31 473 5,33
5 35 20 30 8,13 9,93 7,11 4,85 5,98 4,06
6 65 20 30 10,48 11,19 19,27 3,55 4,83 7,75
7 35 40 30 8,07 8,97 8,17 5,06 5,87 4,90
8 65 40 30 4,90 7,69 9,35 2,25 7,09 8,06
9 50 30 20 8,92 7,81 6,46 3,18 5,95 5,30
10 50 30 20 8,50 8,50 7,34 2,57 6,08 6,75
11 50 30 20 9,06 8,94 6,91 1,79 3,84 6,07

Observa-se pela Tabela 4 que o maior valor de rendimento de extracdo foi de 19,27% usando
agua como solvente. No entanto, este valor ndo esta condizente com a faixa de teores de levodopa
encontrados para mucuna e ja reportados em literatura (Benfica et al. 2020, 2021; Anosike et al.,
2019; Rane et al., 2019). Possivelmente a &gua foi um solvente ndo seletivo que permitiu a extragéo
de outros compostos que interferiram na quantificacdo da levodopa. Além disso, a &gua é um
solvente que, por ter relativamente um alto ponto de ebuli¢do, implicaria em alto gasto enérgico na
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sua separacdo. O segundo solvente que apresentou melhor rendimento (14,14%) foi a solucéo
alcoolica de etanol a 50%m/m por ser um solvente também bastante polar, apresentando o grupo
funcional hidroxila. Em seguida, os rendimentos foram de 12,43% para a solucdo de acido succinico
e 10,97% para a solucdo de &cido benzoico. Provavelmente, este fato é devido a esses compostos
apresentarem o grupo carboxila, como a levodopa, sendo que o &cido succinico apresenta duas
carboxilas e o acido benzoico apenas uma, indicando um maior rendimento de extragdo usando o
primeiro. A solucdo de PEG 4000 e a de cloreto de colina apresentaram menores rendimentos de
extracao (8,06% e 5,06%, respectivamente). Para determinar quais fatores foram significativos, um
diagrama de Pareto para cada solvente foi plotado, com um nivel de significancia de 5%,
apresentados na Figura 1.

Termo 430
T

=

ABC

AB

[al

1] 2 4 [ 8 10 12 [
Efeitos Padronizados Efeitos Padronizados
(a) (b)
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|
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.

ABC

AB

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Efeitos Padronizados Efeitos Padronizados
(e) ®

Figura 1 - Diagramas de Pareto para rendimento de extracao utilizando os solventes: (a)
acido benzoico, (b) acido succinico, (c) agua, (d) cloreto de colina, (e) etanol, (f) PEG 4000.
Fator A =T, B = R: razdo sélido/solvente e C = tp: tempo de extracao
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Como pode ser visto nos diagramas de Pareto, nem todos os fatores foram significativos para
todos os solventes, ou seja, influenciaram a variavel resposta, rendimento de extracdo. Nota-se que
apenas houve fatores significativos para a extracdo utilizando acido benzoico, acido succinico e
agua. As andlises de variancia (ANOVA) foram realizadas para cada solvente, indicando os fatores
que foram significativos a um nivel de 5 % de significancia. Um modelo completo (Equacao 2) foi
testado para todos os solventes.

RD=ﬁ0+ﬁ1T+ﬁ2R+ﬁ3tp+ﬁ4T*R+ﬁ5T*tp+ﬁ6R*tp+ﬁ7T*R*tp (2)

Em que, RD € o rendimento de extracdo, T é a temperatura (°C), R a razéo sélido/solvente, tp
o0 tempo de extracao (min).

Para o 4cido benzoico, o coeficiente de determinacdo (R?) foi 0,996, indicando que a maior
porcentagem da variacdo foi explicada pelo modelo (Equacéo 3).

RD =593+ 0,0739T + 0,3101R + 0,231¢t,, + 0,000514T * R + 0,00629T * t,, + 0,021R *
tp +0,000479T % R = t,, (3)
Como pode ser observado, os fatores que influenciaram a resposta, em ordem decrescente de
grandeza, foram interacdo entre temperatura e tempo, razdo sélido/solvente, temperatura, interacdo
entre os trés fatores e interacdo entre temperatura e razdo sélido/solvente.
Na extragdo com o acido succinico, os seguintes fatores foram significativos: interagéo entre
temperatura e tempo, temperatura e razdo solido/solvente. O coeficiente de determinacdo foi 0,871,
0 modelo esta apresentado na Equacéo 4.

RD = 0,47 + 0,2220T — 0,1007R + 0,393t, — 0,00741T = ¢, 4)

O modelo que descreve o rendimento de extracdo utilizando a agua como solvente esta
apresentado abaixo (Equacédo 5), e obteve bom coeficiente de determinacdo igual a 0,998. O fator
que mais influenciou a resposta foi o tempo, seguido da interacdo entre os trés fatores, interagéo
entre temperatura e tempo, razéo sélido/solvente, temperatura e interacdo entre temperatura e razao
solido/solvente.

RD = 43,38 — 0,7748T — 1,158R — 2,145t,, + 0,02192T * R + 0,05111T * t, + 0,06174R
t, — 0,001341T * R * t, ()

Para o solvente PEG4000, somente os fatores tempo de extracdo e temperatura influenciaram
no rendimento de extracdo. O modelo estd apresentado na Equacdo 6, com R2 igual a 0,855.

RD = 4,44 — 0,0148T — 0,125t,, + 0,00429T = t,, (6)

5. Concluséao

A semente de Mucuna cinerea foi caracterizada quanto a sua composicao fisico- quimica. Pela
andlise da composi¢do quimica, concluiu-se que a mucuna é composta por mais de 75% de
carboidratos e proteinas. A mistura etanol:agua 50% foi a que apresentou melhores resultados para
extragdo da levodopa. As variaveis estudadas (temperatura, razdo solido/solvente e tempo de
extragdo) tiveram influéncia no rendimento na extragdo utilizando a solugdo saturada de acido
benzoico, a solucédo saturada de acido succinico, a agua deionizada e a solu¢do de PEG 4000.
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