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RESUMO

RAMOS, Bruna Vilarino, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2022. Extracao
assistida por micro-ondas de compostos bioativos do bacupari (Garcinia gardneriana)
utilizando solvente eutético profundo natural. Orientadora: Rita de Cassia Superbi de
Sousa.

Este estudo explora o desempenho de solventes alternativos, mais precisamente de um
solvente eutético profundo natural (NADES), na extragdo assistida por micro-ondas de
compostos bioativos de Garcinia gardneriana (Planch. & Triana) Zappi. Conhecida
popularmente como bacupari, a espécie ¢ muito conhecida na medicina popular no Brasil e
vem se destacando devido a suas propriedades terapéuticas como ac¢do anti-inflamatoria,
antioxidante, antimicrobiana, anti-HIV, dentre outras. Tais propriedades estdo associadas a
presenca expressiva de compostos bioativos como benzofenonas, biflavonoides € compostos
fenolicos em geral. No entanto, a extracdo desses compostos bioativos utiliza comumente
solventes organicos, em geral altamente toxicos e ndo biodegradaveis. Nesse contexto,
objetiva-se nesta pesquisa realizar uma extragdo com uma alternativa mais sustentavel de
solvente, com o intuito de reduzir a polui¢do ambiental gerada pelo uso de solventes
organicos. Para isso, o NADES resultante da mistura de cloreto de colina e 4cido oxalico (1:1
molar) foi utilizado para extrair compostos bioativos majoritarios em sementes de bacupari.
Uma metodologia estatistica de superficie de resposta CCRD 27 foi proposta para este estudo,
a fim de avaliar a influéncia das varidveis: temperatura, concentracdo de biomassa (razao
biomassa/solvente) e fragdo de agua adicionada ao solvente (razdo dgua/solvente), na extracao
dos compostos majoritarios Fukugetina, Guttiferona-A e 7-Epiclusianona, ja extraidos nesta
espécie. Posteriormente, comparou-se o extrato obtido pelo NADES com os extratos obtidos
com solventes convencionais selecionados (etanol, acetato de etila e 4gua) por quantificagdo
cromatografica (HPLC), teor de fendlicos, flavonoides e capacidade antioxidante. Para o
sistema testado, a analise estastitica realizada pelo software Statistica 7.0 apontou que o ponto
otimo para maior rendimento de Fukugetina corresponde a 75 °C de temperatura, 30 % m/v
de biomassa no solvente e 15,75 % v/v de adi¢ao de agua ao NADES. O solvente verde
apresentou maior potencial e seletividade para extrair o composto Fukugetina, enquanto

etanol e acetato de etila foram mais efetivos para os demais compostos investigados.

Palavras-chave: Quimica verde. NADES. Extragdao. Micro-ondas. Metodologia de Superficie
de Resposta.



ABSTRACT

RAMOS, Bruna Vilarino, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2022. Microwave
assisted extraction of bacupari (Garcina gardneriana) bioactive compounds by natural
deep eutectic solvent. Adviser: Rita de Cassia Superbi de Sousa.

This study explores the performance of alternative solvents, more precisely of a natural deep
eutectic solvent (NADES), in the microwave-assisted extraction of bioactive compounds of
Garcinia gardneriana (Planch. & Triana) Zappi. Popularly known as bacupari, the species is
well known in popular medicine in Brazil and has been highlighted due to its therapeutic
properties such as anti-inflammatory, antioxidant, antimicrobial, and anti-HIV actions, among
others. These properties are associated with the expressive presence of bioactive compounds
such as benzophenones, biflavonoids, and phenolic compounds in general. However, the
extraction of these bioactive compounds commonly uses organic solvents, in general highly
toxic and non-biodegradable. In this context, this research aims to perform an extraction with
a more sustainable alternative solvent, in order to reduce environmental pollution generated
by the use of organic solvents. For this, NADES resulting from the mixture of choline
chloride and oxalic acid (1:1 molar) was used to extract major bioactive compounds in
bacupari seeds. A statistical response surface methodology CCRD 2* was proposed for this
study to evaluate the influence of the variables: temperature, biomass concentration
(biomass/solvent ratio) and fraction of water added to the solvent (water/solvent ratio), on the
extraction of the major compounds Fukugetin, Guttiferone-A and 7-Epiclusianone, already
extracted in this species. Subsequently, the extract obtained by NADES was compared with
the extracts obtained with selected conventional solvents (ethanol, ethyl acetate and water) by
chromatographic quantification (HPLC), phenolic content, flavonoids and antioxidant
capacity. For the system tested, the stastistic analysis performed by the Statistica 7.0 software
indicated that the optimum point for the highest yield of Fukugetin corresponds to 75°C of
temperature, 30% of biomass in solvent and 15.75% of water added to the NADES. The green
solvent showed higher potential and selectivity to extract the compound Fukugetin, while

ethanol and ethyl acetate were more effective for the other compounds investigated.

Keywords: Green chemical. NADES. Extraction. Microwave. Response Surface Metodology.
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1. INTRODUCAO

Desde o surgimento da espécie humana, as plantas desempenham importante papel
no tratamento, cura e prevencao de doengas (DAR; SHAHNAWAZ; QAZI, 2017). Ainda hoje,
as plantas medicinais sdo base importante para o sistema de saude de uma parcela da
populacdo mundial, principalmente no ambito da atencdo primaria de saude de paises em
desenvolvimento (BRASIL, 2016). Alguns fatores contribuem para a manutengao do uso de
plantas como recurso medicinal atualmente, como o alto custo de medicamentos
convencionais, as limitagdes no acesso a saude, além do forte apelo histérico e cultural
exercido pela fitoterapia em diversas regides do mundo (AGRA; BARBOSA-FILHO, 2008;
JOY et al., 2001; DAR; SHAHNAWAZ; QAZI, 2017).

No Brasil, o uso de plantas medicinais ¢ facilitado em decorréncia da flora bastante
diversificada, com mais de 46000 espécies vegetais conhecidas no pais (BRASIL, 2021) e do
baixo custo associado. Entretanto, os estudos sobre agdo terapéutica, farmacologica e
composicao fitoquimica de muitas espécies ainda sdo desconhecidas ou incipientes (SANTA-
CECILIA et al., 2013; BRASIL, 2016).

As plantas sdo capazes de sintetizar e conservar em seus 0rgdos variados compostos,
notadamente, uma classe denominada metabolitos secundarios, para os quais se atribuem
direta ou indiretamente, variadas acdes terap€uticas presentes nestas matrizes vegetais
(LOVKOVA et al, 2001). Alcaloides, terpenos, compostos fendlicos, glicosideos e
polissacarideos sdo classes de particular interesse em relagdo aos seus efeitos terapéuticos
(LOVKOVA et al., 2001). Estas substancias podem ser derivadas de toda a planta ou de
diferentes partes dela, como folhas, caule, casca, raiz, flor, semente, cerne e exsudatos
vegetais (JAIN, 2015).

E notavel o grande avango em pesquisas envolvendo o estudo de plantas medicinais,
seus compostos quimicos e farmacologicos. Investigacdes cientificas demonstraram que uma
parcela dessas substidncias € potencialmente extraivel para diversas aplicagdes como:
producdo de medicamentos fitoterdpicos, insumos para a industria farmacéutica e cosmética,
além de matérias-primas industriais em geral (JOY et al., 2001; DAR; SHAHNAWAZ;
QAZI, 2017).

Espécies vegetais do género Garcinia (Rheedia) apresentam uma diversidade de
compostos biologicamente ativos e sdo muito usados na medicina popular principalmente no
tratamento de inflamagdes, anemias, na cicatrizagdo de feridas (AGRA; BARBOSA-FILHO,
2008; SAMARAO, 2010), constipa¢des intestinais e outras enfermidades (JOY et al., 2001).
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Uma das plantas pertencentes a este género ¢ o bacupari, nome popular atribuido a espécie
Garcinia gardneriana. Estudos demonstram diversas atividades farmacologicas em extratos
de suas folhas e frutos, como potencial atividade antimicrobiana (SAMARAO et al., 2010;
MURATA, 2008) e anticarie, potencial a¢do antiproliferativa frente a células derivadas de
tumores malignos humanos (MURATA, 2008), acdo antioxidante (SANTA-CECILIA et al.,
2011), anti-inflamatoria (CASTARDO et al., 2008), antibacteriana (SANTOS et al., 1999;
ALMEIDA et al., 2008) e analgésicas (CECHINEL-FILHO et al., 2000).

As técnicas convencionais de obtengdao de compostos bioativos de plantas utilizam
comumente solventes organicos devido a eficiéncia e facilidade de uso (CUNHA;
FERNANDES, 2018). Entretanto, esta escolha pode acarretar desvantagens ao processo como
alta demanda de solvente, alto custo, elevada toxicidade associada, volatilidade,
inflamabilidade, baixa seletividade e geracdo de residuos prejudiciais a saide e ao meio
ambiente (CUNHA; FERNANDES, 2018; CHEMAT et al, 2019) e necessidade de
eliminagdo do solvente para recuperacdo dos compostos naturais de interesse. Dessa forma,
cresce a busca por solventes alternativos e ambientalmente seguros em decorréncia do
incentivo a politicas de consumismo verde e regulamentacdes governamentais contra o uso
indiscriminado de produtos quimicos toxicos (PAL; JADEJA, 2018).

Dentre a gama de solventes existentes hoje, os solventes eutéticos profundos (do
inglés Deep Eutectic Solventes - DES) tém sido considerados alternativas eficientes aos
solventes organicos na extragdo de produtos naturais, por apresentarem caracteristicas
relevantes como: baixa volatilidade, boa estabilidade quimica e térmica, alta capacidade de
solubilizacdo, alta condutividade, menor toxicidade, facil acesso e baixo custo (VANDA et
al., 2018; BI; TIAN; ROW, 2013). Além disso, por se tratar de um solvente formado a partir
da mistura de um composto doador de ligagdo de hidrogénio (do inglés hydrogen bond donor
- HBD) e um receptor de ligagcdo de hidrogénio (do inglés hydrogen bond acceptor - HBA)
(SMITH; ABBOTT; RYDER, 2014), apresenta propriedades ajustdveis quando precursoress
apropriados sdo selecionados para a mistura, criando solventes mais eficientes e seletivos
(ZHANG et al., 2012, SMITH; ABOTT; RYDER, 2014) em comparacdo a outros solventes
considerados menos agressivos como agua e etanol.

Uma subclasse bastante conhecida dos DES sdo os solventes eutéticos profundos
naturais (do inglé€s natural deep eutectic solvent — NADES), que sdo assim denominados por
serem constituidos a partir de compostos naturais, mais precisamente metabolitos primarios
(CRAVEIRO et al., 2016; FERNANDEZ et al., 2018) e por isso apresentam maior
biodegradabilidade (SAVI, 2019).
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Estudos recentes apontaram para a viabilidade de DES e NADES na recuperagao de
biocompostos como polifenois em diversas matrizes vegetais (BUBALO et al., 2016; BI;
TIAN; ROW, 2013; PAL; JADEJA, 2018), inclusive em plantas do mesmo género
(Garcinia). Mulia e colaboradores (2019) realizaram a extracdo na espécie G. mangostana,
utilizando solventes eutéticos profundos resultantes da mistura entre cloreto de colina e
polialcoois (1-2-propanodiol, 1,3-propanodiol e 1,2-butanodiol) o que resultou em altos
rendimentos de extragao do composto de interesse, principalmente para o solvente composto
da mistura [Ch]CI-1,2-propanodiol, resposta que os autores associaram principalmente a
polaridade adequada do DES. Os mesmos autores também testaram, em estudo pregresso, a
extragdo de a-mangostina com NADES que consistiam em cloreto de colina ¢ 4 doadores de
ligagdes de hidrogénio (1-2 propanodiol, acido citrico, glicerol e glicose) (MULIA et al.,
2015). Em processos envolvendo matrizes vegetais, o cloreto de colina (ChCl) ¢ um dos
HBA'’s mais utilizados e frequentemente combinado com 4cidos carboxilicos (LIMA, et al.,
2021). O NADES utilizado no presente trabalho ¢ resultante da mistura entre cloreto de colina
e acido oxalico. Escolha esta, feita em virtude do baixo custo associado a estes componentes,
pela eficiéncia de seu uso como solvente extrator em trabalhos pregressos (ALANON et al.,
2020; WANG et al., 2021; FU et al.,2021; COSTA et al., 2022), pela capacidade dessas
misturas em serem agentes deslignificantes eficazes (LIMA, et al., 2021), além de
apresentarem baixa a moderada citotoxidade, baixa fitotoxidade e serem altamente
biodegradaveis (RADOLEVIC et al., 2015).

Considerando o potencial farmacolédgico atribuido ao bacupari e todos os aspectos
abordados acerca dos solventes utilizados em extracdo de matrizes vegetais, o presente estudo
realizou a extracdo de compostos bioativos da semente do bacupari utilizando NADES a base
de cloreto de colina e acido oxalico, para avaliar a capacidade extratora deste solvente em
detrimento aos solventes convencionais.

A extracdo foi assistida por micro-ondas, método de extragcdo alternativo que
melhora a eficiéncia de extragdo por promover maior interacdo soluto-solvente
(DOLDOLOVA et al., 2021). Além disso, foi empregado em parte do estudo a Metodologia
de Superficie de Resposta para otimizacdo dos dados e redugdo dos custos de andlise,
utilizando Delineamento Composto Central Rotacional (do inglés Central Composite

Rotacional Design - CCRD) como modelo estatistico.
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1.1. Justificativa

O presente estudo engloba uma vertente de pesquisa bastante necessaria nos dias
atuais: a quimica verde. E evidente a necessidade despontante de se investir em tecnologias
sustentaveis, de modo a contribuir para processos quimicos mais limpos e ambientalmente
seguros. Plantas medicinais como a G. gardneriana sdo de suma importancia no cenario de
desenvolvimento de novos medicamentos fitoterapicos, bem como na descoberta da cura e
tratamento de diversas enfermidades.

Entretanto a etapa de extragdo destes compostos bioativos de alto potencial
terapéutico pode prejudicar o meio ambiente, uma vez que utiliza convencionalmente
solventes organicos geralmente toxicos, inflamaveis e volateis. A alternativa por solventes
verdes, mais especificamente, por solventes eutéticos profundo naturais (NADES) em
detrimento aos solventes orgdnicos, tem como motivagdo uma extragdo mais sustentavel,
eficiente e seletiva.

Além disso, a exploragdo de novas plantas medicinais e de fitoterapicos torna-se uma
estratégia valiosa para o enfrentamento da desigualdade econdmica, social e regional no pais,
podendo gerar oportunidade de insercdo socioecondmica de populagdes cujas regides

apresentam baixo dinamismo econdmico, como consequéncia da agregacao de valor a planta.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Realizar a extragdo assistida por micro-ondas de compostos bioativos em sementes
do fruto bacupari (Garcinia gardneriana), empregando o NADES [Ch]Cl:AO como solvente
alternativo aos solventes convencionais e caracterizar o extrato obtido em termos da

capacidade antioxidante.

2.2. Objetivos especificos

e Realizar a extracdo assistida por micro-ondas de semente de bacupari nas condigdes
especificadas no planejamento experimental CCRD 23 proposto neste estudo;

e Analisar os extratos obtidos quanto a presenca dos compostos majoritarios
Fukugetina, 7-Epiclusianona e Guttiferona;

e Realizar a otimizacdo estatistica dos dados para investigar a influéncia dos seguintes
pardmetros na extragdo: razdo biomassa-solvente, temperatura de extracao e fragdo
de 4gua adicionada ao solvente na extracao utilizando NADES;

e Avaliar as condi¢des 6timas de extracao assistida por micro-ondas para o NADES;

e Realizar a extracdo assistida por micro-ondas de solventes convencionais (4gua,
etanol e acetato de etila) nas condi¢des descritas na metodologia;

e Comparar os extratos selecionados de NADES, com os extratos de solventes
convencionais por meio de quantificagdo cromatografica (HPLC), teor de fendlicos
totais e teor de flavonoides totais;

e Avaliar a capacidade antioxidante in vitro (utilizando DPPH como radical livre) dos

extratos selecionados.
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3.REVISAO DE LITERATURA

3.1. Bacupari

Taxonomicamente, a espécie Garcinia gardneriana (Planch. & Triana) Zappi ou
Rheedia gardneriana, pertence a familia Clusiaceae (sinonimia botanica Guttiferae) (MUNIZ,
2020). Esta classe apresenta uma diversidade de plantas que incluem desde arvores a
arbustos, ervas e trepadeiras lenhosas, de grande interesse econdmico, seja por seus frutos,
madeiras ou derivados quimicos uteis principalmente nas industrias farmacéutica e de tintas
(GASPAROTTO-JUNIOR et al., 2005).

O género Garcinia L. ¢ um dos mais numerosos da familia Clusiaceae, incluindo
cerca de 300 espécies (HEMSHEKHAR, 2011). Gontijo e colaboradores (2012) cita a agao de
metabolitos secundarios como benzofenonas, flavonoides, proantocianinas, presentes no
género Garcinia, no tratamento de doengas como ulcera péptica, infecgdes do trato urinario e
tumores. Com relagdo a presencga de biflavonoides na familia Clusiaceae, o género Garcinia
destaca-se como o detentor do maior numero de estruturas isoladas, cerca de 32
biflavonoides. (FERREIRA; CARVALHO; SILVA, 2012). Espécies do género também sao
ricas em fenolicos oxigenados e prenilados, aos quais sdo atribuidas atividades biologicas
como ag¢do antiflingica, anti-inflamatdria e antioxidante (CUI et al., 2010).

O bacupari, também chamado de bacuripari, bacoparé, bacupari-mitido, mangostao-
amarelo, dentre outros nomes, ¢ uma espécie nativa brasileira, ndo endémica e presente em
todas as regides brasileiras nos biomas: Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e
Pampa, conforme representado na Figura 1, com maior incidéncia nas regides de florestas

pluviais (MUNIZ, 2020; LORENZI, 2002).

Figura 1 - Distribuicao geografica do bacupari (G.gardneriana) no Brasil

Fonte: Muniz (2020).
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Conforme evidencia a Figura 2 a seguir, o bacuparizeiro ¢ uma arvore de pequeno
porte, com caule ereto e ramificado, folhas pecioladas com formato oblongo/eliptico. Seu
fruto apresenta epicarpo liso, de formato globoso a elipsoide, com rostro proeminente
(MUNIZ, 2020). Quando maduro apresenta casca de coloracdo amarela, e polpa branca
mucilaginosa adocicada, proprios para consumo in-natura (CORREA, 1984). O bacupari é
conhecido principalmente por comunidades ribeirinhas por seus frutos comestiveis e por suas
propriedades medicinais. A madeira do bacuparizeiro também ¢ muito utilizada na carpintaria
e marcenaria para confec¢do de ferramentas e na construgdo civil (LORENZI, 2002;
CORREA, 1984). Do ponto de vista ecologico, é uma espécie importante para a recuperagio
de areas degradadas por se tratar de uma espécie nativa e servir de alimento para a fauna em

geral (LORENZI, 2002).

1

Figura 2 - Partes da planta G. gardneriana

Fonte: Adaptado de LORENZI, (2002).

3.1.1. Principais compostos bioativos do bacupari

Compostos bioativos sdo substdncias de ocorréncia restrita, encontradas
naturalmente em organismos ou em grupos de organismos especificos, € sdo consideradas

expressdo da individualidade de espécies, em plantas, normalmente sdo metabdlitos

!'a) Bacuparizeiro; b) Folhas e flores; ¢) Bacupari; d) Semente; ) Tronco; f) Madeira tratada.
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secundarios. Os efeitos terapéuticos associados as plantas medicinais sdo resultado dessas
peculiaridades quimicas (LOVKOVA et al, 2001; SINGH, 2015). Esses metabdlitos sdo
importantes para os organismos que os produzem, uma vez que atuam na defesa contra
predadores, como atrativos volateis e agentes de coloracdo para atrair ou alertar outras
espécies, como protetores contra a radiagdo. No entanto, grande parte de seus beneficios e
funcdes nesses organismos ainda sdo desconhecidas e carecem de estudos (SAVITHRAMMA
etal.,2011).

Figura 3 - Principais fun¢des do metabolismo secundério em plantas medicinais

Protecdo contra a - Atividade biolégica
radiacdo solar i

Metabolismo secundario

_ Defesa contra predadores
Agentes de coloracao . .
€ microrganismos

Fonte: Autoria propria.

Estudos envolvendo a G. gardneriana foram capazes de isolar diversos constituintes
bioativos desta espécie, com destaque para compostos fendlicos como biflavondides,
xantonas e benzofenonas, além de terpenos e esterdides em diferentes regides da planta
(SANTOS et al., 1999; CASTARDO et al., 2008; CECHINEL-FILHO et al., 2000).

As xantonas, isoladas de fontes naturais, sdo metabolitos secundarios encontrados
naturalmente em plantas superiores. Dentre as plantas com ocorréncia de xantonas, destaca-se
a familia Clusiaceae, na qual grande parte desses compostos foram encontrados em plantas do
género Garcinia. As xantonas apresentam atividades bioldgicas diversas e interessantes para
uso farmacologico, como agdo antimicrobiana, citotoxica (KAENNAKAM; SIRIPONG; TIP-
PYANG, 2015), antitrombotica, anti-inflamatoria, antitumoral, antialérgica, antioxidante
(CUl et al., 2010) e anticancer (POULI; MARAKOS, 2009).

As benzofenonas naturais, por sua vez, sdo uma classe de compostos com uma
enorme diversidade estrutural, originadas de um esqueleto fenol-carbonil-fenol comum (WU;

LONG; KENNELLY, 2014). A maioria desses compostos apresenta sua cadeia ligada a
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varios numeros de grupos -OH, -OMe, pernil ou geranil. Algumas destas benzofenonas
apresentam arranjos incomuns que resultam na presenca de atividades biologicas importantes
como a¢do antimicrobiana, anticancerigena, antiviral (WU; LONG; KENNELLY, 2014). Sao
conhecidas também, pelo potencial antimalarico, antioxidante, antibacteriano, anti-
inflamatério (ZAN et al., 2018), antimicrobiano (MAIA et al., 2018), antianafilatico (NEVES
et al.,2007) e anti-HIV (GUSTAFSON; MCKEE, 1992). Cerca de 77% das benzofenonas
isoladas em plantas superiores sdo provenientes da familia Clusiaceae, a qual a espécie G.
gardneriana pertence. Maior parte da benzofenonas presentes nesta familia sdo compostos
fenolicos nao polares, cetonas fendlicas e de ocorréncia restrita (CARVALHO, GOSMANN,
SCHENKEL, 2007; (WU; LONG; KENNELLY, 2014). Dentre as benzofenonas com maior
incidéncia na G. gardneriana estdo a Guttiferona-A e a 7-Epiclusianona (RODRIGUES,
2019), com diversas atividades bioldgicas como apresenta a Tabela 1. As Figuras 4 e 5

apresentam as formulas estruturais destes dois compostos.

Figura 4 — Férmula estrutural do composto Guttiferona-A
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Os flavonoides sdao compostos fendlicos importantes que apresentam uma
diversificada gama de compostos: antocianidinas, flavonas, flavondis e, geralmente, em
menor numero, auronas, isoflavonas e calconas (SOARES, 2002). Estudos apontam para a
acdo antifungica, protecdo a radiagdo ultravioleta, acdo antioxidante (WATERMAN e
CRICHTON, 1980; SOARES, 2002) inibidores de enzimas, prote¢do contra predadores e
atracdo de animais polinizadores (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007). A Figura 6 exibe a
formula estrutural da Fukugetina, um dos biflavonoides de ocorréncia majoritaria no bacupari
(RODRIGUES, 2019).

Figura 6 - Férmula estrutural do composto Fukugetina

OH
HO 0 ©/

Os terpenos sao hidrocarbonetos, alcenos naturais muito frequentes em plantas.
Termo frequentemente estendido aos terpendides, derivados oxigenados desses
hidrocarbonetos. Compostos terpénicos sdo abundantes nos 6leos essenciais, em sua maioria
monoterpenos (90%) e sesquiterpenos (SIMOES; SPITZER, 2007).

A Tabela 1 resume alguns dos principais biocompostos identificados nos extratos de
G. gardneriana, com destaque para os compostos considerados majoritarios na biomassa
utilizada neste estudo (RODRIGUES, 2019), Fukugetina, Guttiferona-A e 7- Epiclusianona,
que apresentaram uma variedade de atividades bioldgicas verificadas em diversos estudos

pregressos.

Tabela 1 - Principais compostos bioativos encontrados em G. gardneriana e
atividades biologicas.

Composto Classe Atividade biolégica

Analgésico (LUZZI et al., 1997)
Biflavonoide  Anti-inflamatoria (BERNARDI, 2009; CASTARDO et al., 2008)
Antioxidante (GONTIJO et al., 2012)

Fukugetina/

Morelloflavona
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Anticancer (RECALDE-GIL et al., 2019)
Tripanocida (ASSIS et al., 2012)
Antibacteriana (VERDI et al., 2004)
Antiviral (LIN et al.,1997)

GB-1la Biflavonoide Antiviral (LIN et al.,1997)

Analgésica (LUZZI et al., 1997)
Anti-inflamatéria (BERNARDI, 2009; CASTARDO et al., 2008)

GB-2a Biflavonoide
Anticancer (RECALDE-GIL et al., 2019)
Antiviral (LIN et al.,1997)
Analgésico (LUZZI et al., 1997)
Volkensiflavona Biflavonoide
Antibacteriana (VERDI et al., 2004)
Analgésico (LUZZI et al., 1997)
Fukugesida Biflavonoide Antioxidante (GONTIO et al.,2012)
Antibacteriana (VERDI et al., 2004)
GB2a-1I-4-OMe Biflavonoide Analgésico (CECHINEL-FILHO et al., 2000)

Anticancer (RECALDE-GIL et al., 2019)

2a-7- O - olicosi Biflavonoide
Goazas 2 ORIElicosden Antibacteriano (VERDI et al., 2004)

Flavanol/ . .
Epicatequina Antibacteriano (VERDI et al., 2004)
Flavonoide

Tripanocida (ALVES et al., 1999)

Anti-HIV (PICCINELLI et al., 2005)
Antimicrobiana (NALDONI et al., 2009)
Antianafilatico (NEVES et al., 2007)
Antioxidante (SANTA-CECILIA ez al., 2011),
Anti-inflamatéria (SANTA-CECILIA et al., 2011)
Antinociceptiva (SANTA-CECILIA et al., 2011)
Anticancer (ALMEIDA et al., 2008, SALES et al., 2015).
Anticarie e antiproliferativa (MURATA, 2008)
Esquistossomicida (CASTRO et al., 2015)

7- Epiclusianona Benzofenona

Anti-HIV (GUSTAFSON; MCKEE ef al. 1992)
Antimicrobiana (NALDONI et al. 2009)
Gastroprotetora (NIERO et al., 2012)
Anticancer (PARDO-ANDREU et al. 2011).

Guttiferona-A Benzofenona

Nematicida (SANTOS et al., 2007)

Acido oleanélico Terpenoide
Antibacteriana (SANTOS et al., 1999a)

As folhas de G. gardneriana apresentaram diversos biflavonoides com efeitos
analgésicos, dentre eles GB-2a, fukugetina, fukugesida, volkensiflavona (LUZZI, 1997) e
GB2a-OMe (CECHINEL-FILHO et al., 2000), além de atividade antibacteriana (VERDI et
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al., 2004). Castardo ¢ colaboradores (2008) associaram a atividade anti-inflamatéria oral em
edemas de pata de rato, a presenca dos biflavonodides: Fukugetina e GB-2%. Em extratos da
folha do bacuparizeiro, Bernardi (2009) demonstrou a acao anti-inflamatoria topica do extrato
hidroalcoolico das folhas em testes in vivo em patas de camundongos. Extratos da folha de
bacupari, bem como fukugetina e GB-2a isoladas, foram capazes de reduzir o edema de
orelha de camundongo induzido por dleo de crdton, reafirmando o efeito anti-inflamatdrio
topico destes biflavondides (OTUKI et al., 2011). O extrato bruto da semente do bacupari
apresentou atividade antimicrobiana frente a bactéria S. mutans, principal microrganismo
causador da cérie dental (SAMARAO et al., 2010). O extrato desta planta também se revelou
como inibidor da atividade da tirosinase, que resultou na redu¢dao da melanogénese em células
de melanoma (CAMPOS et al., 2013), além de potencial antioxidante (SANTA-CECILIA et
al., 2011). Os biflavonoides fukugetina, GB-2a e GB-2a-7-O-glicose, isolados dos ramos de
G. gardneriana, demonstraram capacidade de inibir a enzima aromatase, sendo uma nova
promessa para o desenvolvimento de novos inibidores de aromatase, muito utilizados no
tratamento de cancer de mama (RECALDE-GIL ef al., 2019). Assis e colaboradores (2013)
registraram que a Fukugetina isolada possui efeito inibidor da enzima cruzaina de
Trypanosoma cruzi e, portanto, este composto pode vir a ser um candidato a farmaco contra a
doenca de Chagas (ASSIS et al., 2012), e também contra a Leishmaniose, por apresentar
significativa atividade leishmanicida in vivo (PEREIRA et al., 2010).

As benzofenonas Guttiferona-A e 7-Epiclusiana apresentam patente de invencdo
devido a atividade antiproteolitica, mais precisamente pelo potencial para utilizagdo desses
biocompostos na prevengao e tratamento do cancer e da AIDS (sindrome da imunodeficiéncia
adquirida) (SANTOS et al., 2010)

Nao obstante, os estudos ndo descartam a possibilidade de sinergia entre os
compostos presentes no extrato que podem potencializar os efeitos das moléculas bioativas.
Maia e colaboradores (2018) obtiveram resultados expressivos para testes sinérgicos
avaliando a interacdo entre as benzofenonas Guttiferona-A e 7-Epiclusianona para agao

antimicrobiana contra Streptococcus spp. isoladas de mastite bovina.

3.2. Compostos fendlicos

Compostos fenolicos sdo os metabodlitos secunddrios mais numerosos, € incluem uma
diversidade de estruturas simples e complexas, em que pelo menos um anel aromatico possui

um hidrogénio substituido por um grupamento hidroxila (CARVALHO; GOSMANN;
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SCHENKEL, 2007). Sao amplamente distribuidos em espécies vegetais e em microrganismos
(CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007), mas a concentragdo de tais substancias
depende de uma série de fatores como variagdes climaticas, solo, condi¢des de cultivo,
estagio de desenvolvimento da planta, armazenagem, dentre outros (LI et al., 2014).

Segundo Carvalho, Gosmann e Schenkel (2007), basicamente, os compostos
fendlicos podem ser classificados de acordo com sua estrutura molecular basica, como
disposto na Tabela 2, em que C6 representa o anel benzénico e CX o grupo substituinte, com

X atomos de carbono e n grupamentos.

Tabela 2 - Classe de compostos fenolicos segundo sua estrutura basica molecular

Estrutura basica Classe
C6 Fendis simples, benzoquinonas
C6-Cl Acidos fendlicos
C6-C2 Acetofenonas e acidos fenilacéticos

Fenilpropanoides, acidos cindmicos e analogos,

C6-C3
fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas, cromonas
Co6-C4 Naftoquinonas
C6-C1-Co Xantonas
C6-C2-Co6 Estilbenos e antraquinonas
C6-C3-Co6 Flavonoides e isoflavonoéides
(C6-C3), Lignanas
(C6-C3-C6), Biflavonoides
(CO)n Melaninas vegetais
(C6-C3), Ligninas
(C6-Cl), Taninos hidrolisaveis
(C6-C3-C6), Taninos condensados

Fonte: CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007.

Flavonoides, acidos fenolicos, estilbenos e taninos sdo considerados as classes
fenolicas com maior distribui¢do no reino vegetal (PEREIRA; ANGELIS-PEREIRA, 2014).
Estudos apontam que o consumo regular de alimentos ricos em compostos fenolicos resulta
em uma maior promog¢do da saude, na prevencdo e no combate de doencas cronicas como
obesidade, doencas cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer e diabetes, devido
principalmente ao poder antioxidante atribuido a esses compostos (LI et al., 2014; PEREIRA;
ANGELIS-PEREIRA, 2014).

Nos ultimos anos, muitos estudos buscaram novos métodos para a extragdo de
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polifen6is com solventes alternativos. Nesse contexto, os DES’s tém ganhado relevancia
devido a eficiéncia em extrair compostos ativos de plantas (DAI et al., 2013; MA;ROW,
2017). Espino e colaboradores (2018) testaram a extracdo assistida por ultrassom de
compostos fendlicos de L. cuneifolia, uma planta argentina comumente usada na medicina
tradicional, utilizando NADES e obtiveram uma 6tima eficiéncia de extragdo, comparada aos
solventes tradicionais, tanto na extragdo de fenolicos polares e fracamente polares. Cui et al
(2021) testou estes solventes na extracdo de fendlicos de cha verde, obtendo Otimos
rendimentos dos compostos de interesse. Doldolova e colaboradores (2021) otimizaram a
extragdo assistida por micro-ondas de curcumina e outros compostos antioxidantes com
NADES. Estes solventes também foram testados na extragdo de xantonas de espécies do
género Garcinia (MULIA; FAUZIA; KRISANTI, 2019).

Em geral, a forma mais utilizada para quantificar fenolicos totais consiste no método
que emprega reagente de Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965; PRIOR; WU;
SCHAICH, 2005; LAZZAROTTO et al., 2020). Polifenois presentes em extratos de plantas
sdo capazes de reagir com este reagente, que ¢ resultado de uma mistura complexa de
heteropolifosfotungstato-molibdato, para formar um complexo azul, em presenca de
carbonato de sddio e assim ser quantificado por espectrofotometria de luz visivel, medindo a
absorbancia da amostra comumente a 760~765nm e comparando com a curva de calibragao
de 4acido galico (KUPINA et al., 2018). A determinacdo de flavonoides totais por
espectrometria em UV ¢ uma das técnicas de simples aplicagdo em laboratério. Essa
metodologia emprega uma solucdo de cloreto de alumino (AICI3) para a formagdo de um
complexo entre o cation aluminio e os flavondides, resultando na mudanca de coloragao de
amarelo suave para um verde-amarelado apds a reagdo (PROMMUAK; DE-EKNAMKUL;
SHOTIPRUK, 2008).

3.2.1. Compostos antioxidantes

Antioxidantes podem ser definidos como substancias capazes de retardar ou inibir
significativamente a oxidacdo de outras substancias, sendo capazes de estabilizar os
chamados radicais livres, que sdo espécies altamente reativas devido a presenca de um ou
mais ions ou elétrons desemparelhados (CAROCHO; FERREIRA, 2013). Boa parte dos
compostos fenolicos apresenta capacidade antioxidante. Estudos afirmam que uma dieta rica
em compostos antioxidantes ¢ cada vez mais requerida devido a capacidade atribuida a estes

compostos de retardar ou prevenir patologias cronicas associadas as reacdes oxidativas que
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ocorrem no sistema biolégico (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007; PEREIRA;
ANGELIS-PEREIRA, 2014).

A estrutura do composto relaciona-se com seu poder de eliminar radicais livres
(CAROCHO; FERREIRA, 2013). Em compostos fendlicos, em geral, essa relacdo ¢
diretamente proporcional ao nimero de hidroxilas presentes na molécula, ou seja, quanto
maior a quantidade de radicais hidroxilas, maior a capacidade antioxidante. Entretanto, essa
relacdo ndo funciona completamente para todos os compostos fendlicos. No caso dos
flavonoides, por exemplo, essa relagdo ¢ falha em consequéncia da maior complexidade
dessas moléculas (BALASUNDRAM; SUDRAM; SAMMAN, 2006), mas a atividade
antioxidante nestes compostos ¢ frequentemente atribuida a presenga dos grupos hidroxilas
fenolicas, ligados a estrutura do anel (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

H4 um avango expressivo em pesquisas por novas substincias antioxidantes
principalmente de origem vegetal e, consequentemente sdo necessarios métodos para avaliar
essa capacidade antioxidante (OLIVEIRA, 2005). Uma técnica bastante difundida consiste na
medi¢do da capacidade redutora de antioxidantes em relagdo ao radical organico livre DPPH
(1,1-difenil-2-picril-hidrazil) na avaliagdo do poder antioxidante de substancias ou misturas.
Este método consiste em avaliar a reagdo de redugdo do agente oxidante por meio do
monitoramento do decréscimo da absorbancia em decorréncia da descoloragdo da amostra de

roxo para uma solugdo amarelo claro (BRAND-WILIANS; CUVELIER; BERSET, 1995).

3.4. Extracao por solventes

O processo de extra¢dao solido-liquido ¢ uma operagdo unitaria que consiste na
separacao de um ou mais componentes contidos em uma fase solida para uma fase liquida ou
solvente (IBARZ; BARBOSA-CANOVAZ, 2002). Os componentes transferidos da fase
solida para a liquida sdo chamados de solutos, enquanto o so6lido insoluvel ¢ chamado de
inerte (IBARZ; BARBOSA-CANOVAZ, 2002). Mais precisamente, a fim de separar o
constituinte desejado ou remover um componente indesejado, o solido ¢ colocado em contato
com a fase liquida. Dessa forma, um ou mais solutos podem se difundir da fase solida para a
liquida, resultado na separacdo dos componentes originalmente presentes no solido
(GEANKOPLIS, 1993).

Em industrias de processos bioldgicos e de alimentos, muitos compostos sao

separados por extragdao sélido-liquido. No caso de plantas medicinais, diferentes produtos sao
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obtidos a partir do contato de raizes, folhas, sementes e caules com solventes organicos, na
maior parte das vezes (GEANKOPLIS, 1993). As condi¢des em que o processo de extragao é
submetido (como escolha do solvente, técnica empregada, temperatura, tamanho da particula,
propor¢ao soluto-solvente), sdo algumas das variaveis de processo que podem melhorar ou
prejudicar o rendimento da extragdo de biocompostos (PINELO et al., 2004). Os processos
padronizados mais utilizados na obtencdo de extratos vegetais incluem maceragdo,
percolagdo, Soxhlet, infusdo e decoccdo, enquanto outras técnicas ndo tdo convencionais
também se destacam como o uso de fluidos supercriticos, extragdo por micro-ondas e por
ultrassom (RODRIGUES et al., 2016; YUNPU et al., 2016).

E notavel que o processo de extragdo depende fortemente do solvente e de suas
caracteristicas quimicas, bem como da matriz vegetal e sua complexa estrutura e composicao,
0 que remonta em comportamentos distintos de acordo com o sistema solido-solvente

construido (PINELO et al., 2004).

3.5. Solventes empregados na extracio de biocompostos do bacupari

A eficiéncia do processo de extragdo esta intimamente ligada a escolha do solvente
adequado. Para a obtencdo de extratos de plantas, utilizam-se comumente solventes
organicos, devido a vantagens como alto rendimento. No entanto, existem algumas
desvantagens como alto custo, grande volume de solvente gasto, volatilidade, além de serem
originados de fontes ndo renovaveis e prejudiciais a0 meio ambiente e a saude (CUNHA;
FERNANDES, 2018). Outra problematica ¢ acerca da toxicidade dos residuos, que podem
permanecer na amostra, além da possibilidade de oxidacao que o extrato pode sofrer durante a
etapa de eliminagio do solvente (SEBASTIAN, 1998).

Estudos pregressos que enfocam a extragdo de biocompostos de G. gardneriana,
mostram essa tendéncia do uso de solventes organicos. A Tabela 3 a seguir, mostra alguns

dos solventes citados pela literatura na extracao desta planta.

Tabela 3 - Principais solventes utilizados na extracao de compostos bioativos de G.
gardneriana

Espécie Parte da planta Solvente extrator Referéncia
Folhas;
Madei Solugdo hidroalcoolica BERNARDI, 2012
o adeira;
Garcinia (50%) OTUKI et al, 2011

gardneriana Sementes

Folhas Solugdo hidroalcodlica CAMPOS et al., 2013;
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CASTARDO et al., 2008;
CECHINEL-FILHO et al., 2000;
LUZZl et al., 1997

Galhos Etanol RECALDE-GIL et al., 2019;
Sementes Etanol 95% SAMARAO et al., 2010
Folhas;
Frutos maduros Agua (vapor de 4dgua) FERNANDEZ et al., 2021
(inteiros)
Sementes Acetato de etila RODRIGUES, 2019
Raizes; BRAZ-FILHO; MAGALHAES;
) Benzeno
Casca da madeira GOTTLIEB, 1970

A vista disso, a tendéncia hoje ¢ a busca por solventes alternativos, reciclaveis e mais
sustentaveis (BUBALO et al., 2016). Dentre as opcdes de solventes que se enquadram nesta
situacdo, pode-se citar a 4gua, os liquidos i06nicos e os solventes eutéticos profundos (DES).

Conhecida mundialmente como solvente universal, a 4gua possui boa seletividade,
de facil acesso e sem toxicidade associada. Apesar disso, a extracao utilizando somente agua
pura € limitada a polaridade, a capacidade hidrofilica da amostra e a determinadas faixas de
temperatura, além de demandar alta energia calorifica na maioria das extragdes (DOBLE;
KRUTHIVENTI, 2007; FERNANDEZ et al., 2018).

Com o desenvolvimento do conceito de quimica verde e a crescente necessidade de
conter o uso de solventes organicos, ha cerca de 20 anos surgiram as primeiras publicacoes
cientificas abordando o conceito e importancia dos liquidos i6nicos (ABBOTT et al., 2001).
Uma nova classe de solventes composta de sais organicos de baixa fusdo (DAI et al., 2013),
constituidos de ions, que ganharam a denominacdo de solventes verdes devido a
caracteristicas como nao-inflamabilidade, estabilidade, baixa volatilidade, biocompatibilidade
(WELTON, 2011; YOUNG; VERPOORTE, 2019). Mas esta percepcdo vem mudando
drasticamente, ap6s estudos expressivos acerca do risco de sua aplicagdo com base em todo o
ciclo de vida, o que demonstrou, por exemplo, que estes solventes podem ser prejudiciais ao
meio ambiente, devido a geracdo de residuos formados durante sua producao, residuos estes,
que podem ser tao prejudiciais quanto os solventes organicos (BUBALO et al., 2016; PAIVA
etal., 2014).
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Em detrimento aos liquidos i6nicos, os DES emergiram rapidamente como uma nova
alternativa na linha de solventes verdes (ABBOTT et al., 2004). Ambos os solventes possuem
propriedades fisicas bastante semelhantes, no entanto, o alto custo e a toxicidade mais alta dos
liquidos 16nicos fizeram com que os DES se tornassem mais atrativos para pesquisas em
diversas arecas (PENA-PEREIRA; NAMIESNIK, 2014). Nos ultimos anos, notou-se um
aumento expressivo no interesse cientifico em estudos envolvendo estes solventes verdes, fato
que pode ser confirmado pela analise dos resultados da pesquisa dos termos “Deep eutectic
solvents” e “Natural deep eutectic solvents” na base de dados Web of Science (2022). A
busca destes termos resultou em 7299 publicagdes, das quais a primeira surge em 2004 e,
desde entdo, apresentam um perfil crescente ao longo dos ultimos anos, como demonstra a
Figura 7. Segundo a base de dados, s6 em 2021 foram 1891 publicacdes, o que corresponde a
quase 26% das publicagdes totais no periodo de 2004 a 2022. Até o presente momento, 0 ano

de 2022 ja possui 296 publicagdes (WEB OF SCIENCE, 2022).

Figura 7- Numero de publicagdes anuais sobre DES e NADES segundo a base de
dados Web of Science, de 2004 a Marco de 2022
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Fonte: Adaptado de: Base de dados Web of Science (2022).

A andlise mais criteriosa dos dados da Figura 7 aponta para um crescimento
exponencial em termos de produgdo cientifica envolvendo esses solventes. A Figura 8
demonstra outra face destas publicagdes, que ¢ sua distribuicio mundial. Sob a dtica
continental, a Europa ¢ a regido que mais pesquisa sobre este tema, com destaque para a
Franca. Em seguida as duas maiores poténcias mundiais: Estados Unidos e China, enquanto o

Brasil ocupa a 17% posi¢ao no ranking.
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Figura 8 - Distribuicado mundial das publicagdes envolvendo DES/NADES, nos
ultimos 20 anos
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Fonte: Web of Science (2022).

3.6. Solventes eutéticos profundos (DES)

A sigla DES deriva do termo inglés ‘Deep Eutectic Solvents’. Estes solventes sdao
assim denominados por apresentarem um desvio profundo da idealidade, uma vez que a
mistura liquida que forma estes solventes possui ponto de fusdo muito inferior ao ponto de
fusdo de seus componentes individuais (ABBOTT et al., 2004). Avaliando os pontos de fusdo
do NADES utilizado no presente estudo ([Ch]Cl:AO), nota-se mais claramente esse
fendmeno (Cloreto de colina — 302 a 305 °C; 4cido oxalico — 101 a 102 °C; [Ch]CL:AO — 34
°C) (GARCIA et al., 2015). Figura 9 retrata um diagrama de fases de misturas de dois
componentes, fazendo um perfil comparativo entre sistemas eutéticos e sistemas eutéticos

profundos (SANTOS, 2017).
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Figura 9 - Diagrama de fases comparativo de um sistema eutético resultante de uma
mistura liquida ideal e de um eutético profundo
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Fonte: SANTOS (2017).

No diagrama de fases binario, o eixo horizontal do diagrama representa a
composicdo da mistura, e no eixo vertical observa-se a temperatura de equilibrio para cada
composi¢do da mistura. Assim, observa-se no ponto cinza, o ponto eutético da mistura, que
mostra que na propor¢do ideal dos componentes A e B, essa mistura possui ponto de fusdo
menor que a de seus componentes puros. Quando essa diminuicdo dessa temperatura ¢ muito
acentuada ¢ possivel observar a formag¢do de um sistema eutético profundo, representado na
figura pelo ponto vermelho (SANTOS, 2017).

Esse abaixamento profundo do ponto de fusdo ¢ atribuido as ligagdes de hidrogénio
intermoleculares entres as espécies que compdem os DES, quando comparado aos
componentes de origem (ABBOTT et al., 2004).

Segundo Smith, Abbot e Ryder (2014), os DES podem ser classificados segundo sua
composi¢ao de partida, mais precisamente de acordo com o agente complexante e descritos na
seguinte formula geral (equacdo 1):

Cat*X~zY (D

Em que o termo Cat" corresponde ao cation (amdnio, fosfonio ou sulfonio); X" uma

base de Lewis, ou seja, uma espécie capaz de ceder pares de elétrons, em geral um anion

haleto; Y outra base de Lewis ou Bronsted para formar o complexo anionico € z o numero de
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moléculas Y que interagem com o anion (SMITH, ABBOTT, RYDER, 2014). A Tabela 4
exemplifica os tipos de DES conforme a formula geral citada na equagdo 1, utilizando haleto

metalico de cloro (MClx) como exemplo.

Tabela 4 - Férmula geral de classificacdo de DES

Tipo Formula geral Termos

Tipo I Cat*X—zMClL, M= Zn, Sn, Fe, Al, Ga, In
Tipo II Cat*X~zMCl,.H,0 M= Cr, Co, Cu, Ni, Fe
Tipo I Cat*X~zRZ Z= CONH,COOH,OH
Tipo IV MCl, +RZ = MCl,_1.RZ + MCl, 4 M= Al, Zn e Z= CONH,,OH

R= radical com grupos doadores de protons da ligagao de hidrogénio.

Fonte: Smith, Abbott e Ryder (2014).

Em termos gerais os DES podem ser de quatro tipos, sendo os tipos I, Il e IV
considerados semelhantes aos liquidos i6nicos (SMITH, ABBOTT, RYDER, 2014). Os tipos
L, II e III sdo formados por uma mistura contendo um sal organico como o cloreto de colina e
o ultimo tipo representa uma mistura com sais metalicos como o cloreto de zinco (ABBOT et

al.,2004; ZHAO; BAKER, 2012), como complementa a Tabela 5.

Tabela 5 - Tipo de solventes eutéticos de acordo com a composi¢cdo de mistura

Tipo I Sal organico + haletos metalicos

Tipo II Sal organico +Sais metalicos hidratados
Tipo III Sal organico + doadores de ligacao de hidrogénio (HBD)
Tipo IV Sal metalico+ doadores de ligagdao de hidrogénio (HBD)

Fonte: Adaptado de Smith, Abbott e Ryder (2014).

Os DES do tipo III tém sido de grande interesse devido a capacidade de solvatagao
de outras moléculas (SMITH; ABBOTT; RYDER, 2014). Normalmente, sais de amonio
quaternario, como o cloreto de colina, sdo utilizados como receptores de ligacdes de
hidrogénio (HBA). Como doadores de ligagdes de hidrogénio (HBD), compostos com
variados grupos funcionais j& foram reportados, tais como aminas, acidos carboxilicos,
alcoois e amidas (SMITH; ABBOTT; RYDER, 2014).

Estes solventes contam com propriedades marcantes como alta estabilidade térmica,
baixa condutividade, baixa volatilidade, capacidade de serem combinadas a técnicas refinadas

de caracterizagdo como a cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia gasosa,
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além de miscibilidade ajustavel e solubilidade em agua (ABBOTT, 2004; TANG; ZHANG;
ROW, 2015). Estes solventes apresentam uma gama de possibilidades, tendo em vista que a
alteracdo de algum dos componentes pode agregar propriedades quimicas distintas, o que
facilita o uso de tais solventes na extragdo de compostos variados (CUNHA; FERNANDES,
2018).

Algumas caracteristicas destes solventes sdo capazes de interferir no processo
extrativo. Uma das propriedades fisico-quimicas importantes ¢ a viscosidade. Em geral
solventes eutéticos possuem maior viscosidade, em decorréncia principalmente das fortes
interagdes de hidrogénio entre os componentes, influenciando diretamente na transferéncia de
massa ¢ causando uma redugdo da mobilidade das moléculas (ZHANG et al., 2012; QIN et
al., 2020). As densidades destes solventes também tendem a serem superiores a densidade da
agua, fator que pode estar atribuido a grande massa molecular (KUMAR ef al., 2015). Outros
fatores que podem afetar a eficiéncia destes solventes ¢ a adicdo de agua e a temperatura,
ambos sdo capazes de reduzir a viscosidade, mas a adi¢do excessiva de dgua pode causar um
enfraquecimento das ligacdes de hidrogénio (SAVI, 2019; ABBOTT et al., 2004; DAI et al.,
2015).

3.7. Solventes eutéticos profundos naturais (NADES)

Os solventes eutéticos profundos naturais (NADES) sdo uma derivacao dos DES.
Denomina-se NADES quando os componentes destes solventes sdo metabdlitos primarios
como agucares, alcoois, acidos organicos e sais quartenarios de amonio naturais (CRAVEIRO
et al., 2016; FERNANDEZ, et al., 2018). Dai e colaboradores (2013) demonstraram que a
mistura de diversos metabolitos primarios, quando misturados em proporgdes adequadas, sao
capazes de formar uma grande variedade de NADES. O cloreto de colina ¢ um dos compostos
que podem formar NADES com a maioria dos metabolitos primarios existentes e,
consequentemente, tem sido bastante utilizado no preparo da maioria dos solventes eutéticos
profundos relatados na literatura (CRAVEIRO et al., 2016). E notavel que a escolha dos
componentes ¢ capaz de alterar algumas propriedades destes solventes. Em sintese, os
NADES apresentam maior degradabilidade, menor custo, grande faixa de polaridade e
facilidade de solubilizacdao (SAVI, 2019; DAI et al., 2013). Conforme visto, os NADES sao
alternativas consideradas ambientalmente mais seguras e¢ tém sido muito empregados na

extracdo de compostos naturais, para fins farmacéuticos (PAIVA et al., 2014). Dentre os
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compostos ja extraidos utilizando NADES estdo os acidos fendlicos, alcaloides, pigmentos,

acucares e peptideos (CHEMAT et al., 2019).

3.7.1. Sistema de NADES

Uma das particularidades dos DES e NADES, ¢ a capacidade de serem modelados
ajustando suas propriedades a partir da selecdo adequada dos componentes individuais, da
propor¢ao, da natureza quimica dos compostos e do teor de agua adicionado (ZHANG et al.,
2012, SMITH; ABOTT; RYDER, 2014).

O solvente verde utilizado nesta pesquisa ¢ o NADES resultante da mistura
equimolar entre cloreto de colina e acido oxalico ([Ch]CI:AO) e por isso considerado um
solvente eutético profundo acido. A colina € um cation da familia das vitaminas do complexo
B e estd presente no metabolismo humano (ZHAO; BAKER, 2012). Sua forma mais comum ¢
como sal, como o cloreto de colina ou outros sais de colina. O [Ch]Cl é composto pelo anion
cloreto ligado ao cation colina, sendo um dos sais mais utilizados durante a sintese dos DES
principalmente por apresentar caracteristicas como baixo custo, ndo toxicidade e facil
obtencdo, além de ser considerado biodegradavel. O acido oxalico ou 4cido etanodiodico, € um
acido dicarboxilico, relativamente forte, encontrado naturalmente em muitos vegetais,
leguminosas, cereais e frutas. Normalmente ndo ¢ digerido pelo organismo, sendo expelido
como excreta na urina.

Abbott e colaboradores (2004) apontaram para a potencialidade de DES formados
pela mistura de cloreto de colina e 4cidos carboxilicos como o 4cido oxalico em alternativa
aos solventes organicos e aos liquidos 16nicos. Muitos trabalhos obtiveram bons resultados ao
utilizar este NADES para a extragdo de produtos naturais, principalmente compostos
fendlicos. Um exemplo ¢ a extragdo de bioativos de Hibiscus sabdariffa, uma importante
fonte de pigmentos naturais e outros compostos de valor agregado (ALANON et al., 2020).
Outros exemplos sdo a extracdo de reverastrol, um antioxidante natural (WANG et al., 2021)
e de antocianinas a partir da biomassa de mirtilo (FU et al., 2021).

Apesar das caracteristicas dos DES/NADES serem influenciadas por seus
constituintes, a ndo toxicidade e biodegradabilidade ndo necessariamente sdo reflexo
unicamente dos compostos quimicos que o integram. Dessa forma alguns DES podem ser
mais toxicos ou menos se comparados aos produtos quimicos puros utilizados na mistura,

devido ao efeito sinérgico ou de aditividade (VAN OSCH et al., 2015).
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3.7. Extraciao assistida por micro-ondas (MAE)

De maneira corrente, o processo de extragdo de biocompostos ¢ realizada por meio
de técnicas convencionais como maceragdo e Soxhlet. No entanto, para tentar superar
desvantagens como uso de solvente organico em excesso, tempo de processo, alternativas
mais eficientes como a extracdo assistida por micro-ondas t€ém sido propostas (do inglés
microwave assisted extraction - MAE) (BENER et al., 2016; SROGI, 2006).

A técnica MAE utiliza radiagdes nao ionizantes para induzir o movimento molecular
gerando energia, que age diretamente na molécula por meio de condugdo idnica e rotacido de
dipolos (ZLOTORZYNSKI, 1995). Dentre as vantagens deste procedimento tém-se reducao
do tempo de extracdo, menor gasto de solvente, maior rendimento e consequente redugao de
residuos, além de alta reprodutibilidade (BENER et al., 2016; YUNPU et al., 2016).
Entretanto, altas poténcias podem favorecer a degradagdo de compostos (SROGI, 2006).

Para um maior rendimento da extragdo com solventes eutéticos, o aumento da
temperatura pode ser necessario para reduzir a alta viscosidade dos DES. Por isso, métodos de
extracdo que associam aquecimento podem ser preferiveis. Assim a extragdao assistida por
micro-ondas pode trazer beneficios ao reunir aquecimento e eficiéncia (WANG ef al., 2020).
As micro-ondas sdo capazes de penetrar no interior de moléculas organicas, principalmente
naquelas com cadeias majoritariamente polares, uma vez que materiais polares tendem a
absorver maior energia de micro-ondas, reduzindo o tempo de reag¢do e resultando em uma
maior taxa de reagdo (YUNPU et al., 2016). Neste contexto, essa técnica pode ser empregada

na extra¢do de variados produtos naturais de plantas (WANG et al., 2020).
3.8. Planejamento e otimiza¢io de experimentos

O processo de extragdo pode ser afetado simultaneamente por uma série de variaveis
experimentais, também chamadas de fatores. Idealmente, variar todos os fatores estudados ao
mesmo tempo ¢ mais eficiente para o processo que uma analise univariada, a razao para isso
esta em um comportamento denominado interagdo entre fatores, ou seja, em geral, as
variaveis de um experimento podem se influenciar mutualmente e o valor ideal para uma
delas ser dependente do valor de outra, (BARROS NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2001).

Além de ndo detectar a interagdo entre as variaveis, a otimizacao univariada exige
mais experimentos, nao € capaz de prever o que pode acontecer em um experimento nao
testado, além de ndo ser possivel ter uma ideia prévia de quantos experimentos serao

necessarios para alcangar o objetivo proposto. Nota-se que as analises multivariadas sdo mais
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eficientes principalmente no dia a dia industrial, no entanto apresenta algumas desvantagens
como maior complexidade no tratamento estatistico dos dados, além de poder exigir etapas
preliminares de experimentos para conhecer as varidveis consideradas influenciadoras do
processo, procedimento denominado triagem (LUNDSTEDT et al., 1998).

Quando vérios fatores sdo de interesse em um experimento, um planejamento fatorial
pode ser usado, a fim de que esses fatores sejam variados conjuntamente, assim um
planejamento fatorial nada mais ¢ que o arranjo de combinacao de experimentos possiveis,
considerando os niveis das variaveis investigadas (MONTGOMERY; RUNGER, 2003).

Baseada em planejamentos fatoriais, a Metodologia de Superficie de Resposta (ou
RSM- Response Surface Methodology) ¢ uma cole¢ao de técnicas matematicas e estatisticas
muito utilizadas quando o objetivo principal do pesquisador ¢ otimizar o sistema, de forma a
maximizar ou minimizar algum tipo de resposta (propriedade de interesse), como por
exemplo aumentar o rendimento de uma extragdo (BARROS NETO, SCARMINIO, BRUNS,
2001, p.2, p.251; MONTGOMERY; RUNGER, 2003, p.336).

Basicamente, a RSM possui duas etapas distintas, a modelagem e o deslocamento,
que atuam com o objetivo de atingir uma regido Otima da superficie investigada, ou seja,
baseia-se na constru¢do de modelos matemdticos empiricos a partir do ajuste de fungdes
polinomiais, geralmente lineares ou quadraticas, das respostas obtidas com planejamentos
fatoriais a fim de se obter o caminho em que a resposta varie de forma mais pronunciada
(BARROS NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2001; MONTGOMERY; RUNGER, 2003; BOX;
WILSON, 1978).

Se a resposta for bem modelada por uma fun¢do linear das varidveis, entdo essa
fung¢do serda um modelo de primeira ordem como exemplifica a equacao 2:

Y =Bo+ B1x1+ Baxy + -+ Prxy + € (2)

Em que x representa as variaveis codificadas, para um modelo com k variaveis, a
interse¢ao Po corresponde a média global de todas as observagdes, Bi, B2..., Pk 0s coeficientes
da regressao linear, que correspondem a metade da estimativa dos efeitos das varidveis e € o
componente erro aleatdrio.

Caso contrario, o sistema pode ser ajustado a uma fungdo polinomial de maior grau,

como o modelo de segunda ordem, apresentado na equagao geral (equagdo 3):

k k
Y=p+ Z Bix; + z Bux? + Z Z Bijxix; + € 3)
i=1 i=1 5

i<j
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Em que o numero de variaveis vai de i a k e ij representa as interagdes entre as
variaveis.

Dos planejamentos disponiveis, o planejamento composto central ou CCD (Central
Composite Design), ¢ um dos mais considerados para ajustar modelos de superficie de
resposta devido a eficiéncia com respeito ao numero de experimentos necessarios
(MONTGOMERY; RUNGER, 2003). Além disso, este modelo permite verificar a curvatura
de um plano, ja que ¢ capaz de realizar um ajuste polinomial e verificar a existéncia de termos
quadréaticos na regressao (RODRIGUES; IEMMA, 2009). Em geral esse modelo ¢ composto
por um conjunto de experimentos que incluem pontos fatoriais (2¥), axiais ou estrelas (2k) e
centrais (nimero arbitrario de repeticdes, em média 1 a 5), onde k corresponde ao numero de
fatores. A Figura 10 mostra a composi¢do da regido de estudo de um CCD com 3 varidveis

(fatores).

Figura 10 - Demonstracdo da formacdo de um Planejamento Composto Central para
3 fatores (k=3)

Fatoriais
s L
e
"‘ >
L & [
Completo + [ ) _
ou + ® P e
L]
F-— Pontos axiais Pontos centrais  Planejamento composto

Fracionario

Fonte: Adaptado de MONTGOMERY; RUNGER, 2003.

Observando a Figura 10 € possivel notar a maior abrangéncia deste modelo com
relacdo a regido de interesse estudada, se comparada ao planejamento fatorial. Este estudo
optou por um planejamento composto central rotacional (CCRD), assim denominado, pois
neste modelo estima-se que o desvio padrdo da resposta prevista seja constante nos pontos
que estiverem a mesma distdncia do centro do planejamento. Este conceito de rotabilidade
proposto por Box e Hunter (1957) define o valor de a (niveis axiais) para os pontos axiais de
um planejamento 2% (2 niveis, com k fatores) e pode ser calculado a partir da seguinte
equacao 4:

a = (2k)1/4 (4)
Para um CCRD 23, o valor de a corresponde a 1,682. Ademais, ¢ relevante para um

planejamento experimental construido a partir de um modelo empirico ser considerado
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adequado para um sistema, ser capaz de proporcionar boas estimativas para os coeficientes e
apresentar condigdes de avalid-lo quanto a termos como regressio e falta de ajuste

(TEOFILO; FERREIRA, 2006).
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo estdo apresentados os materiais ¢ métodos utilizados durante o
desenvolvimento deste trabalho, realizado majoritariamente no Laboratério de Processos
Biotecnologicos (PROTEC) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Vigosa.

4.1. Matéria Prima

Os frutos de bacupari, da espécie G. gardneriana, utilizados neste estudo foram
coletados na cidade de Vigosa, gentilmente cedidos e identificados pelo Prof. Dr. Marcelo
Henrique dos Santos do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa
(UFV).

Os frutos passaram por uma pré-selecdo para serem utilizados aqueles que
estivessem sadios e em processo de maturagdo. Assim, os bacuparis selecionados seguiram
para a etapa de higienizac¢do, na qual foram lavados em 4gua corrente e enxugados. A polpa
foi separada das sementes com o auxilio de uma faca e de uma peneira (com tela de arame
galvanizado) para facilitar a remocao das fibras da polpa aderidas a semente. As sementes
foram lavadas e colocadas para secar em local ventilado, a temperatura ambiente, por um
periodo de 5 a 7 dias até que sua massa permanecesse constante. Para a redugdo
granulométrica da amostra, utilizou-se um processador de alimentos (liquidificador). Apos a
moagem, a biomassa seca foi tamisada para padronizar o tamanho a uma faixa de 24 a 28
mesh (SILVA, 2019), e armazenada em dessecador até o uso. O fluxograma da Figura 11

resume as etapas.
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Figura 11 - Etapas de preparo da matéria prima para o processo de extragcao
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Fonte: Autoria propria.

4.2. Reagentes

Os padrdes isolados de Fukugetina (FUK), Guttiferona-A (GUT) e 7-Epiclusianona
(EPI) foram cedidos pelo Prof. Marcelo Henrique dos Santos (UFV). A Tabela 6 elenca os
reagentes utilizados nesta pesquisa: os compostos utilizados para preparagdo do NADES, os
solventes convencionais testados, bem como os reagentes utilizados para as andlises de

avaliacdo do potencial do extrato e quantificacdo de moléculas.

Tabela 6 - Lista de reagentes

Reagente Grau de Pureza Marca
Cloreto de Colina 98,0% Sigma-Aldrich
Acido Oxalico 99,0% Sigma-Aldrich
Etanol 99,8% P.A Cromoline
Acetato de Etila P.A Impex
Metanol Grau HPLC Dinamica
Quercetina - Sigma- Aldrich
Cloreto de aluminio hexahidratado P.A Dinamica
Acetato de potassio - Exodo Cientifica
Acido galico P.A -ACS Riedel-deHaen

Reagente de Folin-Ciocalteu 2M Exodo Cientifica
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Carbonato de sodio anidro P.A ACS Exodo Cientifica
Acetonitrila Grau HPLC Sigma-Aldrich
Acido orto-fosférico 85,0% Cinética
DPPH - Sigma- Aldrich

4.2.1. Preparo dos NADES

O NADES utilizado no processo de extra¢do foi uma mistura de Cloreto de Colina
como HBA e Acido Oxalico como HBD, na propor¢do molar 1:1. O procedimento adotado
para preparacdo do NADES consistiu em misturar as quantidades adequadas de HBA ¢ HBD
em um frasco de vidro e aquecé-lo em banho de glicerina a 80 °C, sob agitagdo magnética em
recipiente fechado até a formag¢do de um liquido homogéneo e clarificado (cerca de 60
minutos) (CUI et al., 2021). O solvente produzido foi armazenado em recipiente hermético e

mantido em dessecador até o uso.

4.3. Planejamento experimental

Para analisar o comportamento das variaveis de forma multifatorial, a otimizagdo da
extracdo de semente de bacupari com DES [Ch]Cl:AO foi realizada utilizando um
delineamento composto central rotacional (CCRD) de cinco niveis e trés varidveis em fun¢ao
da concentra¢do dos compostos FUK, GUT e EPI. O CCRD compreendeu um conjunto de 17
experimentos, sendo 8 pontos fatoriais (+1 e -1), 6 pontos axiais (+a € —a) e 3 repeticdes no
ponto central. As varidveis analisadas foram temperatura (°C), concentracdo de biomassa (%
m/v) e quantidade de 4agua adicionada ao solvente (% v/v). A varidvel resposta foi a
concentracdo das biomoléculas avaliada via cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
A Tabela 7 relaciona os niveis e as varidveis testadas neste planejamento e a Tabela 8
representa a matriz de contraste dos coeficientes codificados e decodificados do delineamento

proposto, ou seja, as condi¢des experimentais de cada ensaio.

Tabela 7 - Variaveis e seus niveis empregados em um Planejamento Composto
Central

Variaveis Niveis

1,68 (-a) -1 0 1 1,68 ()

Temperatura de extracao

o 25 35 50 63 75
0
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Razdo biomassa/solvente 5 10 17,5 25 30
(Yom/v)
Fragdo de (%)il;a/solvente 0 12 31 50 63

Tabela 8 - Matriz de contraste dos coeficientes do CCRD a 3 varidveis para a
extragado utilizando NADES

Variavel Decodificada Codificada
Ensaio Temperatura [Biomassa] (feri;;i(; Temperatura [Biomassa] ::2;1‘;

°C) (Yom/v) Vv (°0) (Yom/v) Vv

1 35 10 12 -1 -1 -1

2 65 10 12 1 -1 -1

3 35 25 12 -1 1 -1

4 65 25 12 1 1 -1

5 35 10 50 -1 -1 1

6 65 10 50 1 -1 1

7 35 25 50 -1 1 1

8 65 25 50 1 1 1

9 25 17,5 31 -1,68 0 0

10 75 17,5 31 1,68 0 0

11 50 5 31 0 -1,68 0

12 50 30 31 0 1,68 0

13 50 17,5 0 0 0 -1,68

14 50 17,5 63 0 0 1,68

15 50 17,5 31 0 0 0

16 50 17,5 31 0 0 0

17 50 17,5 31 0 0 0

Os experimentos foram realizados em ordem randomica para minimizar variagdes na
resposta devido a fatores externos. Os efeitos de cada variavel foram calculados, bem como
os coeficientes e erros atribuidos. Utilizou-se teste t de Student para a determinagdo dos

parametros estatisticos da regressao a um nivel de significancia de 5% (p<0,05).

4.4. Procedimento de extracao

Em um tubo de vidro foi adicionado a bioamassa seca e o solvente. Em seguida, este

tubo foi tampado e acoplado em um equipamento sintetizador de micro-ondas (CEM
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Discover System 908005), configurado para realizar a extragdo a uma poténcia de 30 W,
durante 6 minutos (acrescido tempo de rampa de 2 minutos, quando necessario) € na
temperatura exigida por cada ensaio especificado na Tabela 8. Apds o término da extragao, os
extratos foram centrifugados por cerca de 5 minutos a uma velocidade de 3000 rpm, para
facilitar a deposicdo da biomassa. Em seguida com a ajuda de uma pipeta, o extrato bruto foi
coletado e armazenado em tubos eppendorfs até seguir para as etapas de caracterizagdo da

amostra. A Figura 12 ilustra, de forma geral, o passo a passo para obtengao dos extratos.

Figura 12 - Esquema do processo de extracdo assistida por micro-ondas, utilizando

NADES

- 0 & e

uunl

Equipamento de micro-ondas

: J Centrifuga

Extrato bruto Extrato centrifugado

Fonte: Autoria propria.

A partir dos dados presentes em literatura, optou-se por comparar extratos
selecionados de NADES [Ch]CIL:AO, com extratos obtidos a partir de solventes convencionais
comumente usados em extragdes de biocompostos. Dessa forma, considerando a biomassa
utilizada (sementes de bacupari), foram selecionados os solventes: acetato de etila, etanol e
4gua para avaliar o potencial extrator do solvente verde proposto neste estudo (SAMARAO et
al., 2010; RODRIGUES et al.,2019), tendo em vista que sdo solventes de menor perfil
toxicologico dentre os utilizados em extragdes de compostos vegetais e, também considerados
mais “verdes” que outros solventes. Com exce¢ao da agua que € completamente atoxica.

A extragdo com solventes convencionais ocorreu apds analise dos dados do
planejamento experimental, pois a concentragdo de biomassa utilizada na extragcdo com estes
solventes correspondeu a razdo que resultou em maior rendimento de extragdo para o
NADES. A metodologia de extracao aplicada aos solventes convencionais foi a mesma para

os solventes verdes. Foram utilizados os solventes puros e a temperatura foi mantida proxima
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a temperatura ambiente (30 °C) conforme usualmente realizado nos trabalhos de extracdo com
sementes de G. gardneriana presentes na literatura (SAMARAO et al., 2010; RODRIGUES
et al.,2019).

4.5. Caracterizacao do extrato

Os extratos selecionados para caracterizagdo foram: um extrato utilizando NADES a
temperatura ambiente, o extrato correspondente ao ensaio que alcangou maior rendimento no
planejamento experimental, o extrato nas condi¢cdes consideradas Otimas pelo modelo
estatistico, e os extratos utilizando os solventes convencionais (etanol, acetato de etila e
agua).

Estes extratos passaram por quantificagdo por cromatografia liquida dos compostos
ditos majoritarios: Fukugetina, Guttiferona e 7-Epiclusianona (RODRIGUES, 2019), andlise
do teor de fenolicos e flavonoides e atividade antioxidante. A Figura 13 a seguir exibe uma

visdo geral da sequéncia dos processos realizados para analise dos extratos.

Figura 13 - Visao geral das etapas realizadas apo6s a extragdo assistida por micro-

ondas
Extracdo com Extracao dos Extracdo com
solventes - compostos —
. . L NADES
convencionais bioativos
Analise dos
extratos (HPLC)
Selecdo do
melhor extrato
Analise do <_J’— com NADES
Extrato
Teor de Fendlicos e Capacidade Quantificagdo de
. Flavonoides L.
totais totais antioxidante FUK,GUT e EPI

Fonte: Autoria propria.
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4.5.1. Determinagdo de compostos fenolicos totais

A concentracdo de compostos fendlicos totais foi avaliada segundo a metodologia
proposta por Singleton e Rossi (1965) adaptada por Lazzarotto et al (2020) utilizando
reagente de Folin-Ciocalteu. Para a leitura das amostras, construiu-se uma curva analitica com
4cido galico (50 mg. L' - 450 mg. L!). Adicionou-se em tubos de ensaio: 20 uL de extrato
diluido em agua (para a curva analitica, o extrato foi substituido por solug¢do padrao de acido
galico), 100 puL de reagente de Folin-Ciocalteu e 1,58 mL de dgua destilada. Essa amostra foi
mantida em repouso por cerca de 6 minutos e em seguida foram adicionados 300 puL de
solucdo de Na,COs (200 g. L) e a amostra mantida novamente em repouso por 2 horas ao
abrigo de luz. Apds esse periodo de incubacdo, deu-se a leitura em comprimento de onda 765
nm em espectrofotometro de UV-Vis (UV mini-1240 SHIMADZU), em cubeta de quartzo.
Considerou-se o branco como a amostra contendo todas as solu¢cdes mencionadas, exceto o
extrato ou padrdo. Toda a andlise foi realizada em triplicata e os resultados expressos em mg
de 4cido gilico por mL de extrato (mgAG.mL'extrato). Em caso de necessidade de
armazenar as solugdes, a solu¢do de NaxCOs e a solucdo estoque de acido galico podem ser

refrigeradas, revestidas de papel aluminio ou em frasco ambar, por um curto prazo de tempo.

4.5.2. Determinagdo de flavonoides

Para a determinacdo de flavonoides totais foi empregado método colorimétrico com
cloreto de aluminio (PROMMUAK; DE-EKNAMKUL; SHOTIPRUK, 2008). A
quantificagdo foi obtida por meio da construgdo de uma curva analitica com padrdao de
quercetina diluida em etanol 80%, com concentra¢des variando de 5 mg. L' a 150 mg. L.
Agua destilada foi usada como o branco para as analises. Em tubos de ensaio foram
adicionados 0,5 mL de solu¢do padrdo ou de extrato diluido, 1,5 mL de etanol 95%, 0,1 mL
de solucgdo de cloreto de aluminio (AICI3 10 % m/v), 0,1 mL de acetato de potassio 1M e 2,8
mL de 4gua destilada. Essa amostra foi mantida incubada por 30 minutos ao abrigo da luz, a
temperatura ambiente. Apds esse tempo, as leituras foram realizadas em comprimento de
onda igual a 415 nm, em espectrofotometro UV-Vis (UV mini-1240 SHIMADZU) com
cubeta de quartzo. Foram realizadas triplicatas de todas as amostras e os resultados expressos

em mg de 4cido galico por mL de extrato (mgAG.mL'extrato).
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4.5.3. Estudo in vitro da atividade sequestradora de radicais livres (DPPH)

A capacidade antioxidante dos extratos brutos selecionados foi determinada usando o
radical livre DPPH, conforme metodologia proposta por Brand-Wilians, Cuvelier ¢ Berset
(1995) e adaptada por Rufino e colaboradores (2007). A amostra a ser analisada em
espectrofotometro (UV mini-1240 SHIMADZU) consistiu em 0,1 mL de amostra diluida em
agua (1:5 v/v) adicionada a 3,9 mL de solug¢do de DPPH (60uM). O decréscimo da
absorbancia foi monitorado em comprimento de onda 515 nm de tempos em tempos até a
reacdo estabilizar e consequentemente o valor da absorbancia manter-se inalterado ou até
atingir o tempo de 1 hora de analise. A concentragdo inicial exata média de DPPH na reacgao
foi calculada pela curva de calibragdo de DPPH e determinada pela regressdo linear da curva
obtida. As amostras foram mantidas ao abrigo da luz durante toda a andlise. Como branco
para a amostra utilizou-se metanol. Além disso, foram preparadas amostras controle, que
consistiam em amostras ausentes de matéria antioxidantes, ou seja, contendo apenas uma
aliquota do solvente de cada extragdo e a solucdo de DPPH. Para calcular o percentual de
DPPH consumido, também denominado de percentual de atividade antioxidante (%AA),
foram utilizadas as leituras de absorbancia no tempo de 30 minutos para os extratos

escolhidos a partir da equacao 5:

%AA = 100 — (ABSamostra—ABSbranco) x100 (5)

ABScontrole

Em que ABS n0stra COrresponde a absorbancia da amostra, a absorbancia do branco

como ABSpranco> € ABS ontrote cOMo a absorbancia do controle (OLIVEIRA, 2015).

4.5.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector-UV

Para comparacdo dos extratos brutos obtidos, testes cromatograficos foram feitos
para quantificacdo das concentracdes de Fukugetina, Guttiferona-A e 7-Epiclusianona nas
amostras a partir de uma analise em cromatografo liquido de alta eficiéncia-HPLC (modelo
LC Workstation CLASS LC-10, Shimadzu), com deteccdo por espectroscopia UV-Vis. A
analise utilizou coluna de fase reversa C18 (Retek, 150 mm x 4,6 mm). A fase modvel
consistiu numa solugdo de acetonitrila e dgua acidificada (0,5% de acido ortofosforico) na
proporcao 80:20 v/v, no método isocratico, o comprimento de onda utilizado foi de 254nm e fluxo
de 1,0 mL.min"' (RODRIGUES, 2019).

Para quantificagdo dos compostos majoritarios, foi construida uma curva padrao para

cada biocomposto de interesse. Os padrdes foram injetados isoladamente para identificar os
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tempos de retencdo dos compostos. Para a Fukugetina, as concentragdes variaram de 5,0 mg. L' a
250,0 mg.L"!, para GUT de 2,0 mg.L"' a 100,0 mg.L"! e EPI DE 1,0 mg.L"!' a 150,0 mg.L"!, todas
as diluigoes foram feitas em acetonitrila. Em seguida, identificou-se nos extratos o tempo de
retencdo dos padroes para a otimizagao cromatografica.

As amostras dos extratos foram preparadas a partir de 40 pL de extrato bruto
adicionados em baldo volumétrico de 5 mL e o volume completado com metanol P.A. Apos esta
fase, esse extrato diluido foi filtrado em filtro de membrana PVDF 0,45um e 20uL desta amostra

foi injetado no cromatografo para obtengao dos perfis cromatograficos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As imagens da Figura 14 retratam a aparéncia do bacupari utilizado nesta pesquisa,
enquanto nas imagens da Figura 15 visualizam-se as sementes secas, antes e depois de serem

trituradas.

Fonte: Autoria propria.

(ZE AN

Fonte: Autoria propria.

Sabe-se que a umidade possibilita a acdo enzimatica e facilita a contaminacao
microbiologica da matéria. A fim de analisar a estabilidade da matéria prima quanto a
absor¢cdo de umidade, algumas sementes foram separadas para a realizacdo de pesagens
periddicas durante um periodo de 24 horas de secagem em estufa. O procedimento foi
realizado em triplicata (replicatas R1, R2, R3), em que cada replicata consistiu na massa
média entre 3 sementes.

A Tabela 9 apresenta os valores médios da massa total m:(massa inicial da semente),
a massa final da semente ms (massa seca) e a massa de 4gua m,, em que a massa de dgua ¢ o

resultado da subtrag¢do entre a massa inicial da semente e a massa final.
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Tabela 9 - Massa das sementes antes e apos o processo de secagem e massa de agua
perdida no em cada replicata
Replicata Massa total (g) Massa seca (g)  Massa de agua (g)

R1 2,8807 +0,0001 2,2978 +£0,0001 0,5829 +0,0001
R2 3,1532 +0,0001 2,3683 +0,0001 0,7849 +0,0001
R3 3,2977 £0,0001 2,3960 +0,0001 0,9017 +0,0001

De posse dos valores de massa total (m;) e de massa seca (ms), foi possivel avaliar o
teor de umidade médio da semente, em base imida e em base seca.

Contetido de umidade médio em base umida (X’), em porcentagem:
m(l
X' =—x100% (6)
my
Conteudo de umidade médio em base seca (X), em porcentagem:
ma
X =—x100% (7
mS
A Tabela 10 relaciona os valores encontrados para o conteudo de umidade livre da

semente de bacupari para cada replicata.

Tabela 10 - Conteudo de umidade livre da semente de bacupari em base imida (X’)
e em base seca (X)

Replicata X’ (%) X (%)

R1 20,23 25.37

R2 24,89 33,14

R3 27,34 37,63
Valor médio 24,15 +2,949 32,04+5,064

A Figura 16 apresenta a porcentagem de decaimento da massa da semente para cada

replicata em fun¢@o do tempo de secagem.
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Figura 16 - Porcentagem de decréscimo da massa de semente durante o periodo de
secagem
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Observando a Figura 16, verifica-se que a matéria prima perdeu cerca de 20 a 30%
de umidade, conforme observado também pelos dados da Tabela 10, durante o periodo de
secagem até a estabilizacdo, apresentando uma perda de umidade lenta e gradual. Apos este
teste e durante todo o estudo, observou-se que as sementes secas suportam o
acondicionamento, tendo em vista que ndo sofreram alteragdes significativas mesmo durante

o tempo sem analises na pandemia.

5.1. Otimizacao da extracdo de biocompostos de semente de bacupari usando DES

Um CCRD foi usado para avaliar a influéncia dos trés fatores:
a. Temperatura de extracao;
b. Concentracao de biomassa;
c. Razdo de agua adicionada ao DES.
Na extragao assistida por micro-ondas de compostos bioativos presentes no bacupari,
mais especificamente das biomoléculas Fukugetina (FUK), Guttiferona-A (GUT) 7-
Epiclusianona (EPI) para o NADES [Ch]CI:AO.
A escolha dos niveis +1 e -1 das varidveis orientou-se da maxima estatistica de que ¢
necessaria uma interagdo entre processo, estatistica e bom senso. Dessa forma, foram testadas

quantidades de solido/solvente que evitassem a saturacao do solvente, temperaturas médias de
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processo, a fim de tornar a escala do processo em bancada para a indistria mais exequivel e
reduzir os custos da extragao.

A concentracdo dos compostos bioativos FUK, GUT e EPI foi quantificada via
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Para isso, curvas analiticas foram construidas
utilizando concentragdes distintas de padrdo conforme discorrido no topico 4.6.4 deste
trabalho, considerando a relagdo linear entre a area do pico (y) e a concentracdo (x). A
identificacdo dos compostos nos cromatogramas ocorreu a partir da comparagao entre os
tempos de retengdo dos compostos padrdes isolados (Figura 17) e o tempo dos picos
apresentados nos perfis dos extratos brutos. A Tabela 11 a seguir expde a equacdo obtida

para cada composto, o coeficiente de determinagio (R?) e os tempos de retencio (tr).

Tabela 11 - Equagdo da reta de ajuste linear das curvas analiticas dos compostos
padroes Fukugetina, Guttiferona-A e 7-Epiclusianona e respectivos tempos de retengdo
obtidos ap6s analise HPLC

Composto Equacio R? tr (min)
FUK y = 42680x + 14896 0,9984 2,5
GUT y = 15070x + 23404 0,9894 37,3
EPI y =17973x + 90615 0,9918 53,6

A Figura 17 apresenta a sobreposicdo dos cromatogramas dos padrdes de
Fukugetina, Guttiferona-A e 7-Epiclusianona, obtido nas condi¢cdes de analise descritas em

metodologia (Tdpico 4.5.4 do presente trabalho).
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Figura 17 - Cromatograma dos padrdes dos compostos Fukugetina (tr= 2,5 min),
Guttiferona-A (tr = 37,3 min) e 7-Epiclusianona (tr = 53,6 min) em comprimento de onda de
254 nm
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Os resultados do rendimento de extracdo dos biocompostos com NADES para os
ensaios do CCRD 23, obtidos por quantificagdo cromatografica, foram dispostos na Tabela
12, além da especificacdo dos niveis e fatores decodificados de cada ensaio. Os experimentos
foram realizados de maneira randomica visando a reduzir erros sistematicos. Todas as
extracdes foram assistidas por micro-ondas, com duracao de 6 minutos cada.

Este tempo de extracdo foi pré-estabelecido em testes preliminares. Nestes testes,
amostras com a mesma quantidade de semente moida (10% m/v) e solvente (NADES puro)
foram submetidas 8 MAE por tempo de extracdo de 1, 2, 3,4 5, 6, 7, 8, 9 ¢ 10 minutos e
levadas para andlise em HPLC, em triplicata, para avaliar qual tempo obteve maior
concentracdo de compostos fenolicos. Apos esta avaliagdo, notou-se que em 6 minutos, houve
um pico maximo de concentragdo. Em geral, tempos maiores de extra¢do apresentam efeito
positivo no rendimento, entretanto notou-se uma queda de rendimento apds determinado
periodo (6 min), fato que alguns estudiosos atribuem a degradacdo dos compostos em
decorréncia da exposicdo térmica apos determinado periodo de tempo (DOLDOLOVA et al.,
2021). Esperava-se um tempo de extragdo relativamente curto tendo em visto que o MAE, em
comparagdo a outras técnicas convencionais de extrag¢do, possibilita um alto rendimento de

extracdo em tempos menores.
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Tabela 12 - Concentragdo dos compostos Fukugetina, Guttiferona-A e 7-
Epiclusianona em extrato bruto de semente de bacupari, com NADES como solvente extrator,
segundo ensaios do CCRD 23

Ensaio Temp:mt“r [Biomassa] | ":g:; de [FUK] [GUT] [EPI]

0) (%m/v) o) L)  @LhH (@l
1 35 10% 12% 8,33 ; -
2 65 10% 12% 14,36 - ;
3 35 25% 12% 12,00 - ;
4 65 25% 12% 15,85 - ;
5 35 10% 50% 6,90 - .
6 65 10% 50% 7,99 0,76 .
7 35 25% 50% 9,23 0,11 -
8 65 25% 50% 9,56 0,70 .
9 25 18% 31% 7,35 0,30 .
10 75 18% 31% 12,60 1,30 .
11 50 5% 31% 10,64 ; ;
12 50 30% 31% 15,36 ; ;
13 50 18% 0% 15,55 0,93 ;
14 50 18% 63% 6,57 ; ;
15 50 18% 31% 10,41 ; ;
16 50 18% 31% 10,79 ; ;
17 50 18% 31% 11,00 ; ;

Para constru¢do e ajuste do modelo, os dados codificados das varidveis foram
utilizados para fins de célculo da regressdo e obtengdo do modelo matematico com o auxilio
do software estatistico STATISTICA® 7.0, sendo utilizada uma analise de variancia

(ANOVA) para estimar os parametros estatisticos.
5.1.1. Otimizagdo da extragdo de Fukugetina

Para a Fukugetina, verifica-se que o modelo construido foi adequado, a um nivel de
confianca de 95%, uma vez que os efeitos apontam para a relacdo significativa entre a
concentracdo do composto bioativo e os fatores testados. Os efeitos de cada variavel, bem
como os efeitos das interagdes entre elas foram calculados e expressos na Tabela 13. A adigdo
de 4gua destilada ao DES ¢ a varidvel que mais afetou a extracdo de FUK, seguida da

temperatura e depois da concentragdo de biomassa, entretanto com suave variagao entre estes
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valores. O efeito da interagdo entre temperatura e porcentagem de agua no solvente também
foi significativo, enquanto as demais interagdes de segunda ordem nao foram significativas na
regido estudada no delineamento. Ademais, verifica-se que os termos dos efeitos de fracao de
agua sdo negativos, indicando que existe um valor maximo de 4gua a ser adicionada ao
solvente para que a extragdo seja viavel. Na Tabela 13 destacam-se em negrito, os efeitos que
foram estatisticamente significativos, a um nivel de significancia p=0,05, sendo os demais
sem importancia estatistica. Esta tabela também apresenta o erro padrdo, a estatistica t € o

valor de p calculado para o teste estatistico.

Tabela 13 - Estimativa dos efeitos para o planejamento CCRD 23 para a extracdo do
biocomposto Fukugetina por NADES

Variavel Efeito Erro padrao t(7) p
- Intercepto 10,82202 0,172002 62,9182 0,000253
Varl(L) Temperatura (L) 2,95820 0,162450 18,2098 0,003002
Var1 (Q) Temperatura (Q) -0,96377 0,180082 -5,3518 0,033185

Var2 (L) Concentracido de biomassa (L) 2,49738 0,162450 15,3732 0,004205
Var2 (Q) Concentracio de biomassa (Q) 1,21423 0,180082 6,7427 0,021295

Var3 (L) Fracéo de agua % (L) -4,69698 0,162871 -28,8386  0,001200
Var3 (Q) Fragdo de agua % (Q) -0,15681 0,181598 -0,8635 0,478863
1L by 2L Interacdo Temp x [biomassa] -0,73500 0,211463 -3,4758 0,073736
1L by 3L Interagao Temp x %agua -2,11500 0,211463 -10,0017 0,009849
2L by 3L Interacdo [biomassa] x %agua -0,31500 0,211463 -1,4896 0,274775

A partir dos dados descritos na Tabela 13, observa-se que o modelo apresenta
parametros lineares e quadraticos significativos, apesar dos valores dos coeficientes lineares
serem de maior magnitude que os valores dos coeficientes quadraticos, um ajuste de um
modelo quadratico para a resposta rendimento de extragcdo de fukugetina ([FUK]) seria mais
adequado para que essa influéncia polinomial seja considerada na equagdo ajustada ao
modelo. O diagrama de Pareto, representado na Figura 18, evidencia os valores absolutos dos
efeitos padronizados desde o maior at¢é o menor efeito. O grafico traca uma linha de
referéncia para identificar quais efeitos foram estatisticamente significativos, linha esta que
representa o nivel de significancia estatistica (p=0,05). Assim todos os fatores que

ultrapassam esta linha interferem no rendimento do biocomposto em anélise.
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Figura 18 - Grafico de Pareto dos efeitos padronizados para extracao de fukugetina
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Conforme apresentado, os parametros lineares: fracdo de agua no solvente- Var3(L),

Temperatura de extracdo -Varl(L), Concentracio de biomassa —Var2(L) e interacdo entre

temperatura e fracdo de dgua (1Lby3L) apontam, nesta ordem de influéncia, para uma

variagdo linear da resposta. As variaveis: concentracdo de biomassa- Var2(Q) e temperatura-

Varl(Q) também apresentaram parametros quadraticos significativos. A partir do Diagrama

de Pareto inferem-se quais dos efeitos sdo maiores. No entanto, como este grafico exibe o

valor absoluto, ndo € possivel determinar quais efeitos maximizam ou minimizam a resposta.

No gréafico de probabilidade dos efeitos destacado na Figura 19 ¢ possivel examinar essa

magnitude e direcao destes efeitos. Este grafico mostra os efeitos em relagdo a uma linha de

ajuste de distribuicdo em que o efeito ¢ 0 (eixo x=0). Efeitos mais afastados deste eixo tem

maior magnitude, também ¢ possivel avaliar quais os efeitos contribuem positiva ou

negativamente para o aumento da resposta.
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Figura 19 - Grafico de probabilidade normal dos efeitos para CCRD 23
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Como demonstrado pela Figura 19, os efeitos da temperatura e da concentragdo de
biomassa expressa um caréter positivo no rendimento de Fukugetina. A visto disso, quanto
maior os valores destes fatores, maior a concentra¢do do biocomposto. Situacdo oposta ocorre
com o fator fracdo de dgua no solvente e sua interacdo com a temperatura. A presenca destas
variaveis do lado negativo do grafico mostra que a adicao de maior volume de agua influencia
na reducao do rendimento da extracao.

Outro recurso grafico para avaliar o ajuste dos dados € o grafico de probabilidade
normal dos residuos, que consegue identificar desvios substanciais da normalidade. A Figura

20 mostra este grafico construido pelo modelo.
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Figura 20 - Grafico de probabilidade normal dos residuos brutos para o planejamento
CCRD
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O grafico da Figura 20 mostrou uma distribui¢do de residuos uniforme, com poucos
pontos distantes dos valores normais esperados, ndo se distanciando muito da reta identidade.

Outra forma de analisar os parametros significativos € a partir da andlise de variancia
(ANOVA). A Tabela 14 contém os dados obtidos para a ANOVA deste planejamento. Cujos
testes sdo estatisticas F e auxiliam a avaliar numericamente o ajuste do modelo. Em negrito

estdo os coeficientes considerados significativos para o teste segundo o modelo CCRD.

Tabela 14 - ANOVA para o CCRD 23 para extracdo de Fukugetina

SS D¢ MS
Fator Soma Graus de Média F ]

quadratica  liberdade quadratica

(1)Varl (L) 29,656 1 29,656 331,598 0,003002

Varl (Q) 2,562 1 2,562 28,642  0,033185
(2)Var2 (L) 21,136 1 21,136 236,334  0,004205
Var2 (Q) 4,066 1 4,066 45,464  0,021295
3)Var3 (L) 74,378 1 74,378 831,662 0,001200

Var3 (Q) 0,067 1 0,067 0,746  0,478863
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1L by 2L 1,081 1 1,081 12,081  0,073736
1L by 3L 8,947 1 8,947 100,035 0,009849
2L by 3L 0,199 1 0,199 2,219 0,274775
Falta de ajuste 4,215 5 0,8431 9,427 0,098676
Erro 0,179 2 0,0894
Total da soma quadratica 149,388 16

O coeficiente de regressio encontrado para este delineamento foi de R? igual a
0,97058, respaldando a adequagdo ao modelo. Representa um bom valor de ajuste ja que o
estudo trabalhou com matéria prima bioldgica, sujeita a maior variabilidade da amostra. Os
dados presentes na Tabela ANOVA (Tabela 14) corroboram os dados presentes na Tabela 13
e mostram que a falta de ajuste foi ndo significativa (p<0,05).

A Figura 21 contém a distribui¢ao dos residuos deste ajuste. O grafico mostra uma
dispersao aleatéria, e com variancia praticamente constante, residuos dispersos em torno de
zero, concentrados majoritariamente entre -1 e 1, estando entre 5 e 10% do valor predito.
Como ndo hd um padrdo aparentemente detectavel no grafico da Figura 21, supde-se que

variancia constante (homocedasticidade) dos residuos ¢ valida para o modelo ajustado.

Figura 21 - Distribui¢iio dos residuos para o planejamento CCRD 23
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Assim, com a ANOVA significativa, a falta de ajuste ndo significativa e a

distribuicao dos residuos aleatoria, o0 modelo pode ser considerado consistente para avaliar a

relacdo entre o rendimento de extragdo de Fukugetina e as variaveis independentes testadas.
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A Figura 22 a seguir apresenta os graficos de contorno construidos pelo modelo, que
auxiliam na visualizagdo da regido 6tima do sistema para maximizagdo da resposta.

Figura 22 — Graficos de contorno 2D ajustadas ao planejamento CCRD 2* para
extragdo de Fukugetina?

Var2
Vard

Varl Vart

Var3

I 20
18

oRNE®

T

Var2

Para a construgdo dos graficos de contorno (Figura 22) e das superficies de resposta
(Figura 23), um fator foi mantido constante enquanto os outros dois sofreram variagdo a fim
de predizer a regido Otima de melhor rendimento de Fukugetina. O primeiro grafico de
contorno da Figura 22 possui como eixos: temperatura (Varl) e concentragdo de biomassa
(Var2), o segundo grafico relaciona as varidveis: temperatura e fracdo de agua (Var3) e a
ultima representa a superficie de formada pela concentragdo de biomassa (Var2) e fragao de
agua (Var3), como pode ser verificado nos eixos dos graficos. A Figura 23 ilustra as

superficies de resposta do planejamento, que representam a relacdo entre a resposta e pares de

2 a) Gréfico de contorno Varl x Var2; b) Gréfico de contorno Varl x Var3; c¢) Grafico de contorno Var2 x Var3.
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variaveis de forma tridimensional. As superficies foram construidas de maneira similar aos
graficos de contorno, com os mesmos eixos especificados na Figura 22.

Figura 23 - Superficie de resposta do planejamento CCRD 23 para o composto
Fukugetina®
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3 Superficie de Resposta Varl x Var2; b) Superficie de Resposta Varl x Var3; ¢) Superficie de
Resposta Var2 x Var3.
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Analisando os graficos de contorno (Figura 22) e de superficie de resposta (Figura
23), nota-se que maiores concentragdes de biomassa, bem como o aumento da temperatura
poderiam resultar em maior rendimento, evidenciando uma necessidade de elevar os niveis
dessas varidveis, ja que apenas parte da superficie de resposta estd dentro da regido 6tima
(regido de cores mais quentes). No entanto o aumento da propor¢ao entre semente € solvente
ndo era vidvel do ponto de vista experimental. Isso foi observado em testes preliminares
realizados antes do planejamento experimental. Nesta etapa pregressa, foram realizadas
extragdes com variadas propor¢des de biomassa-solvente, até chegar a uma propor¢ao na qual
fosse inviavel a extrag¢do. Esse fato foi percebido quando ndo foi possivel separar a semente
do extrato apos o processo de MAE, pois a semente reteve todo o solvente. No caso da
temperatura, estudos apontam que o aquecimento em altas temperaturas pode resultar em
degradacdo de compostos fenolicos (BENER et al., 2016, DOLDOLOVA et al., 2021). Além
disso, do ponto de vista da quimica verde, ndo seria ideal alcangar esses valores tendo em
vista que o planejamento visou a englobar a realidade da extracdo e evitar gastos de solventes
e analises excessivas além de idealizar condigdes que favorecam o novo solvente como uma
alternativa vidvel aos solventes organicos.

Uma metodologia que pode ser utilizada para otimizar uma ou mais respostas de um
modelo (maximizando a razao sinal/ruido) € a aplicacdo da funcao de desejabilidade proposta
por Derringer e Suich (1980), funcdo esta que se baseia na transformagdo de cada resposta
individual em uma escala adimensional de desejabilidades individuais (d;). A partir da média
geométrica das desejabilidades individuais tem-se a desejabilidade global (D) e o intuito €
maximizar D. Aescala de desejabilidade varia de 0 a 1, em que o valor minimo (0) ¢
considerado uma resposta ndo aceitavel e 1 a resposta desejada. Esta fungdo pode ser utilizada
quando se busca valores alvos (sejam eles de maximiza¢do ou minimiza¢ao da resposta) ou ao
menos manté-los em faixas desejaveis. Tem como objetivo principal encontrar condi¢des de
operagdo que estejam consonantes com os critérios de todas as respostas obtidas e fornecam
os valores de resposta mais desejavel (BARROS NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2001).

A Figura 24 exibe o grafico dos perfis dos valores otimizados, a fungdo de
desejabilidade e os valores otimizados dos trés fatores avaliados no delineamento obtidos

computacionalmente pelo software Statistica 7.0.
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Figura 24 - Perfil sinal/ruido (previstos/otimizados) e perfil de desejabilidade para o
CCRD 23 para extracdo de Fukugetina
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Os trés primeiros perfis da Figura 24 representam a razao entre os valores previstos e
otimizados, mais conhecidos nessa funcdo como sinal/ruido. O quarto perfil mostra a
desejabilidade (D) desta razdo, variando de 0 a 1. Verifica-se que quanto maior o valor de D
mais conveniente ¢ a resposta do sistema. J4 os trés perfis da parte inferior mostram a
desejabilidade de cada variavel individualmente. Os valores 6timos correspondem ao valor

que toca a linha vertical em vermelho e foram descritos na Tabela 15.

Tabela 15: Valores otimos para a extragdo de Fukugetina com NADES segundo o
perfil de desejabilidade (Statistica 7.0)

Variavel independente Valor 6timo
Temperatura 75 °C
Concentragao de biomassa 30% m/v
Fracdo de 4gua no solvente 15,75% v/v

Avaliando cada perfil de desejabilidade dos fatores separadamente, observa-se que o
fator temperatura (Varl) demonstrou um aumento acentuado na resposta em funcdo do
aquecimento da amostra, estabilizando a partir de 50 °C. Ademais, na faixa de temperatura

estudada ndo foi percebida nenhuma degradagdo térmica (tendo em vista que ndo houve
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queda de rendimento nas temperaturas superiores). Esperava-se essa relagdo direta entre
aumento de temperatura e maior recuperagdo do composto, em razdo do aumento da energia
cinética das moléculas e consequente redugdo da viscosidade do solvente, que auxilia no
processo de transferéncia de massa (CHEMAT et al., 2016).

Concentrando-se no segundo perfil, nota-se que o comportamento do fator
concentragdo de biomassa (Var2) sofreu uma leve oscilagdo, apontando para uma pequena
queda de rendimento de FUK nos valores intermediarios entre 5 e 25% m/v de semente no
solvente e posterior aumento apds este valor. Os dados sugerem que a transferéncia de massa
entre solido e solvente ndo ocorrem de maneira tdo trivial, sendo altamente afetadas pelas
demais variaveis do processo, no qual varios equilibrios podem ocorrer, resultando em uma
resisténcia a transferéncia de massa.

No terceiro perfil. avalia-se que a adicdo de dgua realmente favoreceu a extragdo até
certo ponto. Apds o valor limite de 15,75% v/v, a queda no rendimento foi abrupta.
Conjectura-se que o aumento no rendimento tenha ocorrido devido a reducao da viscosidade,
facilitando a transferéncia de massa, tendo em vista que a alta viscosidade torna mais dificil
para o solvente infiltrar na matriz vegetal (MULIA; FAUZIA; KRISANTI, 2019). A presenga
de 4gua ¢ capaz de reduzir a viscosidade e provocar um aumento da polaridade em NADES.
Entretanto estudos apontam que adi¢des excessivas de 4gua podem enfraquecer as ligagdes de
hidrogénio entre HBA e HBD (SAVI, 2019), por isso percebe-se o decaimento da
concentragdo do composto. Ademais, outro ponto chave a ser observado, ¢ a baixa
solubilidade da molécula em agua, prevé-se uma solubilidade abaixo de 0,01g.L"! para este

biflavonoide (FOODB, 2019).

5.1.2. Otimizagdo da extragdo de Guttiferona e 7-Epiclusianona

Para o sistema testado, nos niveis e fatores escolhidos, o NADES ChCl:AO ndo
apresentou afinidade suficiente para extrair quantidades consideraveis destes compostos. O
fator afinidade de um solvente pelo analito, no caso de solventes como os NADES, que sdo
resultantes de misturas e cujas composi¢des podem ser variaveis, pode ser um fator dificil de
prever teoricamente. Em razao disso, a maior parte dos estudos tenta sanar essa problematica
utilizando método de tentativa e erro para determinar os solventes mais estaveis e eficientes.
Atualmente ha um crescimento de pesquisas que exploram também a previsdo de
comportamento destes solventes via modelagem computacional, como a ferramenta para

prever as interagdes (CUI et al., 2021, ZUROB et al., 2020).
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Algumas adaptacdes no preparo da amostra para analise cromatografica foram
realizadas como redugdo da diluicdo do extrato. Ainda assim nao foi possivel quantificar o
composto bioativo 7-Epiclusianona na faixa de estudo proposta, via andlise cromatografica,
tendo em vista que a maioria dos cromatogramas nao apresentaram pico no tempo de retencao
especificado para este composto. No caso da Guttiferona-A, ainda foi possivel observar a
presenca deste composto em alguns dos extratos, mas de forma bastante difusa, ndo sendo
possivel ajustar um modelo de superficie de resposta aos dados. A unica inferéncia possivel,
de posse dos dados da Tabela 12, foi que a temperatura € um fator que auxilia na extragao
deste composto.

Esse comportamento de baixa extragdo pode ser atribuido ao perfil menos polar
destas moléculas, se comparadas a Fukugetina. Em contrapartida, os NADES &cidos, como o
[Ch]CLI:AO utilizado neste trabalho, tendem a ser solventes mais polares que aqueles
constituidos a base de agucares ou alcoois (ZUROB et al., 2020; DAI et al., 2013). Os
NADES tém sido considerados solventes adequados para extragdo de compostos naturais
devido a ampla faixa de polaridade e solubilidade (SAVI, 2019; DAI et al., 2013). Entretanto,
apesar da biocompatibilidade destes solventes com compostos polares e apolares, avalia-se
que o NADES testado apresentou maior tendéncia a extrair compostos mais polares. Dessa
forma, como os NADES sao solventes desenhdveis (ZUROB et al., 2020, SAVI, 2019;
CUNHA; FERNANDES, 2018), uma alternativa seria testar outras misturas eutéticas e/ou
razdes molares mais adequadas para extracdo destes compostos de interesse.

Os DES sao solventes comumente mais hidrofilicos, consequéncia das ligagdes de
hidrogénio presentes em sua composicao (VAN OSCH et al., 2015). Dessa maneira, podem
ser mais eficazes para extrair moléculas com essa mesma facilidade de se dissolverem em
meios aquosos. Estudos recentes apresentam uma nova classe de DES com carater
hidrofobico, advindos de combinagdes de acido decanoico com sais de amdnio quaternario
(VAN OSCH et al., 2015) ou de misturas baseadas em DL-mentol com acidos naturais
(RIBEIRO et al., 2015). Estes solventes podem tornar mais eficazes a extracdo de analitos
com porgdes majoritariamente apolares (VAN OSCH et al., 2015). Entretanto, ainda ha
poucos estudos envolvendo extragdo de compostos bioativos de plantas com DES

hidrofobicos (CAO et al., 2017), sendo fonte para possiveis pesquisas futuras.
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5.2. Perfis comparativos: NADES x solventes convencionais para extracio das
biomoléculas

Ao analisar a capacidade extratora de um novo solvente em uma matriz vegetal, ¢
importante ser possivel comparar os dados obtidos com extratos obtidos com solventes
convencionais disponiveis para o processo. Por isso, para efeitos comparativos entre os
extratos de NADES e os extratos de solventes convencionais, considerou-se a realizacao de
testes de conteido fendlico, flavonoides, capacidade antioxidante e quantificagao

cromatografica. Os extratos utilizados estdo especificados na Tabela 16.

Tabela 16 - Extratos avaliados na determinacdo de fenodlicos, flavonoides ¢
capacidade antioxidante

Extrato Solvente Tempoeclgatura [b(i(;;rlr/svs)a] Frag:(iz) ‘(}/i )égua
E1l Agua 30 30 -
E2 Etanol 30 30 0
E3 Acetato de etila 30 30 0
E4 NADES [Ch]CI:AO 30 30 0
ES NADES [Ch]CI:AO 65 30 12
E6 NADES [Ch]CLI:AO 75 30 15,75

Conforme mencionado na metodologia deste estudo (item 4.4), as extracdes com o0s
solventes convencionais (dgua, etanol e acetato de etila) ocorreram a temperatura ambiente
(~30 °C), com 25% de biomassa e com os solventes puros. Observa-se que o extrato E4
representa uma extracdo com o DES nas mesmas condi¢des aplicadas aos solventes
convencionais, o extrato E5 corresponde ao extrato que obteve o maior rendimento de
fukugetina apresentado pelo planejamento experimental, (Ensaio 4 da Tabela 12- 65 ° C, com
25% de biomassa e 12% de agua adicionada ao solvente) e o extrato E6 foi obtido nas
condi¢des consideradas 6timas pelo modelo CCRD. E sabido que extragdes de compostos
fendlicos com 4gua resultam em baixos rendimentos, mas manteve-se este solvente para fins

de controle.
5.2.1. Quantifica¢do cromatografica de extratos selecionados

A quantificagdo cromatografica dos extratos determinou alguns dos compostos ja
isolados nesta espécie, e que foram majoritarios em estudos pregressos de extragdo da

semente com solventes organicos (RODRIGUES, 2019). Deste modo, quantificou-se
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Guttiferona-A, Fukugetina e 7-Epiclusianona nos extratos selecionados e descritos na Tabela
16. Essa quantificagdo foi realizada da mesma maneira que nas andlises ja apresentadas
referentes aos ensaios do planejamento experimental do presente estudo, ou seja,
considerando os tempos de retengao apresentados nos cromatogramas dos padroes isolados
(Figura 17) e a partir das curvas analiticas dos compostos.

As Figuras 25, 26, 27, 28, 29 e 30 a seguir apresentam os cromatogramas dos
extratos E1, E2, E3, E4, ES e E6, respectivamente, obtidos nas condi¢des de analise descritas

em metodologia (Topico 4.5.4 do presente trabalho).

Figura 25 - Cromatograma obtido por HPLC-UV (A=254nm) do extrato da biomassa
de semente de bacupari utilizando 4gua como solvente (Extrato E1)
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Figura 26 - Cromatograma obtido por HPLC-UV (A=254nm) do extrato da biomassa
de semente de bacupari utilizando etanol como solvente (Extrato E2)
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Figura 27 - Cromatograma obtido por HPLC-UV (A=254nm) do extrato da biomassa
de semente de bacupari utilizando acetato de etila como solvente (Extrato E3)
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Figura 28 - Cromatograma obtido por HPLC-UV (A=254nm) do extrato da biomassa
de semente de bacupari utilizando NADES [Ch]CIl: AO como solvente (Extrato E4)
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Figura 29 - Cromatograma obtido por HPLC-UV (A=254nm) do extrato da biomassa
de semente de bacupari utilizando NADES [Ch]CI: AO como solvente (Extrato E5)
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Figura 30 - Cromatograma obtido por HPLC-UV (A=254nm) do extrato da biomassa
de semente de bacupari utilizando NADES [Ch]CI: AO como solvente (Extrato E6)
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Todos os extratos testados apresentaram picos do composto Fukugetina conforme
pode ser visualizado nos cromatogramas (Figuras 25-30), inclusive o extrato E1, que apesar
da baixa concentracdo foi possivel quantificar este composto. Fato explicado pelo perfil
hidrofilico demonstrado por esta molécula. J& as benzofenonas Guttiferona-A e 7-
Epiclusianona nao apresentaram a mesma constancia.

Observa-se nos cromatogramas dos extratos E2 e E3, de etanol e acetato de etila
(Figuras 26 e 27), a presenca dos 3 compostos investigados e de varios outros nao
identificados. Os extratos E1, E4 e ES foram seletivos para o biflavonoide Fukugetina, com
maior rendimento para o extrato ES. J& o extrato E6, correspondente ao ponto 6timo indicado
pelo planejamento estatistico resultou em um rendimento superior de Fukugetina, e foi capaz
de extrair Guttiferona-A e 7-Epiclusianona. Entretanto, nem todas as repeticdes deste extrato
apresentaram os trés compostos, como mostram os cromatogramas contidos no Anexo A.
Dessa forma o rendimento de extragdo foi considerando reprodutivel somente para a
Fukugetina neste sistema, mas este resultado demonstra que o NADES testado também
apresenta capacidade de extrair estes compostos se submetidos a maiores temperaturas.

A Tabela 17 a seguir apresenta as concentragdes obtidas para as moléculas
estudadas, por meio da quantificagdo cromatografica. Os dados apresentam o valor médio de

concentracdo e seu respectivo desvio padrao, tendo em vista que advém de repeticdes
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realizadas no tempo para cada extrato a fim de apontar a confiabilidade e reprodutibilidade
dos dados.

Tabela 17 - Concentragdo média dos biocompostos Fukugetina, Guttiferona-A e 7-
Epiclusianona, nos extratos selecionados de NADES, etanol, acetato de etila e 4gua

Extrato Solvente [FUK] [GUT] [EPI]
gL gL gL
El Agua 0,16+0,155 0 0
E2 Etanol 0,66+0,025 11,25+0,125 11,25+0,125
E3 Acetato de etila 0,195+0,005 17,38+0,115 17,38+0,115
E4 NADES [Ch]CL:AO 11,34+0,580 0 0
E5 NADES [Ch]CL:AO 15,45+0,395 0 0
E6 NADES [Ch]CL:AO  28,18+4,2042 2,81+3,739 1,53+1,839

Algumas caracteristicas inerentes aos solventes sdo capazes de influenciar o processo
de extragdo. A viscosidade de um fluido, por exemplo, ¢ capaz de influenciar diretamente na
transferéncia de massa entre solvente e soluto. Fluidos menos viscosos sdo mais desejaveis
para aplicacao como solventes. Em geral, DES e NADES sao solventes que apresentam alta
viscosidade em razdo das fortes interacdes de hidrogénio (ZHANG et al., 2012; QIN et al.,
2020) o que resulta em menor mobilidade das moléculas. Consequentemente, nota-se que o
extrato de menor rendimento, excluindo E1, foi exatamente o extrato E4 em que o solvente
verde foi utilizado puro e a temperatura ambiente. Desse modo, nota-se a influéncia da
temperatura e da adicdo de dgua ao solvente na redu¢do da viscosidade e o aumento da taxa
de transferéncia de massa, conforme reportado em estudos pregressos (SAVI, 2019; MULIA;
FAUZIA; KRISANTI, 2019).

Outro fator importante ¢ a polaridade das substancias, visto que o carater polar ou
apolar de um solvente influencia diretamente na solubilidade dos compostos (MARTINS,
LOPES, ANDRADE, 2013). Uma maneira de mensurar a polaridade de um solvente ¢ a partir
do valor de sua constante dielétrica ou permissividade relativa (e;) (CHEMAT et al., 2019).
Consideram-se solventes com valor de permissividade relativa (constante dielétrica) inferior a
15 como apolares. Comparando os solventes convencionais testados, temos um valor de
permissividade de 80,1 para a agua, de 25,3 para o etanol e de 6,08 para o acetato de etila
(HAYNES, 2014). Nota-se a forte polaridade da 4gua e, consequentemente, este ¢ um

solvente inapropriado para substancias apolares ou semipolares (CHEMAT et al., 2019)
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enquanto o etanol ¢ um solvente de caracteristicas intermediarias, o que facilitou a extrag@o
de compostos tanto polares quanto apolares. Dos trés solventes convencionais avaliados, o
acetato de etila € o que possui a menor polaridade, possibilitando um maior rendimento para
extracdo de GUT e EPI. Ademais, o acetato de etila trata-se de um solvente aproético,
enquanto etanol e agua sdo proticos. No caso do NADES, essa relacdo ¢ mais complexa,
tendo em vista que essa medida ndo leva em conta as interagdes a nivel molecular entre soluto
e solvente, possivel formagdo de ligagdes de hidrogénio e fatores sinérgicos que podem
ocorrer devido ao solvente ser resultante de uma mistura.

Analisando a estrutura molecular dos biocompostos (Figuras 4, 5 ¢ 6), ¢ ainda mais
nitida a tendéncia polar da Fukugetina (Figura 6), tendo em vista a presenca de um maior
nimero de grupamentos polares, principalmente grupos hidroxila. A presenga de tais grupos
aumenta a possibilidade de ocorréncia de ligacdes de hidrogénio entre soluto e solvente em
solventes que fazem este tipo de interagdo (como o NADES), o que leva a um aumento da
solubilidade (MARTINS, LOPES, ANDRADE, 2013). Guttiferona-A (Figura 4) e 7-
Epiclusianona (Figura 5) s@o moléculas relativamente grandes e que apresentam poucos
grupos —OH em sua estrutura, principalmente o segundo composto.

O etanol pode ser considerado um 6timo solvente para extrair compostos fenolicos,
tendo em vista sua facilidade de extrair diversas substancias pela presenca de uma parte
hidrofilica e outra hidrofobica. Entretanto esta caracteristica pode ndo ser benéfica em
algumas extragdes, uma vez que resulta em extratos com presenca de diversos compostos
indesejados e, consequente, necessidade de etapas posteriores de separagdo e purificacdo dos
compostos. Situacdo distinta foi apresentada pelo solvente verde estudado, uma vez que o
NADES [Ch]CI:AO, nas condicdes estabelecidas, além de apresentar um potencial extrator
significativamente superior quando comparado aos solventes convencionais testados, como
pode ser melhor visualizado na Figura 31 a seguir, revelou-se também como um potencial
solvente seletivo para Fukugetina e possivelmente para compostos estruturalmente
semelhantes. Tal fato poderia auxiliar na redug¢do de etapas de separacao e purificagdo, uma
vez que sdo fases ainda complexas e caras (ZUROB et al., 2020). Dessa forma, manter o
solvente ¢ uma solucdo para reduzir custos do processo. Além disso, estudos apontam que o
NADES pode auxiliar na estabilidade dos biocompostos pds-extragao (DAI et al., 2015), sem
afetar a qualidade e seguranca dos produtos (ZUROB et al., 2020). Ainda assim, estudos
nesta area devem ser intensificados para avaliar a real biocompatibilidade destes solventes

com o organismo.
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Figura 31 - Comparativo entre a capacidade de extracdo dos solventes convencionais

e do NADES para o biocomposto Fukugetina
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O NADES obteve rendimento de Fukugetina superior aos solventes convencionais,
independente da temperatura e fragdo de agua. Dentre os extratos deste solvente, os maiores
rendimentos foram do ponto 6timo (E6), seguido do ponto com maior rendimento do
planejamento (ES5) e do extrato que utilizou DES puro a temperatura ambiente (E4).

Os solventes apresentaram perfis de extragdo parecidos para os compostos
Guttiferona e 7-Epiclusianona. O estudo mostrou que os solventes organicos foram capazes
de extrair mais facilmente estas biomoléculas, principalmente o acetato de etila, seguido do
etanol. O solvente verde testado nesta pesquisa ndo apresentou bons resultados para estes
compostos, mesmo no ponto 6timo proposto pelo modelo. Entretanto, o emprego destes
solventes na extracdo de biocompostos, mais especificamente de benzofenonas, deve ser
revisto, a fim de modelar o solvente alterando seus constituintes para atribuir caracteristicas
que facilitem a extracdo de moléculas mais apolares. Nota-se que os valores observados para
o extrato E6, sofreram maiores variacoes, resultando em medidas com maiores desvios. Além
das instabilidades ja previstas neste sistema como uso de matéria prima bioldgica, e pequenas
variacdes ndo controlaveis do sistema, avalia-se que a principal causa para este acontecimento
seja uma possivel decomposicdo estrutural destes compostos na presenca de temperaturas
mais altas, tendo em vista que compostos fendlicos podem sofrer degradacdo nestas
condi¢des (BENER et al., 2016). Além disso, o efeito potencializador atribuido ao uso de
micro-ondas também deve ser considerado, uma vez que o equipamento oferece um ambiente

extremo de extracdo, capaz de elevar a temperatura do extrato de forma muito mais uniforme
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e eficiente (SROGI, 2006). Posto isto, propde-se estudar temperaturas que nao ultrapassem 75

°C.

5.2.2. Determinag¢do de compostos fenolicos de extratos selecionados usando NADES e
solventes convencionais

Para quantificar os compostos fenolicos presentes nos extratos mencionados na
Tabela 16, primeiramente construiu-se uma curva padrdo de 4cido galico considerando a
relacdo linear entre a absorbancia do composto e a concentragcdo (y = 0,0008x + 0,0006),
obtendo-se um coeficiente de determinacdo R’>=0,9951. A Tabela 18 mostra os rendimentos
médios de compostos fenolicos para os extratos selecionados.

Tabela 18 - Conteudo fenolico total médio dos extratos de semente de bacupari
utilizando NADES, etanol, acetato de etila e 4gua como solvente extrator
Conteido Fenolico

Extrato Solvente

, (mgAG.mLextrato)
El Agua 0,670+0,0130
E2 Etanol 3,201+0,1117
E3 Acetato de etila 2,440+0,0519
E4 NADES [Ch]CI:AO 1,161+£0,0225
E5 NADES [Ch]CI:AO 5,034+0,0059
E6 NADES [Ch]CI:AO 7,755+0,0102

A Tabela 18 aponta que o maior resultado para compostos fendlicos foi obtido pelo
extrato de NADES no ponto 6timo do sistema (E6), seguido do extrato E5 em que também foi
utilizado o solvente verde. Logo em seguida, observaram-se maiores concentragoes de
polifendis no extrato etanolico (E2), sucedido do extrato com o solvente acetato de etila (E3)

e dos extratos E4 e E1, nesta ordem, como pode ser visualizado na Figura 32.
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Figura 32 - Teor de polifenois em extratos obtidos a partir dos solventes: NADES,

etanol, acetato de etila e agua
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5.2.3. Determinagdo do teor de flavonoides totais em extratos selecionados usando NADES e

solventes convencionais

Os extratos especificados na Tabela 16 do Topico 5.2 também foram caracterizados

quanto ao teor de flavonoides totais. Os resultados foram descritos em mg de quercetina por

mL de extrato bruto para todos os extratos e estdo relacionados na Tabela 19 a seguir. As

concentracdes foram calculadas a partir da equagdo linear da curva padrao de quercetina

(y=0,0053x+0,0474), cujo coeficiente de determinagiio R? foi de 0,9935.

Tabela 19 - Teor de flavonoides totais em extratos de semente de bacupari utilizando
NADES, etanol, acetato de etila e 4gua como solvente extrator

Flavonoides totais

Extrato Solvente (mgAG.mL lextrato)
E1l Agua 0,264+0,05516
E2 Etanol 2,184+0,0154
E3 Acetato de etila 2,600+0,0054
E4 NADES [Ch]CI:AO 0,702+0,1220
ES NADES [Ch]CI:AO 0,965+0,0028
E6 NADES [Ch]CI:AO 1,109+0,0098

O gréfico da Figura 33 retrata um comparativo entre a concentracdo de flavonoides

obtida em cada extrato selecionado.
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Figura 33 - Grafico comparativo entre a capacidade de extracdo de flavonoides de
semente de bacupari utilizando os solventes NADES, etanol, agua e acetato de etila
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Todos os extratos apresentaram respostas positivas para a analise de flavonoides
totais, entretanto os solventes orgédnicos testados (etanol e acetato de etila) apresentaram
respostas superiores de concentragdo destes biocompostos. Observando a Figura 33 constata-
se que para a extragdo de flavonoides totais, os solventes etanol e acetato de etila
apresentaram desempenho levemente melhor que os extratos contendo NADES. Conforme foi
visto nos cromatogramas destes solventes, houve extragdo de diversos outros compostos que
podem ter influenciado nesta resposta. Além disso, nesta caracterizagdo, os extratos de
NADES apresentaram valores de extracdo proximos, embora os extratos tenham sido
submetidos a diferentes temperaturas e razdo de agua adicionada ao solvente, mas ainda
assim, o ponto 6timo apresentou melhor resposta conforme previsto pelo modelo estatistico,

confirmando as quantificagdes feitas anteriormente.

5.2.4. Capacidade antioxidante

Para a andlise da capacidade antioxidante dos extratos, prepararam-se solugdes
estoque de cada extrato em etanol 80%, nas diluigdes descritas na Tabela 20 a seguir, das
quais foram retiradas as aliquotas a serem misturadas com a solu¢do de DPPH em metanol

conforme metodologia descrita no topico 4.5.3.

Tabela 20 - Razdo de extrato em solucdo de etanol 80% para teste de atividade
antioxidante

Extrato Diluicao
E1l 1:1 v/v
E2 1:5viv
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E3 1:5 viv
E4 1:5 viv
ES 1:5viv
E6 1:5viv

Considerando o tempo de estabilizagdo das amostras, nao foi possivel testar maiores
dilui¢des, principalmente para o extrato que utilizou dgua como solvente extrator, pois na
concentragdo original, a amostra estabilizou somente apds muitas horas de andlise.
Consequentemente, para fins comparativos, optou-se por dilui¢des iguais, exceto para a agua,
com o intuito de promover uma uniformidade dos dados apresentados sobre o decaimento da
absorbancia contidos na Figura 35 e para o célculo do percentual de atividade antioxidante
(Tabela 21).

Em paralelo, foram preparadas solugdes controle de cada extrato, contendo apenas a
solucdo de DPPH e a aliquota do solvente utilizado na extragdo, diluido nas mesmas
proporgdes do extrato. Realizou-se a leitura das absorbancias por certo periodo de tempo a
fim de observar o decaimento da absorbancia de DPPH de cada amostra até a estabilizagao.
Ao fim das reacdes, foi possivel perceber a mudanca de coloragdo de uma solugdo arroxeada
para uma solu¢do levemente amarelada devido a redu¢do do radical DPPH, como ilustra a

Figura 34.

Figura 34 - Reacgdo de estabilizagdo do radical DPPH na presenca de compostos
antioxidantes (RH) presentes nos extratos de semente de bacupari

NOQ No2
o :
NH —N- NO, +RH » NH —N NO2 +R
afar Al

Radical DPPH DPPH Reduzido
Extrato antioxidante +solu¢dao de DPPH Extrato antioxidante +solu¢dao de DPPH
(antes da reacdo) (apds a reacdo)

Fonte: Autoria propria.
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A reagdo ilustrada na Figura 34 ocorreu para cada uma das amostras de extratos, em
tempos distintos de estabilizagdo da absorbancia e, consequentemente, término da reagdo. O
grafico apresentado na Figura 35 apresenta um comparativo entre decaimento da absorbancia
das amostras de cada extrato em fun¢do do tempo.

Figura 35 - Decaimento da absorbancia de DPPH nos extratos semente de bacupari
El, E2, E3, E4, E5 ¢ E6
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Observa-se no grafico da Figura 35 que os extratos obtidos por solventes organicos
(etanol e acetato de etila) se comportaram de maneira muito parecida, apresentando um perfil
de decaimento da absorbancia mais acentuado em comparagao aos demais extratos. O extrato
referente ao ponto O6timo modelado pelo planejamento resultou em um perfil prospero se
comparado aos solventes convencionais e também frente aos outros dois extratos de DES (E4
e E5), o que demonstra que a otimizacdo dos dados obteve resposta positiva para esta
pesquisa. O extrato E1 apresentou decaimento lento e bastante aquém dos demais solventes.

A partir das leituras das absorbancias dos extratos apos 30 minutos de reacdo,
determinou-se o percentual de atividade antioxidante (%AA), que corresponde a porcentagem

de inibi¢ao/ sequestro do radical DPPH, os valores foram dispostos na Tabela 21 a seguir.
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Tabela 21 - Avaliagdo quantitativa dos extratos selecionados quanto ao percentual de
atividade antioxidante

Extrato %AA
E1l Agua 38,80
E2 Etanol 87,72
E3 Ac. etila 88,52
E4 DES 100% 49,07
E5 DES 88%, 65 °C 74,41
Eé6 DES 88%, 75 °C 78,98

Quanto maior o consumo de DPPH pela amostra, maior o valor da atividade
antioxidante. Assim, entende-se que acetato de etila e etanol obtiveram atividades
antioxidantes de maior magnitude e valores bastante préximos, fato que pode ser comprovado
pelo grafico da Figura 35 que mostra a curva de decaimento da absorbancia de DPPH destes
solventes praticamente sobrepostas. Em relacdo ao DES, percebe-se que a atividade
antioxidante do extrato E4, obtido a partir de uma extracdo sem adicdo de 4gua e a
temperatura ambiente ndo obteve resultado satisfatorio, o que ja era esperado tendo em vista
os resultados encontrados pelo planejamento experimental. Entretanto, extratos de DES
submetidos a temperatura e adicdo de agua, como E5 e E6 apresentaram percentuais de
sequestro do radical DPPH mais eficientes e proximos aos melhores solventes testados nesta
biomassa, principalmente o extrato E6.

Nesta pesquisa o extrato com maior concentracdo de flavonoides (extrato E3), foi
exatamente o extrato com maior atividade antioxidante total. Estes dados corroboram os
resultados obtidos nos testes anteriores e tragam um paralelo com os valores obtidos para
flavonoides, uma vez que corrobora com a tese de que flavonoides sdo um dos principais

compostos fendlicos com capacidade antioxidante (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).
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6. CONCLUSOES

A extracao de biocompostos do bacupari utilizando MAE mostrou-se um processo
bastante rapido e de alto rendimento. Verificou-se que o emprego de solventes eutéticos
profundos ¢ uma alternativa que merece maior foco, uma vez que demonstrou alta capacidade
de extragdo de polifenodis. Além disso, a escolha do NADES [Ch]Cl:AO resultou em uma
extracdo eficaz e seletiva para o biflavonoide Fukugetina. Fato que também expoOs a
biodisponibilidade de biflavonoides com rendimento consideravel em partes da planta menos
exploradas, como as sementes, tendo em vista que a maioria dos estudos pregressos
avaliavam as folhas desta espécie, considerando que maior concentracdo destes compostos,
estivessem presentes nessa regiao.

Outro ponto chave deste estudo compreende o emprego de metodologia de superficie
de resposta a fim de avaliar melhor as condi¢des do processo reduzindo custo e tempo de
andlise. O modelo CCRD 23 aplicado, foi capaz de otimizar os dados obtidos para Fukugetina
e encontrar rendimentos bastante superiores aos solventes convencionais testados. Embora o
NADES testado ndo tenha sido efetivo para extrair Guttiferona-A e 7-Epiclusianona, ndo
diminui a relevancia do presente estudo e sim abre precedentes para pesquisas futuras que
empreguem outros constituintes para o desenho de outros solventes verdes mais seletivos para
moléculas menos polares como estas.

Enfatiza-se que, em se tratando de compostos naturais como a matéria prima
utilizada neste trabalho, pode haver uma variagdo normal na concentragdo dos compostos
encontrados em decorréncia de mudangas sazonais, caracteristicas do solo, tempo de coleta.
Assim, os dados presentes neste estudo retratam uma condigdo especifica. Entretanto, o
estudo da otimizacdo de dados avaliada pela metodologia de resposta, bem como os
resultados advindos dos testes de quantificacdo sdo extremamente relevantes para confirmar
que os DES sdo solventes promissores considerando toda a eficiéncia, baixo -custo,

ajustabilidade e seletividade a certos compostos.



84

7. PERSPECTIVAS

Espera-se que este estudo possa ampliar a aplicagdo dos solventes eutéticos
profundos naturais como uma alternativa mais “verde”, sustentavel e versatil ao uso de
solventes organicos. A obtengao de compostos bioativos do bacupari (Garcinia gardneriana),
com elevados potenciais terapéuticos como as moléculas Fukugetina, Guttiferona-A, e 7-
Epiclusianona usando quimicos renovaveis permite gerar impactos positivos na area técnico-
cientifica, pois possibilita a publicacdo de dados inéditos de extracao de moléculas bioativas
de bacupari por solvente eutéticos profundos naturais. Desta forma, além da contribui¢do com
informagdes para a comunidade cientifica, ha a possibilidade, futuramente, de ampliacao do
campo de aplicagdes dos NADES, principalmente no ambito farmacéutico, com a criagao de
novos medicamentos fitoterapicos, de alimentos e cosméticos.

Além disso, esta pesquisa propde agregar valor ao fruto e gerar espagos promissores
para o desenvolvimento de uma nova rota econdmica para o bacupari, utilizando partes nao
comestiveis desta planta nativa do Brasil e ainda tio pouco explorada. E notavel que o
desenvolvimento do setor de plantas medicinais e de medicamentos fitoterapicos pode
configurar-se como uma importante estratégia para o enfrentamento das desigualdades
regionais do pais, ao gerar uma oportunidade de renda em &reas de menor dinamismo
econdmico.

Ademais, nota-se a necessidade de desenvolver novas rotas de extracao envolvendo
solventes eutéticos profundos e buscar aliar otimizacdo estatistica e molecular para ser
possivel prever a tendéncia de extra¢do de varias moléculas a partir de distintas composigdes

para os NADES.
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APENDICE A

Figura A.1 - Cromatogramas obtidos por quantificacdo cromatografica (HPLC-UV)
das repeticdes das leituras das amostras do extrato E6 (Ponto 6timo).
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