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RESUMO

A uvaia (Eugenia pyriformis Cambess.) € uma espécie nativa que exibe
alto valor nutricional e farmacoldgico, interligado a presenga de compostos
antioxidantes. Suas folhas ainda pouco exploradas, podem ser reaproveitadas
com o objetivo de gerar co-produtos de alta qualidade com propriedades
bioativas de aplicagéo industrial. O processo de extragao solido-liquido (ESL) &
uma operacao unitaria que possibilita a obtengao de biocompostos por meio da
transferéncia de massa mediante a aplicacdo de um solvente. O uso de
solventes orgéanicos gera aspectos negativos oriundos de sua alta toxicidade,
emprego de grandes quantidades de solvente e possivel degradacao da matriz.
Os solventes eutéticos profundos (DES) correspondem a uma classe recente de
solventes verdes de baixa toxicidade, com elevado potencial de aplicagao,
principalmente em matrizes de origem vegetal. Nesse sentido, folhas de uvaia
foram selecionadas, caracterizadas por meio de analises fisico-quimicas e
submetidas ao processo de extracdo, variando as condicdes de tempo,
temperatura e proporgdo (m-v') empregando com os DES. Doadores de
hidrogénio, agua e etanol foram testados a nivel de comparagdo com os DES.
Todos os ensaios foram conduzidos em extracao do tipo convencional, sendo os
melhores resultados, comparados a técnica assistida por ultrassom (UAE). A
avaliacdo dos extratos foi conduzida através das andlises de atividade
antioxidante, fendlicos totais e flavonoides. O potencial antimicrobiano foi
verificado para os melhores DES pelo teste de disco de difusdo. Dentre as
condicbes avaliadas, os melhores resultados foram obtidos a 65 °C, com tempo
de 150 minutos e proporgéo 1:30 (m-v'). Os DES formados a partir de cloreto de
colina:acido latico; cloreto de colina:glicerol e cloreto de colina:1,2 — propanodiol
foram selecionados por apresentarem os maiores rendimentos de extracéo e de
atividade antioxidante. Com relagao a eficiéncia de extragdo o DES formado a
partir do acido latico exibiu maiores quantidades dos fendlicos totais e atividade
antioxidante. Para efeito de comparacao foi avaliada a extragdo empregando
DES hidrofébico, formado a partir de mentol e acido latico, sendo observado que
o extrato obtido a partir desse solvente apresenta maior conteudo de flavonoides
totais. Sobre a extracdo conduzida em UAE, houve um aumento significativo em
todas as analises realizadas. O DES formado por cloreto de colina:acido latico
nao apresentou diferenga significativa entre os tempos de 30 minutos e 90
minutos de extracdo. Com relagao a atividade antimicrobiana, nao foi observado
halos de inibicdo significantes para nenhum dos extratos avaliados, indicando
que nao houve acao antimicrobiana.

Palavras-chave: Solventes verdes. Atividade Antioxidante. Atividade
Antimicrobiana. Extracdo Assistida por Ultrassom.



ABSTRACT

The uvaia (Eugenia pyriformis Cambess.) is a native plant that shows high
nutritional and pharmacological content, linked to the presence of antioxidant
compounds. The leaves still unexplored, can be reused to generate co-products
with high-quality correlated to the bioactive properties for industrial applications.
The solid-liquid extraction (ESL) is a unit operation that makes it possible to
obtain biocompounds by the principle of mass transfer employing a solvent. The
use of organic solvents produces negative aspects such as high toxicity, requires
large amounts of solvent and degradation of the leave compounds. Deep eutectic
solvents (DES) correspond to a novel class of green solvents with low toxicity,
high potential applications for plants. Uvaia leaves were selected, characterized
by physical-chemical analyzes and submitted to the extraction process, varying
the conditions of time, temperature, and ratio (m-v') using the DES. Donors of
hydrogen, water, and ethanol were tested to compare extraction capableness. All
tests were conducted in conventional extraction, and the best results were
compared to the ultrasound-assisted technique (UAE). The evaluation of the
extracts was carried out by the antioxidant activity, total phenolics, and flavonoids
analysis. The antimicrobial potential was evaluated for the best DES by the disk
diffusion test. Among the conditions appraised, the best results were obtained at
65 ° C, with a time of 150 minutes, and a ratio of 1:30 (g-mL""). DES formed by
choline chloride: lactic acid; choline chloride: glycerol and choline chloride: 1,2 -
propanediol were selected due to the highest extraction and antioxidant yields.
Regarding extraction performance, DES formed from lactic acid exhibited higher
amounts of total phenolics and antioxidant activity. For comparison, extraction
was conducted using hydrophobic DES, formed by menthol and lactic acid, and
it was observed that the extract obtained from this solvent has a higher content
of total flavonoids. About the extraction conducted in the UAE, there was a
significant improvement in all analyses performed. The DES formed by choline
chloride: lactic acid showed no significant difference between the times of 30
minutes and 90 minutes of extraction. Concerning antimicrobial activity, was
notice no significant inhibition halos to any of the extracts evaluated, indicating
that there was no antimicrobial action.

Keywords: Green solvents. Antioxidant Activity. Antimicrobial Activity.
Ultrasound-Assisted Extraction.
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1. INTRODUGCAO

Recentemente os compostos antioxidantes tem atraido a atengdo dos
consumidores devido aos beneficios de sua ingestdo, capazes de reduzir o risco de
doencgas degenerativas e diminuir o estresse oxidativo no corpo humano, além de
gerar outros beneficios relacionados ao retardamento de processos de degradagao
em alimentos (SHAHIDI, 2015). As vantagens interligadas aos antioxidantes,
favorecem seu uso em diversos setores como industrias farmacéuticas, quimicas e
alimenticias.

As formas sintéticas de antioxidantes comumente utilizadas na industria
podem gerar danos a saude em relacdo a producdo de compostos cancerigenos
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2008). Neste contexto, & relevante a
quantidade de estudos que exploram as propriedades bioativas presentes em
matrizes de origem vegetal provenientes de folhas e frutos assim como suas formas
de uso. As aplicagbes podem ser as mais diversas possiveis, como suplementos,
medicamentos, aditivos e conservantes alimentares.

Dentre as principais substancias antioxidantes, destacam-se os compostos
fendlicos, encontrados em matrizes vegetais, os quais além de exibir atividade
antioxidante, apresentam diversas propriedades de interesse em sua composi¢ao
como atividade antimicrobiana. Nesse contexto, algumas espécies nativas brasileiras
exibem elevado potencial de exploracdo farmacéutico, cosmético e alimenticio, com
énfase para os residuos de origem vegetal, que exibem caracteristicas nutricionais de
alto valor agregado.

A uvaia (Eugenia pyriformis Cambess.) € uma espécie nativa da mata atlantica,
ainda pouco explorada, mas que exibe capacidade antioxidante devido a presenca de
compostos bioativos. Estudos indicam que seus frutos apresentam compostos
fendlicos, além de vitaminas, em sua composi¢ao, assim como as folhas que também
apresentam propriedades antioxidantes. Apesar disso, os estudos disponiveis ainda
SA0 escassos.

Os compostos fendlicos podem ser obtidos através de dleos essenciais e
extratos vegetais, mediante a aplicagao de técnicas e solventes, as quais devem ser
capazes de preservar a atividade das biomoléculas. Os solventes verdes como a agua,
os liquidos ibnicos (ILs) e os solventes eutéticos profundos (DES), demonstram

potencial de aplicagdo devido a alta compatibilidade de extracdo com as moléculas de
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interesse além de suprir dificuldades interligadas com a alta toxicidade exibidas pelos
solventes convencionais.

A agua apresenta baixo custo, boa seletividade e facil acesso, em
contrapartida, sua extracao é restrita a determinadas faixas de temperatura (DOBLE
et al., 2007). Os LlIs apresentam propriedades unicas devido a possibilidade de
combinagao entre diferentes anions e cations gerando uma extragdo de alta
seletividade com os biocompostos presentes na matriz, porém o custo de aplicagao &
elevado principalmente em dimensdes industriais (BRENNECKE; MAGINN, 2001).

Os DES sao caracterizados pela formagao de fortes ligagdes de hidrogénio
estabelecidas entre compostos doadores (HBD, do inglés “Hydrogen Bond Donnor”)
e receptores de hidrogénio (HBA, do inglés “Hydrogen Bond Acceptor’). Essa
caracteristica leva a um grande desvio da idealidade, o que promove um abaixamento
“profundo” da temperatura de fusdo com relagao a solucao ideal. Esse comportamento
tende a possibilitar que a mistura seja liquida mesmo em baixas temperaturas
(MARTINS; PINHO; COUTINHO, 2019).

ABBOTT e colaboradores (2003) reportaram que a mistura entre sais
quaternarios de aménio como o cloreto de colina (ChCI) (HBA) e a ureia (HBD)
produzem um solvente liquido a temperatura ambiente com caracteristicas
diferenciadas. O uso de um HBA como o ChCl e um HBD como a ureia, o glicerol e 0
acido oxalico descrevem um processo de facil sintese e geralmente atoxico, obtendo
um DES de caracteristicas fisico-quimicas favoraveis ao processo de extracao
(ZHANG et al., 2012). Recentemente, estudos demonstram resultados promissores
para o uso dos DES na extragao de diversos compostos de diferentes matrizes com
énfase nos alimentos de origem vegetal.

N&o menos importante do que o solvente, a técnica (operagéo unitaria) exibe
grande influéncia no rendimento. Técnicas convencionais como macerag¢ao, Soxhlet
e prensagem podem apresentar baixa eficiéncia no processo de extragdo, porém
podem ser consideradas simples e responsaveis pela diminui¢ao de custo, tornando-
as economicamente viavel. Algumas técnicas como a extragdo soélido-liquido
promovida por meio do aquecimento e agitacdo podem oferecer elevada eficiéncia de
extracdo se comparado com técnicas nao-convencionais.

Visando otimizar o processo em questao, a extragao assistida por ultrassom
(UAE, do inglés “Ultrasound Assisted Extraction”) tem demonstrado ser uns dos

métodos de elevada aplicabilidade, devido a sua facilidade de uso, minimo risco de
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contaminacdo da amostra, altos rendimentos de extrato e obtencao de melhores
propriedades com relagao a atividade antioxidante (CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN,
2011). O emprego de técnicas de extracdo eficientes combinadas com solventes
verdes geram uma otimizagdo do processo de obtengdo de extratos ricos em
biomoléculas.

Com a finalidade de avaliar o potencial de extragdo de matrizes vegetais, bem
como oferecer uma destinagao dos residuos vegetais de forma a se aproveitar de seus
beneficios, o presente trabalho tem como objetivo potencializar o processo de
extracdo de compostos antioxidantes obtidos a partir de folhas de uvaia, considerando
fatores como o emprego de solventes verdes (DES), tempo e temperatura de extracéo,
proporgao entre amostra e solvente e o efeito da extragao soélido-liquido em batelada
a partir da combinagao entre aquecimento e agitacdo e do emprego do ultrassom.

Adicionalmente, avaliar o potencial antimicrobiano dos extratos obtidos.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo potencializar a extragcao e avaliar compostos

bioativos extraidos a partir de folhas de Uvaia (Eugenia pyriformis C.) empregando

solventes eutéticos profundos (DES).

1.1.2.

Objetivos especificos

Caracterizar fisico e quimicamente folhas de Uvaia (desidratadas e em po);
Preparar os DES utilizando diferentes aceptores e doadores de hidrogénio;
Selecionar DES com melhor capacidade de extracdo de compostos
antioxidantes;

Avaliar parametros operacionais de extracao sélido-liquido em batelada (tempo,
temperatura e razdo solido: soluto) na extragdo de compostos fendlicos
empregando os DES;

Comparar o potencial de extracdo dos DES frente aos solventes convencionais
e doadores de hidrogénio puros (sem a presencga do cloreto de colina);
Empregar a extragao assistida por ultrassom a fim de compara-la com o método
convencional (extragao solido-liquido em batelada);

Determinar o potencial antioxidante dos extratos obtidos via metodologias in
vitro de compostos fendlicos totais (Folin Ciocalteau), flavonoides e atividade
antioxidante (DPPH e FRAP);

Determinar a atividade antimicrobiana dos extratos com maior potencial através

da técnica de disco difuséo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo serdo abordados os seguintes temas: aspectos gerais da Uvaia
(Eugenia pyriformis Cambess.); compostos bioativos com énfase na atividade
antioxidante proveniente dos compostos fendlicos; processos de extracao,
englobando técnicas convencionais e modernas; e por fim, solventes usualmente
empregados e os solventes verdes com énfase nos liquidos idnicos e nos solventes

eutéticos profundos.

2.1. UVAIA (Eugenia pyriformis Cambess.): CARACTERISTICAS GERAIS E
APLICACOES

O Brasil apresenta uma das maiores biodiversidades disponiveis no planeta,
sendo grande parte localizada na mata Atlantica. Algumas espécies de frutas e folhas
com alto valor nutricional ainda sdo exploradas e consumidas localmente. A familia
Myrtaceae pode ser apontada como uma das mais importantes no Brasil,
correspondendo a aproximadamente 121 géneros e mais de 3800 espécies
(PASCOAL; SALVADOR, 2011).

Pertencente a familia Myrtaceae, o género Eugenia exibe elevado potencial
econdmico e farmacoldgico, devido ao seu alto valor nutricional principalmente
interligado a atividade antioxidante. Grande parte dos estudos disponiveis estédo
concentrados na E. uniflora L. popularmente conhecida como pitanga. A uvaia (E.
pyriformis Cambess.) esta inserida neste género que apresenta cerca de 400 espécies
conhecidas, podendo ser encontrada em toda a extensao sul, sudoeste e nordeste do
Brasil (JACOMINO et al., 2018; PASCOAL; SALVADOR, 2011; SARDI et al., 2017).

A uvaia apresenta porte médio e folhas de 4 — 7 cm de comprimento, conforme
FIGURA 1. Suas flores sdo brancas e hermafroditas e os frutos apresentam coloragao
amarela ou laranja, sabor acido, aroma agradavel, principalmente utilizados durante a
preparagao de sucos, geleias e doces (JACOMINO et al., 2018). Trata-se de uma

planta pouco disseminada, geralmente encontrada em cultivos domeésticos.
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FIGURA 1 — FOLHAS DE UVAIA

FONTE: Gerson Lopes (2011).

Estudos encontrados na literatura relacionados a E. pyriformis C. concentram-
se no valor nutricional de seus frutos, com destaque para a presenga de biocompostos
com atividade antioxidante. Pereira e colaboradores (2012) verificaram o potencial
antioxidante de frutas nativas brasileiras pertencentes a familia Myrtaceae. Através
dos resultados obtidos, constataram que os frutos da uvaia apresentam elevados
teores de compostos fendlicos e atividade antioxidante, com concentragdes proximas
as outras espécies estudadas como guabiroba e a guava. Sobre o conteudo de
carotenoides e vitamina A, a uvaia apresenta teores superiores com relagao as
espécies comparativas.

Haminiuk e colaboradores (2014) quantificaram os compostos fendlicos e
flavonoides em extratos de E. pyriformis C. obtidos através de seus frutos, utilizando
diferentes solventes organicos. Como resultado desta pesquisa, o acido galico e a
quercetina apresentaram maiores concentragdes, seguido do acido clorogénico e
miricetina. da Silva e colaboradores (2019), verificaram a composi¢ao quimica,
nutricional e a presenca de compostos bioativos nos frutos de uvaia e verificaram
significante capacidade antioxidante proveniente dos compostos fendlicos além de
teores consideraveis de fibras e minerais como Fe, Cu e Mn em sua composicao.

Os residuos de origem vegetal como as folhas podem ser explorados com
objetivo de produzir co-produtos como os extratos com propriedades bioativas e

biodegradaveis de aplicagao industrial. A obtengao de compostos bioativos a partir de
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Oleos essenciais e extratos representam uma alternativa adequada capaz de atuar de
forma eficiente como aditivo alimentar de alto valor agregado, além de gerar produtos
responsaveis por suprir as necessidades nutricionais basicas para saude do corpo
humano (LAUFENBERG; KUNZ; NYSTROEM, 2003).

A respeito de outras espécies do género Eugenia, encontram-se estudos a
partir de folhas de E. uniflora L., popularmente conhecida como Pitanga, com a
finalidade de obter 6leos essenciais ricos em atividade antioxidante e potencial
antimicrobiano. No estudo em questdo, foram testados a afetividade de inibicdo
antimicrobiana frente a dois patégenos de grande importancia: Staphylococcus aureus
e Listeria monocytogenes (VICTORIA et al., 2012). Outros trabalhos sobre pitanga séo
interligados a producgao de extratos ricos em carotendides e antioxidantes, com énfase
aos compostos fendlicos, utilizando CO:2 supercritico, agua e etanol (DA CUNHA et
al., 2016; FILHO et al., 2008; GARMUS et al., 2014; MARTINEZ-CORREA et al., 2011).

A espécie E. involucrata também tem sido estudada. Ciarlini; Marangoni e
Bolzan (2017), utilizaram as técnicas de CO2 supercritico e Soxlet para a produgao de
extratos ricos em compostos fendlicos. Neste estudo os autores concluiram que a
extragao realizada por Soxhlet foi considerada de maior eficiéncia com relagdo ao
rendimento e atividade antioxidante presente nos extratos. Barzotto e colaboradores
(2019) também analisaram o potencial da extragdo supercritica em extratos
provenientes da E. involucrata, adicionalmente, verificaram que ha presenca de a-

tocoferol em sua composicao.

2.2. COMPOSTOS BIOATIVOS: DEFINICAO E ANTIOXIDANTES

Os compostos bioativos podem ser encontrados em diversas matrizes
vegetais, como plantas, frutas, legumes e graos integrais. Sao responsaveis por suprir
parte das necessidades nutricionais basicas do corpo humano (BLOOD, 2018). Em
sua composicao quimica observa-se a presenca de alguns peptideos, vitaminas,
acidos graxos, flavonoides e fitoesterois. Alguns destes compostos estdo disponiveis
nos alimentos e exibem atividade antioxidante, responsavel por preservar e/ou
retardar processos de deterioracdo (ZHONG; XIAO, 2009). Outros compostos
bioativos sao responsaveis por atividades terapéuticas interligadas a acao
antidiabética, antimicrobiana, anti-inflamatérias e anticancerigena por exemplo (NEGI,

SINGH; RAWAT, 2011). Nos topicos a seguir, serdo abordadas alguns conceitos e
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aplicagbes dos antioxidantes enfatizando o potencial dos compostos fendlicos frente

ao combate e prevengao de doengas, e funcionalidade no corpo humano.

2.2.1. Antioxidantes

Halliwell (2009) define os antioxidantes como substéncias que se apresente
em baixas concentragdes, quando comparada ao substrato oxidavel, e que possua
atividade significativa de prevencéo ou de retardamento da oxidag&o desse substrato.
O termo substrato oxidavel engloba toda molécula organica ou inorganica encontrada
in vivo.

Cerca de 1 a 3% do oxigénio que inspiramos se transforma nas espécies
reativas de oxigénio (EROs) que inclui o radical superédxido (O2°*), formado a partir da
reducao do Oz e o peroxido de hidrogénio (H20:2), produto da redugéo ou dismutagao
do O2*. As duas formas sao consideradas quimicamente reativas e quando colocadas
em contato com ions metalicos de transigao (principalmente Fe e Cu) tendem a formar
especies de radicais de elevada reatividade, responsavel por gerar danos ao corpo
humano. A ingestdo de antioxidantes € essencial para retardar ou inibir as alteragdes
causadas pelas EROs (HALLIWELL, 2009).

Em alimentos, algumas reagdes de oxidagdo s&o consideradas responsaveis
por efeitos negativos, como a degradacéao de lipidios, vitaminas e pigmentos, perda
do valor nutricional e alteragdes sensoriais causadas pela producdo de sabores
indesejaveis no alimento. O emprego de técnicas de controle das reacdes de oxidacao
€ fundamental para a preservagcao do produto final (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2008).

O uso dos antioxidantes sintéticos na industria de alimentos & expressivo
devido as suas caracteristicas de alta de eficiéncia, baixo custo e elevada estabilidade.
3,3-dietil-hexano;4-metoxifenol (BHA), 2,6-diterc-butil-4-metilfenol (BHT) e 2-terc-
butilbenzeno-1,4-diol (TBHQ) s&o os principais antioxidantes sintéticos utilizados para
a preservacdo dos alimentos na industria. Todavia, pesquisas demonstram que
algumas formas sintéticas séo responsaveis pela produgcdo de compostos toxicos e
carcinogénicos, prejudiciais a saude (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2008).

Por outro lado, muitas substancias de ocorréncia natural obtidas a partir da
extragdo de matrizes vegetais apresentam elevada atividade antioxidante e

propriedade atdxica. Os antioxidantes naturais como o acido ascoérbico, os
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carotendides e os compostos fendlicos sdo substancias de elevado valor nutricional,
agregando qualidade ao produto final (BREWER, 2011; DEVATKAL; NARSAIAH;
BORAH, 2010).

Estudos disponiveis na literatura buscam analisar o potencial de extragao de
matrizes de origem vegetal, conciliando técnicas e solventes que otimizem o processo
e tornem economicamente viavel sua obtencdo. Hamed e colaboradores (2019)
verificaram o potencial antioxidante de folhas Moringa oleifera com énfase na
obtencao de flavonoides a partir da extragcado assistida por ultrassom. Por meio dos
resultados obtidos, os autores sugerem que o extrato apresenta capacidade de
aplicacdo em alimentos funcionais. Irakli; Chatzopoulou; Ekateriniadou (2018)
realizam uma pesquisa similar, utilizando a mesma técnica de extragdo com intuito de
otimizar o processo de obtencao de extratos provenientes de folhas de oliva.

Sim; Jess Ong e Nyam (2019) analisaram o efeito da técnica assistida por
ultrassom pulsada durante a extracao de folhas de Kenaf (Hibiscus cannabinus L.)
utilizando agua, metanol, etanol e acetona. No estudo em questdo, os autores
indicaram que o alto potencial antioxidante do extrato se apresenta como uma fonte
promissora de antioxidante natural.

Grande parte dos trabalhos publicados recentemente buscam o
aproveitamento de residuos de origem vegetal, partindo do principio que a maioria
das plantas sdo constituidas de diversos bioativos de elevada aplicabilidade na
industria de alimentos. Rodrigues e colaboradores (2019) verificaram o potencial de
recuperacao dos compostos fendlicos provenientes de residuos de sementes de
mamao a partir do emprego de extragao subcritica. Os resultados obtidos indicaram
alto potencial antioxidante, sendo identificada a presencga de 30 compostos fendlicos
diferentes em sua composi¢cdo. Outros residuos como os oriundos da uva sao
amplamente explorados devido a alta concentragdo de biocompostos (CVJETKO
BUBALO et al.,, 2016). Drevelegka e Goula (2020) verificaram uma otimizagao do
processo de recuperagdo de compostos fendlicos do bagago de uva a partir da

extragado assistida por ultrassom e por micro-ondas, empregando solventes verdes.

2.2.2. Compostos Fendlicos

De acordo com Quideau e colaboradores (2011), os compostos fendlicos sdo

definidos como metabdlicos secundarios derivados exclusivamente dos
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fenilpropandides e policetideos originados a partir da via do acido chiquimico e que
apresentam um anel aromatico com um ou mais grupo hidroxila em sua estrutura
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE,
2005).

Os compostos fendlicos sdo amplamente encontrados em matrizes vegetais,
sendo que alguns compostos fendlicos podem ser especificos a um determinado
orgao da planta ou estagio de desenvolvimento. Mais de 8000 estruturas de polifendis,
incluindo mais de 4000 flavonoides identificados, considerado uma das maiores
classes de compostos fendlicos encontrados em plantas (CHEYNIER, 2012; NACZK;
SHAHIDI, 2004; PETERSON; DWYER, 1998). Em alimentos, os compostos fendlicos
sdo responsaveis por conferir diversas propriedades benéficas interligadas a
alteracbes desejaveis como a adstringéncia, cor, aroma e principalmente, atividade
antioxidante (PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE, 2005; SHAHIDI; NACZK, 2003).

As fungdes bioldgicas importantes para o organismo estao interligadas a sua
atividade antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana e cardioprotetora, além de
desempenharem papel de prevencao de doengas, incluindo cancer (BALASUNDRAM,;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006; CARINA BILUCA et al., 2019; REBOREDO-
RODRIGUEZ et al., 2018; YAKHLEF et al., 2018; ZHENG et al., 2017). Devido aos
inumeros beneficios provenientes dos compostos fendlicos, estudos em relagao a
caracterizacao e quantificacdo tornam-se cada vez mais relevantes para a industria
de alimentos (SHAHIDI; NACZK, 2003).

Os compostos fendlicos exibem uma ampla diversidade de estruturas
incluindo moléculas simples (acido galico e acido caféico) e compostos altamente
polimerizados como as procianidinas classificadas em: simples fendis, acidos
fendlicos, cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos hidrossoluveis e condensados,
ligninas e lignanas (CHEYNIER, 2012; SHAHIDI; NACZK, 2003).

O mecanismo de atuacao antioxidante ocorre por meio do sequestro de
radicais e como quelantes de metais nas etapas de iniciagdo e propagagao do
processo oxidativo. Os acidos fendlicos responsaveis pela conferéncia de
propriedades antioxidantes podem ser divididos em trés grupos: compostos por acidos
benzdicos, acidos cinamicos, as cumarinas derivadas do acido cinamico (FIGURA 2)
(SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992).
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FIGURA 2 —- ESTRUTURA QUIMICA BASICA DOS ACIDOS BENZOICOS (a), DOS ACIDOS
CINAMICOS (b), ACIDO O-CUMARICO (c) E CUMARINA (d)

R, R, R R,
AN
R COOH Rr CH = CH-COOH
R, R;
Acidos benzdicos Acidos Cinamicos
0
/o
OH 0—(‘\/
/‘/CII
CH = CH-COOH CH
Acido o-cumarico Cumarina

FONTE: Ramalho e Jorge (2006).

Acerca do perfil fendlico das folhas pertencentes ao género Eugenia, Siebert
e colaboradores (2017), analisaram extratos hidroalcodlicos provenientes da E.
brasiliensis através de cromatografica liquida de alta eficiéncia (HPLC). Como
resultado, constataram a presenca dos seguintes compostos fendlicos: catequina,
miricetina, isoquercitina, rutina, quercetina, galangin e apigenina. Ja as folhas de E.
uniflora L. apresentam essencialmente compostos fendlicos como acido galico,

miricetina e quercetina (SOBEH et al., 2019).
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2.2. METODOS DE EXTRACAO DE BIOATIVOS: MATRIZES VEGETAIS

A extragao solido-liquido (ESL) pode ser considerada como uma operagao
unitaria amplamente utilizada na industria de alimentos (PINELO; SINEIRO; NUNEZ,
2006). Trata-se de um processo de transferéncia de massa em que os compostos
quimicos de interesse sédo extraidos por meio do contato com o solvente. O objetivo
desse método € empregar pequenas quantidades de solvente a fim de obter um
extrato altamente concentrado (BERK, 2009).

As formas convencionais de ESL englobam as técnicas de arraste,
prensagem, maceracdao e Soxhlet (QUADRO 1). Dentre as técnicas nao
convencionais destacam-se a extracdo empregando fluido supercritico e as extragdes,
assistida por micro-ondas (MAE, do inglés “Microwave Assisted Extraction”) e por
ultrassom (UAE, do inglés “Ultrasound Assisted Extraction”) conforme QUADRO 2
(KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013). A eficiéncia do método depende da
escolha do solvente, da técnica, tempo de extracdo, temperatura, pH de operacéo e
presenca de substancias interferentes (ZHANG,; LIN; YE, 2018)
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DENG et al e colaboradores (2017), compararam a eficiéncia das técnicas de
ME e UAE durante a obtengdo de um extrato rico em compostos fendlicos presentes
nas folhas de oliva. A partir dos resultados, os autores ressaltam que a UAE apresenta
maior eficiéncia de extragao, utilizando pequenas quantidades de solvente e menores
tempo e temperatura de extracao.

Com relagdao ao uso do Soxhlet, Mohammadpour e colaboradores (2019),
desenvolveram um estudo de otimizagcédo de extragdo de dleo essencial proveniente
da Moringa peregrina comparando as técnicas de UAE e Soxhlet. Como concluséo
deste trabalho, os autores constataram maiores valores de atividade antioxidante para
o extrato obtido por UAE, além de maiores rendimentos, 53% para UAE (30 minutos)
e 43% utilizando Soxhlet, apos 11h de extragéo.

Cao e colaboradores (2018) compararam diferentes métodos de extracao
soélido-liquido durante a obtencao de extratos provenientes de folhas de Ginkgo biloba.
Os meétodos foram baseados no aquecimento de forma indireta (célula encamisada
com banho termostatico), além de UAE. Os autores verificaram pequena diferenga no
rendimento entre os métodos de extragao, principalmente em ensaios realizados a
45 °C, demonstrando que técnicas consideradas mais simples podem apresentar
eficiéncia igual ou superior a técnicas ndo-convencionais.

O uso de novas técnicas de radiagdo (micro-ondas e ultrassom) demonstram
alta eficiéncia, rapidez e simplicidade durante a extracido de compostos bioativos. Hu
e colaboradores (2019) avaliaram o potencial de extragdo de 6leo essencial rico
compostos fenodlicos provenientes Camelia sinensis. Estudos semelhantes com a
casca de limao e flores de hibisco também foram desenvolvidos. Nos estudos citados,
os autores constaram elevado potencial das técnicas combinadas com solventes
adequados para cada matriz. Durante a extracdo dos compostos fendlicos presentes
no limao observou-se que a técnica de ultrassom foi a mais eficaz em relagao a técnica
de micro-ondas. Em relacdo a obtencdo do d6leo essencial proveniente do cha,
observou-se melhores propriedades fisico-quimicas e maiores componentes bioativos
a partir da extragdo com micro-ondas se comparado com o Soxhlet (CASSOL;
RODRIGUES; ZAPATA NORENA, 2019; HU et al., 2019; RODSAMRAN;
SOTHORNVIT, 2019).

Estudos realizados com frutos de jussara e mirtilo constataram que o uso do
ultrassom promove maior eficiéncia se comparado com métodos tradicionais em

relacdo a extracdo de compostos fendlicos, reduzindo a quantidade de solvente
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utilizado e o tempo de extragao (ROCHA et al., 2018). Em relagao a extragao de d6leo
essencial proveniente da Moringa peregrina, observou-se que além das
caracteristicas em relacido a otimizagado do processo, o uso desta técnica possibilitou
uma reducgao dos valores de peroxidos e valores relativamente maiores em relagao
extracdo convencional sobre os parametros de atividade antioxidante, compostos
fendlicos e valor de iodo (MOHAMMADPOUR et al., 2019).

2.3. SOLVENTES EMPREGADOS: EXTRAGCAO DE BIOCOMPOSTOS

A eficiéncia do processo de extracdo esta interligada com a escolha do
solvente adequado. Os parametros como tempo e temperatura de extracao, proporgao
de solvente: amostra, matriz, tamanho da molécula de interesse e compostos
bioativos presentes, devem ser analisados durante a escolha do solvente. Solventes
convencionais como a agua e 0s organicos como o etanol, metanol, acetona e hexano
s&o amplamente utilizados durante a extracdo de biocompostos (GARCIA et al., 2016;
MARSH et al., 2002).

O uso de solventes orgénicos apresenta alta aplicabilidade, eficiéncia e
facilidade de uso. Porém seu emprego também gera aspectos negativos decorrentes
de sua alta toxicidade, necessidade de grandes quantidades de solvente, maior
resisténcia a transferéncia de massa, além de originar possiveis degradagdes na
matriz (SAFDAR et al., 2017). A busca pela substituicdo dos solventes organicos pelos
verdes ocorre principalmente devido a demanda por substancias atéxicas, reciclaveis
e biodegradaveis (CVJETKO BUBALO et al., 2014).

A agua é um dos solventes mais utilizados durante a extragcdo de compostos
bioativos. Apresenta vantagens interligas a facil acessibilidade, baixo custo, boa
seletividade e influéncia das ligagdes de hidrogénio durante o processo de
transferéncia de massa. Por outro lado, o uso da agua torna a extracao restrita a
determinadas faixas de temperatura e sua capacidade calorifica pode originar um
processo de grande consumo de energia (DOBLE et al., 2007).

De forma a atender a demanda por solventes ecolégicos e também as
limitagbes da agua, os liquidos idnicos surgiram para substituir os solventes organicos
e volateis presentes. Os ILs sdo sais organicos cujos cations e anions apresentam
diferentes caracteristicas quimicas e fisicas e ponto de fusdo abaixo de 100°C. As

diferentes combinagdes possiveis entre cations e anions originam diferentes ILs que
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podem ser aplicados em diversos sistemas principalmente em razao da baixa pressao
de vapor, excelente estabilidade térmica e quimica e solubilidade de substancias
organicas (BRENNECKE; MAGINN, 2001; NULWALA; MIRJAFARI; ZHOU, 2018).

Por outro lado, alguns ILs apresentam elevado custo, sintese complexa, baixa
biodegradabilidade bioldgica e necessidade de purificagdo. Além dos fatores citados,
um scale-up para dimensdes industriais € praticamente inviavel (HUANG et al., 2019;
KUDLAK; OWCZAREK; NAMIESNIK, 2015; SAHIN, 2019; THUY PHAM; CHO; YUN,
2010). O emprego dos DES pode solucionar algumas das adversidades citadas acima,
principalmente pela simplicidade de sintese e baixa toxicidade (CRAVEIRO et al.,
2016; DAl et al., 2013c).

2.3.1. Solventes Eutéticos Profundos

O termo solventes eutéticos profundos foi introduzido pela primeira vez ao
descrever a associagao entre duas moléculas sendo uma receptora (HBA) e a outra
doadora de hidrogénio (HBD) através de ligagdes de hidrogénio (ABBOTT et al., 2003).
Os sais quaternarios de amoénio, como o cloreto de colina (ChCl), s&o geralmente
utilizados como receptor de hidrogénio e as aminas, amidas, alcoois, acidos
carboxilicos entre outros compostos como doadores de hidrogénio (DOMINGUEZ DE
MARIA; MAUGERI, 2011; KUDLAK; OWCZAREK; NAMIESNIK, 2015; RADOSEVIC et
al., 2015). Desde o surgimento dos DES houve um crescente interesse em seu estudo
e um aumento de publicagdes, sendo que em 2019 foram encontrados 914 artigos a
respeito do tema (SCOPUS DATABASE, 2018).

O ChCI é considerado um dos sais mais utilizados durante a sintese dos DES
principalmente por apresentar caracteristicas como baixo custo, ndo toxicidade e facil
obtencgao (a partir de reservas fésseis ou por meio de extracdo de biomassa) além de
ser considerado biodegradavel. Em combinagdo com HBDs adequados como ureia,
acidos carboxilicos e polifendis renovaveis € capaz de formar um DES (ZHANG et al.,
2012).

Apods a introdugdo dos solventes eutéticos profundos, algumas definicbes
foram revisadas. Atualmente os DES sao considerados misturas e ndo substancias
puras. O termo “profundo” refere-se ao abaixamento da temperatura de fusdo em
relagdo ao comportamento previsto pela hipotese de solucdo ideal. Desta forma, o

abaixamento da temperatura deve ser definido como a diferenga entre a temperatura
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de fusdo da solugao ideal e a temperatura de fusdo da solugao real do ponto eutético,
como descrito na FIGURA 3 (MARTINS; PINHO; COUTINHO, 2019).

FIGURA 3 — DIAGRAMA DE FASE SOLIDO-LIQUIDO DE UMA MISTURA EUTETICA ENTRE DOIS

COMPONENTES
Tm,1
©
5
E Tm,2
@
Q
E ;
2 Te ideal

TOperagéo

Te real

} }
x1 x2

Fragao Molar

FONTE: Martins, Pinho e Coutinho (2019).

LEGENDA: *AT+: diferenga entre a combinagéo linear dos pontos de fusdo dos componentes puros e
o ponto eutético real (Te real); AT2: diferenga entre o ponto eutético ideal (Te ideal) e o real (Te real);
Tm,1: temperatura da mistura 1; Tm.2: temperatura da mistura 2.

Os parametros relativos a toxicidade e carater ecolégico dependem
exclusivamente da mistura formada e ndo dos compostos puros. Em relagcado a
proporgao estequiométrica entre HBA e HBD, Abbott e colaboradores (2003),
introduziram a ideia de que a composi¢ao do ponto eutético esta interligada a
formacado do complexo e que as proporcdes sao fixas entre HBA e HBD. Porém a
composicao do ponto eutético depende das propriedades de fusdo dos dois
componentes e ndo somente das interagdes entre HBA e HBD, podendo assumir
diferentes valores estequiométricos (MARTINS; PINHO; COUTINHO, 2019).

Em relagcdo as caracteristicas fisico-quimicas dos DES, a densidade e a
viscosidade sao parametros de extrema importancia durante a sua sintese. A maioria
dos DES apresentam como caracteristica densidade superiores aos seus
componentes puros e da agua, o que pode estar atribuida a organizacéo de suas
moléculas (KHANDELWAL; TAILOR; KUMAR, 2016; ZHANG et al., 2012).
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A viscosidade € vista como uma propriedade de elevada importancia durante
a sintese dos DES pois influencia diretamente na transferéncia de massa durante a
extracdo. A viscosidade dos DES em temperaturas proximas a ambiente é elevada
devido as ligagbes de hidrogénio entre HBD e HBA, forcas de Van der Waals e
interacoes eletrostaticas. Este fator pode variar de acordo a natureza de seus
componentes e o teor de agua presente. A adicdo de quantidades de agua, como
observado para o DES formado a partir de ureia e ChCI (até 15% de agua) é capaz
de diminuir a viscosidade, em controvérsia, também & responsavel pelo
enfraquecimento das ligagdes de hidrogénio podendo desestabilizar as ligagdes até
mesmo promover a sua quebra. O aumento da temperatura também é capaz de
diminuir a viscosidade (ABBOTT et al., 2004; DAI et al., 2013a; HAMMOND;
BOWRON; EDLER, 2017; KHANDELWAL; TAILOR; KUMAR, 2016).

Os solventes eutéticos profundos apresentam potencial em diversas areas,
com destaque para as areas alimenticia, de farmacos e cosméticos. Estudos
envolvendo extragao (JIAO et al., 2015), separagcao de biomoléculas (HUANG et al.,
2019) e sua aplicagao em reagdes organicas (LIU et al., 2015) e durante a sintese de
polimeros, (CARRIAZO et al., 2012) s&o exemplos promissores de seu uso. Outros
exemplos estao relacionados ao seu uso em processos de biotransformagdes como
conversdo de biomassa lignocelulésica em combustivel (SATLEWAL et al., 2018),
extragao de biomoléculas com énfase para os compostos fendlicos (BARBIERI et al.,
2020; CAO et al., 2018; EL KANTAR et al., 2019; ZHOU et al., 2018), modificagao de
nanoparticulas (KARIMI; SHABANI; DADFARNIA, 2016), durante a estabilizagao de
pigmentos naturais provenientes do agafrao (DAI; VERPOORTE; CHOI, 2014).

Observa-se um crescente numero de publicagdes com relacdo ao uso dos
DES durante a extracdo de biomoléculas em matrizes com atividade medicinal,
bactericida e de preservacdo de alimentos. A extracdo de biocompostos como
flavonoides provenientes do Ginkgo biloba (CAQO et al., 2018), isoflavondides extraidos
de subprodutos da soja (BAJKACZ; ADAMEK, 2017), acidos fendlicos a partir da
salvia, terpendides de folhas de Artemisia annua (CAO et al., 2017), compostos
fendlicos extraidos de diversas matrizes como 6leo de oliva (GARCIA et al., 2016),
casca de uva (CVJETKO BUBALO et al., 2016; EL KANTAR et al., 2019; RADOSEVIC
et al., 2016), dleo de palma (ABDUL HADI et al., 2015) e Mentha piperita L.(JEONG
et al., 2018) s&o cada vez mais estudados devido ao potencial do extrato de aplicagéo

em alimentos. Em relacdo a matriz escolhida para este trabalho n&do foram
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encontradas pesquisas relacionando o uso dos DES durante a extragdo de

biomoléculas provenientes da E. pyriformis C.

2.4. ESTADO DA ARTE

Com relacado as folhas de uvaia, existem poucos estudos disponiveis na
literatura. Apel e colaboradores (2004), utilizaram folhas frescas de uvaia para a
obtencdo de O6leo essencial. Em seguida realizaram uma caracterizacdo da
composi¢cao quimica. Klein e colaboradores (2018) verificaram o efeito das técnicas
de ultrassom assistida e CO2 supercritico durante a obtengdo de extratos ricos em
a/B-amirina. Salvador e colaboradores (2011) verificaram a capacidade antioxidante e
o teor de compostos fendlicos em folhas de diferentes plantas pertencente a familia
das Myrtaceae, incluindo a uvaia.

Com base no estado da arte, optou-se pelo emprego de um método
convencional, utilizando célula encamisada com controle de temperatura e agitagcéao
(ESL em batelada) e também a UAE, afim de verificar o potencial das técnicas e
eficiéncia de extragao dos compostos bioativos presentes nas folhas de E. pyriformis
C. Sobre o potencial antimicrobiano dos extratos de folhas de uvaia, De Souza e
colaboradores (2014) realizaram um estudo em que o potencial de extratos de uvaia
obtidos foi avaliado. Foram empregados nesse trabalho solventes hidroalcodlicos,
acetona e extrato bruto, além das fracbes obtidas por meio do hexano, cloroférmio e
acetato de etila. Como resultado, os autores verificaram potencial de inibicdo de
crescimento de bactérias e fungos devido a presencga de esterdis, triterpenos, taninos
e também compostos fendlicos. Além dos compostos citados, Chavasco e
colaboradores (2014) também encontraram saponinas e flavonoides a partir de
extratos etandlicos, verificando potencial antimicrobiano.

A busca por diversos solventes possibilita a sua aplicagdo de acordo com a
biomolécula de interesse. Até o presente momento, ndo foram encontrados estudos
disponiveis na literatura em que HBD e o ChCI (HBA) foram avaliados separadamente

em solugdes aquosas.
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3. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os materiais e métodos utilizados durante
o desenvolvimento deste trabalho, o qual foi realizado no Laboratério de
Termodinamica e Operagdes de Separacgéo (LATOS) do Departamento de Engenharia
Quimica (DEQMATERIAL).

3.1. MATERIAL

A TABELA 1 descreve os reagentes utilizados durante as etapas de preparagao
da amostra, extragao e nas analises de avaliagdo do potencial do extrato (capacidade
antioxidante, compostos fendlicos totais e atividade antimicrobiana). Com relacéo a
sintese dos DES, os reagentes podem ser observados na TABELA 2. Todos os
reagentes utilizados apresentam alto grau de pureza. Na TABELA 3 estédo descritas

as cepas de bactéria utilizadas na analise de atividade antimicrobiana.

TABELA 1 — LISTA DE REAGENTES

(continua)
Reagente Mas.sa M_?Iar N° do CAS Pureza Marca
(g-mol)
ABTS 548,68 30931-67-0 98,0% Sigma-Aldrich
Acetato de Sodio 82,03 127-09-3 299,0% Dinamica
Acetona 58,08 99,7% JT Baker
Acido Acético Glacial 60,05 64-19-7 99,8% Neon
Acido Cloridrico 36,46 7647-01-0 37% Anidrol
Agar Muller Hinton - Kasvi©
Carbonato de Saédio 105,99 497-19-8 99% Nuclear
Cloranfenicol - Laborclin©
Cloreto Férrico 162,20 7705-08-0 97,0% Sigma-Aldrich
Cloreto de Sdédio 58,44 7647-14-5 299,0% Exodo Cientifica
DPPH 394,32 1898-66-4 - Sigma-Aldrich
Etanol 46,07 64-17-5 299,5% CRQ
Fostato de Sodio 119,98 7558-80-7 >98,0% Neon
onobasico
Hidréxido de Sodio 40,00 1310-72-2 299,0% Merck
Solugao padrdo - - - BioMérieux©

McFarland
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Massa Molar

Reagente 4 N° do CAS Pureza Marca
(g-mol”)
Quercetina 338,27 6151-25-3 299,0% Sigma-Aldrich
Reagente Folin - - : Sigma-Aldrich
Ciocalteau
TPTZ 312,33 2682-35-7 298,0% Sigma-Aldrich
Trolox 250,29 53188-07-1 97% Sigma-Aldrich
FONTE: A autora (2020).
TABELA 2 — LISTA DE REAGENTES UTILIZADOS DURANTE O PREPARO DOS DES
(continua)
. N° do
Reagente Férmula Molecular CAS Pureza Marca
. -1
(g'mol™)
HO
12— o Sigma-
Propanodiol 57-65-6  299,5% Aldrich
HO
CH,
H,C
OH
P " Sigma-
_ - 0,
Acido Latico 0 50-21-5 85% Aldrich
OH
HO—\_THS
+ cl-
Cloreto de N“—CH; 67-48-1 2980%  Inlab
Colina |
CH,
H,C OH
Etanol N 64-17-5 299,5%  CRQ
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TABELA 2 — LISTA DE REAGENTES UTILIZADOS DURANTE O PREPARO DOS DES
(continua)
Massa N° d
Reagente Férmula Molecular Molar CASO Pureza Marca
. -1
(g'mol™)
HO
. Merk
Glicerol 92,09 56-81-5 299.5% -
Millipore

HO OH

HO

HO’?’I’" O
Glucose 180,16  50-99-7 299.5%  Sidma-
Aldrich
HO x OH
OH
H.C CH,
HO”"'I-.
Sigma-
- - 0,
Mentol 156,27 89-78-1 295% Aldrich
CH,
Sigma-
- - 0,
157,17 50-70-4  298,0% Aldrich

Sorbitol

HO
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Massa

Reagente Férmula Molecular Molar "é:so Pureza Marca
. -1
(g'mol™)
NH,
Ureia 60,06 57-13-6  299,0% Panreac
H,N
@]
OH OH
HOMOH
Xilitol ' 152,15 87-90-9  299,0% Inlab
OH
OH
HO z
Xilose S 150,03 58-86-6 =99,0%  Dinamica
HOW
OH
FONTE: A autora (2020).
TABELA 3 — LISTA DE BACTERIAS
Bactérias Marca
Clostridium perfringens ATCC® 13124™
Escherichia coli ATCC® 25922™
Listeria Monocytogenes ATCC® 7644™
Salmonella sp. ATCC® 13076™
Staphylococcus aureus ATCC® 25923 ™

FONTE: A autora (2020).
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A FIGURA 4 exibe uma visado geral das principais etapas empregadas neste

trabalho para que o objetivo proposto fosse atingido.

FIGURA 4 — FLUXOGRAMA GERAL DAS PRINCIPAIS ETAPAS EMPREGADAS DURANTE A

OBTENCAO DO EXTRATO RICO EM COMPOSTOS FENOLICOS

Obtencéo de folhas de E. Caracterizacéo Fisico-
pyriformis Cambess. (UVAIA) Qu|m|ca
Secagem e padronizacao da . Um|dade

amostra Cinzas:

J, . Protemas

[ Sintese dos DES } Lipideos;
Fibras.

[ Extracéo com agua e etanol H Extracdo _dos_ compostos

Utilizando DES

—

L—

bioativos

]

—

Avaliacéo dos parametros:
Analise do Extrato temperatura, tempo e

3.2.1. Preparo da amostra

l proporcéo (soluto/solvente).

+ Atividade Antioxidante

Compostos Fendlicos
Totais;

Selecdo dos doadores de ]
hidrogénio

(DPPH, FRAPY;
Flavonoides:

+ Atividade Antimicrobiana.

FONTE: A autora (2020).

Folhas de E. pyriformis C. foram coletadas de exemplares cultivados na Bio

Estacao Gaia, localizada no municipio de Piraquara, Parana, Brasil (coordenadas
geograficas S 25° 504’ 987 e W 49° 008 414”), cadastro SisGen (n° AA5E976),
exsicata MBM218533 . Apds a coleta, as folhas foram secas em estufa com circulagao
de ar (FABBE) a 45°C por 24 horas.

Em seguida a amostras foram moidas em um moinho de facas (Requipal, MR

320) e peneiradas em malha de 20 mesh. O p6 obtido (FIGURA 5) foi armazenado a

vacuo em sacos de polietileno de baixa densidade (PEBD), sendo mantido ao abrigo



41

de luz até posterior analises afim de proteger o material contra possiveis reagdes de

oxidacao e agao de micro-organismos.

FIGURA 5 - AMOSTRA DE FOLHAS DE UVAIA EM PO SUBMETIDAS AO PROCESSO DE
SECAGEM

s

FONTE: A autora (2020).

3.2.2. Caracterizagao Fisico-Quimica

A determinacgao dos teores de umidade e cinzas foi realizada de acordo com
a metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). O método consiste na
secagem direta da amostra em estufa a 105°C até peso constante, monitorada com o
auxilio de uma balanga analitica. Em seguida, a amostra foi colocada em forno tipo
Mufla a 550°C durante aproximadamente duas horas. Os resultados de umidade e
cinzas serao expressos em porcentagem.

A avaliagao do teor de lipideos foi realizada por extracao direta em aparelho
Soxhlet utilizando o solvente organico éter de petréleo. Para a analise de proteina
bruta (PB) foi utilizado o processo de digestao Kjedahl com o reagente acido sulfurico.
O método consiste na decomposi¢cao da matéria organica transformando o nitrogénio
(N) presente na amostra em amoénia. O teor de PB foi determinado através da
multiplicagdo do N total pelo fator de conversdo (AOAC, 2005).

A determinacdo do teor de fibra alimentar total seguiu a metodologia de
n°985.29 descrita pela AOAC (2005) que consiste em um método enzimatico-

gravimétrico. O teor de carboidratos foi definido por diferencga.
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3.2.3. Sintese e Selecao dos DES

Os DES utilizados foram sintetizados de acordo com a metodologia proposta
por DAI e colaboradores (2013b). O método consiste em pesar o HBD e HBA em
balanga analitica (Mettler Toledo, modelo AL204) nas proporgdes previamente
determinadas de acordo com estudos disponiveis na literatura (TABELA 5). Em
seguida a mistura foi transferida para um banho-maria Dubnoff (Ethik Technology) a
uma temperatura igual ou superior a 60 °C e constante agitagdo até a formagao de
um liquido homogéneo e transparente. O tempo de formagéao variou de 30 minutos a
24 horas, sendo os DES formados a partir de carboidratos os que demandaram um
maior tempo de sintese. Em seguida os DES foram devidamente armazenados em
estufa a 35 °C até posterior utilizagao.

Na TABELA 4 estado descritos os HBDs avaliados, a razao molar e referéncia
utilizada. Em todos os DES formados o ChCl foi utilizado como HBA. Foram testados

HBDs de hidrofobicidade diferente, de acordo com o Log Kow).

TABELA 4 — HBDs LOG K(ow) E RAZAO MOLAR UTILIZADAS DURANTE A SINTESE DOS DES

HBD Abreviagio Log Kow) Razio Molar
1,2 — Propanodiol CCP -1.04 1:2
Acido Latico CCLA -0.72 1:2
Glucose CCG -3.00 2:1
Glicerol CCGY -1.76 1:2
Etanol CCE -0.31 1:2
Sorbitol CCs -2.20 2:1
Ureia Ccu -2.11 2:1
Xilitol CCX -2.56 2:1
Xilose CCXY -1.98 2:1

FONTE: DAI e colaboradores (2013); YADAV e colaboradores (2014); PubChem (2016).

3.2.4. Extragao dos compostos fendlicos

O processo de extracao foi executado em célula encamisada com constante
agitacao e controle de temperatura (Lab. Companion RW-1025G). As amostras de E.
pyriformis C. e os respectivos solventes foram pesados em balanga analitica (Mettler
Toledo, modelo AL204) e em seguida foram submetidos ao processo de extragcao

(FIGURA 6). Posteriormente, os extratos obtidos foram centrifugados a 3500 rpm por
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30 minutos (Thermo Scientific — Heraeus fresco 21) até completa separagao dos
sélidos. O sobrenadante foi coletado e armazenados sob refrigeracdo, mantidos ao

abrigo da luz por no maximo 24 horas apos a coleta.

FIGURA 6 — PROCESSO DE EXTRAGCAO CONVENCIONAL COM CONTROLE DE TEMPERATURA
E CONSTANTE AGITACAO

AGITADOR MAGNETICO n

FONTE: A autora (2020).

A ESL assistida por ultrassom foi empregada para efeitos de comparacéo, por
meio de um banho de ultrassom (FISCHER SCIENTIFIC FS20D), conforme FIGURA
7. O procedimento foi 0 mesmo realizado na ESL em célula encamisada com relagao
as etapas de preparo da amostra (pesagem), centrifugacéo e coleta do sobrenadante.
As amostras foram submetidas a poténcia de 40 kHz, variagao de temperatura entre

25 °C a 65 °C e tempos de extragao equivalente a 30 a 240 minutos.
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FIGURA 7 — EQUIPAMENTO DE ULTRASSOM UTILIZADO DURANTE A EXTRAGCAO

Fonte: A autora (2020).

A eficiéncia do processo de obtencdo de extratos ricos em compostos
fendlicos esta interligada com a potencializagdo dos parédmetros de tempo,
temperatura, técnica de extragcéo, solvente e razdo solvente: soluto. Para todas as
analises descritas a seguir, foram também avaliados o potencial dos solventes puros,
de forma que o valor encontrado foi considerado como o branco e descontado para
que o resultado obtido representasse somente o extrato em questao.

Inicialmente avaliou-se o potencial de extracdo baseados nas analises de
compostos fendlicos totais (CFT), atividade antioxidante (DPPH) e flavonoides totais
(FT). A extragcao empregando os DES (TABELA 4) foram realizadas nas temperaturas
de 25, 45 e 65 °C, fixando o tempo de extragcdao em 120 minutos. Apds a selegao dos
solventes que apresentaram melhores desempenho, foram avaliados o efeito da
temperatura e do tempo na eficiéncia do processo de extracdo. Os extratos foram
submetidos a extracdo em intervalos de 30 minutos até o tempo final de 240 minutos.
O mesmo procedimento foi realizado para a ESL assistida por ultrassom.

Apos a determinacdo das melhores condigdes extracdo com relagcdo ao
binbmio tempo:temperatura, foi avaliada o efeito da razdo massa de sélido: volume de
solvente (m-v') (1:10, 1:20 e 1:30). Nessa etapa, os trés melhores solventes
selecionados e os extratos obtidos foram analisados com relacdo aos compostos
fendlicos totais, atividade antioxidante (DPPH e FRAP), flavonoides e atividade
antimicrobiana. Essas metodologias sao apresentadas nas sec¢des seguintes.

Por fim, além dos DES também foram realizadas ESL utilizando como
solventes HBDs que apresentaram melhores desempenhos nas etapas anteriores

acido latico (LA), 1,2-propanodiol (PROP) e glicerol (GLY), além de solugdo aquosa
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de ChCI 50% (m-v'") (CC). Nesta etapa também foi realizada uma ESL a partir de um
DES hidrofébico formado a partir de mentol e acido latico (MLA) na proporgéao 1:2 afim
de verificar o potencial de extragao de bioativos como os flavonoides. O objetivo dessa
etapa foi avaliar se os desempenhos observados anteriormente se devem ao efeito
combinado de doador e receptor de hidrogénio (DES) ou ao efeito individual desses
componentes. Foram também avaliadas a ESL empregando solventes convencionais

(adgua e etanol) a fim de permitir a comparagao.

3.2.5. Analises do potencial dos extratos

Os extratos obtidos foram avaliados quanto ao CFT empregando a
metodologia proposta por Singleton e Rossi (1965) modificada por Bakirtzi;
Triantafyllidou e Makris (2016) utilizando o reagente Folin Ciocalteu. A curva de
calibragao é preparada com acido galico com variacdo das concentragdes de 0,1 a
0,8 mg-mL".

O método consiste em adicionar em tubos 1,68 mL de agua, 20 pL de extrato
de E. pyriformis C. diluido em agua (1:10 v-v') e 100 uL de reagente Folin Ciocalteu.
Em seguida a amostra € deixada em repouso por 3 minutos. Apds o repouso, adiciona-
se 200 pL de carbonato de sddio. Posteriormente, a amostra é agitada em vortex e
mantida sob repouso ao abrigo de luz por 1 hora. O branco foi preparado através de
uma mistura nas mesmas quantidades empregadas de agua, reagente Folin Ciocalteu
e carbonato de sodio. Apdés a incubagdo, as amostras foram avaliadas em
espectrofotometro de UV-Vis (Shimadzu UV-1700) em comprimento de onda de 760
nm. Os resultados sdo expressos em mg de acido galico por g da amostra (mgAG-g
).

A atividade antioxidante dos extratos foi mensurada empregando os métodos
DPPH e FRAP. No método DPPH (2,2-Difenil-1-picril-hidrazil) a atividade antioxidante
€ determinada a partir da capacidade da amostra de sequestrar o radical DPPH,
conforme proposto por Brand-Williams; Cuvelier e Berset (1995). A estabilizacdo do
radical livre DPPH através da acgao do antioxidante promove mudanga de coloracéo
da amostra de violeta escuro para violeta claro indicando a atividade antioxidante do
composto.

A solugéo DPPH é preparada a partir de 3,95 mg de DPPH, 50 mL de etanol

e 50 mL de tampao fosfato de sdédio monobasico (50mM, pH 6,0). O método consiste
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em adicionar em tubos 1,95 mL de solugdo DPPH e 50 uL de extrato de E. pyriformis
C. diluido em agua (1:10 v-v-'). Em seguida, a amostra é agitada em vortex e incubada
por 30 minutos ao abrigo de luz. Apds a incubagao, as amostras foram submetidas a
analise de espectrofotdmetro de UV-Vis (Shimadzu UV-1700) em um comprimento de
onda de 517 nm. A curva padrao de calibracdo é construida a partir da variacéo de
concentragéo da solugdo padrio trolox entre 0,03 a 1,60 mmol-mL™". Os resultados
foram expressos em mmol de trolox por g da amostra.

O método FRAP (do inglés “Ferric Reducing Antioxidant Power”), proposto por
Benzie e Strain (1996) e modificado por RUFINO e colaboradores (2006), consiste na
reducao do Fe (lll) a Fe (I). A solugdo FRAP constitui-se de uma mistura de acetato
de 300mM de solugao pH 3,6 e 10 mM 2, 2,4 ,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), 40 mM de
HCIl e 20 mM de solucéo de cloreto férrico. Consiste em adicionar em tubos 45 uL de
extrato diluido em agua (1:10 v-v''), 135 pL de agua e 1,35 mL do reagente FRAP. Em
seguida a amostra € agitada em vértex e mantida sob abrigo de luz durante 30 minutos.
As amostras submetidas a analise em espectrofotdmetro de UV-Vis (Shimadzu UV-
1700) em um comprimento de onda de 595 nm. A curva de calibracao é determinada
a partir de solugdes de trolox (0,1 a 0,9 mmol-mL-"). Os resultados foram expressos
em mmol de trolox por g de amostra.

Os extratos obtidos foram também avaliados quanto ao teor de flavonoides
totais conforme metodologia proposta por Prommuak; De-Eknamkul; Shotipruk (2008).
A metodologia consiste em adicionar em tubos de 250 uL de extrato diluido em agua
(1:10 v-v'"), 750 pL de etanol, 50 pL de solugdo de cloreto de aluminio 10% (m-v'),
50 uL de acetato de potassio (1mol-L-') e 1,4 mL de agua. Em seguida a amostra é
agitada em vértex e mantida sob abrigo de luz durante 30 minutos. Por fim, as
amostras foram submetidas a analise em espectrofotdmetro de UV-Vis (Shimadzu UV-
1700) em um comprimento de onda de 415 nm. A curva de calibragéo € construida
utilizando quercetina como solugdo padrdao (5 a 100 uyL-mL") e os resultados
expressos em mg de quercetina por g de amostra.

A atividade antimicrobiana do extrato € avaliada por meio da técnica de disco
de difusdo conforme metodologia proposta por Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2007). Neste trabalho, foi verificado o potencial do extrato de E.
pyriformis C. contra as bactérias: Clostridium perfringens, Escherichia coli, Listeria
Monocytogenes, Salmonella sp. e Staphylococcus aureus. A reativagao das bactérias

€ realizada em caldo Mueller Hinton seguida de plaqueamento em agar Mueller Hinton.
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Os extratos testados sdo transferidos para solugdo salina (0,85%) até que a
concentracgédo de 108 UFC-mL-" seja alcangada.

O método consiste em adicionar 20 pL do extrato diluido em discos brancos
estéreis e depositar sobre as placas contendo 25 mL de agar Mueller Hinton e os
micro-organismos inoculados (108 UFC-mL™"). Para o controle positivo € adicionado
30 pg de Chloramphenicol em discos brancos estéreis sobre as placas. Para o
controle negativo, foram incorporados os solventes puros utilizados durante a extragao
(acido latico, 1,2-propanodiol e glicerol).

Apoés a inoculagao dos extratos e controles positivos e negativos, as placas
sdo incubadas invertidas em estufa 37 °C por 24 h. A determinagdo do potencial do
extrato quanto a atividade antimicrobiana foi verificada por meio dos halos inibitorios

utilizando paquimetro digital.

3.2.6. Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia ANOVA
unidirecional seguido pelo teste de Tukey, considerando p<0,05 significativo a nivel
de comparagao. Todos os resultados foram apresentados utilizando a média de trés
replicadas independentes + desvio padrdo (DP). As analises estatisticas foram
realizadas atraveés do Software Statistica (Versao 10.0, StatSoft).
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo abordados os resultados obtidos através da extracao de
compostos fendlicos proveniente de folhas de uvaia utilizando os DES. Inicialmente,
a fim de determinar a composicdo da matéria-prima, realizou-se uma caracterizacao
fisico-quimica das folhas desidratadas. Em seguida, foram selecionados os DES e
realizada a otimizagao do processo de extragao por meio da avaliagdo dos parametros
de tempo, temperatura, proporgcao entre solvente e amostra. Por fim, comparou-se a
eficiéncia de extracdo dos DES com relacido a diversos solventes, previamente
selecionados. Todas as analises empregadas foram realizadas em triplicata.

Apos a determinagédo dos melhores parametros de extragéo e dos melhores
DES com relacdo a presenga de biocompostos de interesse, as amostras foram

submetidas a analise de atividade antimicrobiana.

4.1. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

A composicéo fisico-quimica das folhas de uvaia em pd pode ser observada
na TABELA 5. Os resultados foram expressos em base seca e o teor de carboidratos
foi determinado por diferenca. Cerca de metade da composigcao corresponde a fibra
alimentar (49,22%), seguido de proteinas (16,25%) e cinzas (8,88). A fibra alimentar
€ obtida a partir de matrizes vegetais, sendo dividida em fibra dietética soluvel (pectina,
gomas e mucilagens) e insoluvel (celulose, hemicelulose e lignina) em agua
(DHINGRA et al., 2012; XUE et al., 2019).

TABELA 5 — COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DAS FOLHAS DE UVAIA EM PO

Parametros analisados (%) Folhas de Uvaia (b.s)
Umidade 8,88 £ 0,57
Cinzas 11,45+ 0,16
Lipideos 411 +0,21
Proteinas 16,25 £ 0,06
Fibra Alimentar 49,22 £ 3,04
Carboidratos 10,09

FONTE: A autora (2020).
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Os beneficios como reducdo de colesterol total, risco de doengas cardiacas,
reqgulacaéo da presséao arterial, alivio de constipagao e regulamento do pH intestinal
sdo alguns dos beneficios interligados a ingestdo das fibras alimentares (DHINGRA
et al.,, 2012). Os altos teores encontrados nas folhas aumentam seu potencial de
exploracao, devido a aplicabilidade das fibras em diversos produtos alimentares.

As proteinas sao essenciais para o corpo humano e exibem inumeras
atividades bioldgicas de elevada importancia. Em alimentos, as proteinas sao
responsaveis por conferir propriedades sensoriais como textura, aparéncia, cor e
sabor. Quando interagem com outros alimentos como lipideos e agucares por exemplo,
modificam e valorizam suas propriedades funcionais (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2008).

Estudos disponiveis indicam que vegetais como abdbora podem ser
considerados de alto teor proteico (11,75%) (GHALY; ALKOAIK, 2010), valor similar
ao encontrado neste estudo correspondente a 16,26%. Contudo, é importante
destacar que a biodisponibilidade das proteinas deve ser investigada, considerando
que as proteinas de origem vegetal sdo menos digeridas pelo organismo humano do
que as proteinas de origem animal (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2008).

O teor de umidade é um fator de elevada importancia em vegetais
desidratados e em po. Além disso, € uma analise crucial pois pode afetar na qualidade
do produto principalmente pelas alteragbes nutricionais e microbiolégicas,
ocasionando em proliferacdo de bactérias responsaveis por degradar o alimento
(BURTON; ENGELKIRK, 2003).

Nao foram encontrados na literatura dados relacionados a composicao
centesimal das folhas de uvaia em pé. Os estudos disponiveis estdo concentrados na
caracterizagao de seus frutos (GUSTAVO SGANZERLA et al., 2018; PEREIRA et al.,
2012). Com relacao as outras espécies como a pitanga (Eugenia uniflora L.), mesmo
sendo amplamente disseminada, ainda ha escassez de analises relacionadas as suas

folhas.
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4.2. AVALIACAO DOS PARAMETROS DE EXTRACAO

4.2.1. Selecao dos DES

A selecao dos solventes com maior capacidade de extracio foi realizada a
partir das analises de CFT e atividade antioxidante (DPPH) com base na variagéo de
temperatura (25 °C, 45 °C e 65 °C) mantendo constante o tempo de 120 minutos e a

proporgdo (m-v'') de 1:20. Os resultados estio descritos na TABELA 6
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A partir dos DES testados, quatro foram selecionados de acordo com os
melhores resultados obtidos por meio da variacdo da temperatura (CCLA, CCG,
CCGY e CCP) para a avaliagao da influéncia do tempo. A extragado conduzida a 65 °C
apresentou melhores resultados para todos os DES testados, concluindo que o
aumento da temperatura interfere positivamente no processo de extracdo. ZHOU e
colaboradores (2018), observaram que o aumento de 10 °C durante a extracédo de
compostos fenolicos empregando os DES pode dobrar seu conteudo em extratos
provenientes de folhas de Morus alba L.. (Hsieh e colaboradores (2020) também
constataram um aumento significativo de compostos bioativos durante a extracéo de
gengibre utilizando os DES. Os resultados indicam que a temperatura o6tima
corresponde a 50 °C e temperaturas superiores sao responsaveis por degradar a
biomolécula de interesse, diminuindo o rendimento de extragao.

O solvente CCG exibiu maiores variagdes de concentracao entre 16,43 mg de
acido gélico-g amostra a 25°C a 115,17 mg de acido galico-g de amostra’ a 65°C. A
maioria dos DES apresenta alta viscosidade a temperatura ambiente, o que dificulta o
processo de transferéncia de massa (ZHANG et al., 2012). A adicdo de agua
representa uma alternativa capaz de alterar esta propriedade (SAVI et al., 2019),
contudo sua aplicacdo pode ocasionar em modificacdo das propriedades fisico-
quimicas do DES devido ao enfraquecimento das ligagdes entre aceptor e doador de
hidrogénio (HAMMOND; BOWRON; EDLER, 2017).

O aumento da temperatura de extragdo também é capaz de diminuir a
viscosidade do DES, como observado em estudos como por ZHANG et al., (2012).
Um aumento de 20 °C possibilitou um aumento equivalente a 50 mg de acido galico-g
de amostra™' para o solvente CCLA, representando cerca de 1/3 do contelido
encontrado na temperatura de 65 °C. Outro parametro que esta interligado com a
eficiéncia de extragdo e a viscosidade € a solubilidade dos compostos bioativos nos
DES, que devido a acao da temperatura, € responsavel por promover um aumento
significativo no conteudo dos compostos de interesse. A solubilidade descreve a
contribui¢ao polar e a disperséo das interagdes entre as ligagdes de hidrogénios que
favorecem o processo de transferéncia de massa (HANSEN, 2007). Este fator revela
a importancia da temperatura na obteng¢ao de extratos ricos em compostos bioativos.

O conteudo de CFT a 65°C variou de 76,90 a 142,37 mg de acido galico-g de
amostra™’ para CCS e CCLA, respectivamente. Com relagdo a atividade antioxidante

(DPPH) houve uma variagao entre 0,27 a 0,38 mmol trolox-g de amostra-! para CCET
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e CCLA, respectivamente. Ambas as analises demonstram que o CCLA exibe maior
potencial de extragdo. Os DES a base de acidos apresentam alta biocompatibilidade
com os compostos fendlicos, devido a afinidade entre as ligagbes de hidrogénio
proveniente dos DES e as biomoléculas de interesse (DAI; VERPOORTE; CHOI,
2014).

Os valores obtidos de DPPH foram muito proximos neste estudo, indicando
que a atividade antioxidante foi mantida mesmo com o aumento da temperatura. Para
a escolha dos melhores solventes, foram analisados os parametros de eficiéncia,
diferenca estatistica e carater do solvente, sendo selecionado um DES constituido de
acido (CCLA), dois a base de alcool (CCP e CCGY) e um composto de agucar (CCG).

4.2.2. Avaliagdo do tempo e proporgdo (m-v')

Em razdo dos resultados apresentados na secao anterior, a temperatura foi
fixada em 65 °C nesta etapa e a razdo (m-v'') 1:20, a qual variou-se o tempo de
extragao t inicial = 30 minutos e t fina = 240 minutos. As analises de CFT e DPPH
indicaram que o CCLA apresenta maior eficiéncia de extracao para todas as variagoes
de tempo testadas (FIGURA 8).
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FIGURA 8 — RELACAO ENTRE VARIACAO DE TEMPO E CONCENTRACAO DE CFT E DPPH DOS
EXTRATOS OBTIDOS DA UVAIA A 65 °C E 1:30 (M-V-T)!
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FONTE: A autora (2020).
LEGENDA: * CFT (mg de acido galico-g de amostra-'); DPPH (mmol de trolox-g de amostra).

O tempo 6timo de extragao com relagao ao CFT foi de 150 min para CCLA e
CCGY. Para CCP e CCG houve pequenas variagdes entre 150 e 180 minutos de
extracdo. Com relacdo ao DPPH, os valores encontrados foram muito préximos,
variando de 0,30 mmol de trolox-g de amostra-' para CCP a 0,38 mmol de trolox-g de
amostra' para CCLA.

A respeito da analise de flavonoides totais (FT), foi observado baixas
concentragdes nos extratos analisados (FIGURA 9). Entre 150 e 180 minutos foram
encontrados os maiores valores de FT para CCP, porém a diferenca nao foi
consideravel com relagcdo ao CCLA. O conteudo de flavonoides variou entre 1,43 e

5,17 mg de quercetina-g de amostra™' para os extratos obtidos a partir de CCG e CCLA
respectivamente.

T CCLA: Cloreto de Colina: Acido Latico; CCGY: Cloreto de Colina: Glicerol; CCP: Cloreto de Colina:
1,2 — Propanodiol; CCG: Cloreto de Colina: Glucose.
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FIGURA 9 — RELAGAO ENTRE VARIAGAO DE TEMPO E CONCENTRAGAO DE FT DOS
EXTRATOS OBTIDOS DA UVAIA?
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FONTE: A autora (2020).

Com relagcdo as baixas concentragdes encontradas, essas podem estar
relacionadas com a hidrofobicidade dos compostos de interesse. Os flavonoides como
a quercetina sao insoluveis em agua e soluveis em solventes como o acido acético,
metanol e alcool (BENNETT, 1989; DAVID R LIDE, 2003). Os DES formados a partir
de ChCI apresentam melhor afinidade de extracdo de compostos hidrofilicos, sendo
considerados de menor eficiéncia durante a obtencao de bioativos como flavonoides
se comparado aos DES de carater mais hidrofébico (SHAFIE; YUSOF; GAN, 2019).

A partir do estudo da variacdo do tempo, foi escolhido trabalhar com trés dos
quatro solventes previamente selecionados. Como o foco deste estudo € a extracao
de compostos fendlicos de folhas de uvaia, o solvente CCG foi descartado,
considerando que o mesmo apresentou resultados inferiores com relagao aos outros
solventes nas melhores condi¢des de extracao.

A partir dos resultados obtidos anteriormente, foi determinada a condigédo de
trabalho para as etapas de seguintes, fixando a temperatura (65 °C) e o tempo (240
minutos). A etapa seguinte buscou avaliar a influéncia da proporgéo entre amostra e
solvente testando as razées (m-v'') de 1:10, 1:20 e 1:30 com base nas analises de
CFT, DPPH e CF.

2 CCLA: Cloreto de Colina: Acido Latico; CCGY: Cloreto de Colina: Glicerol; CCP: Cloreto de Colina:
1,2 — Propanodiol; CCG: Cloreto de Colina: Glucose.
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Com relacédo ao CFT (FIGURA 10) os valores variaram de 99,53 a 163,15 mg

de acido galico-g amostra! para as razbes 1:10 e 1:30, respectivamente. Para todos
os solventes testados houve um aumento de CFT referente a diminuigcdo da

concentracdo de amostra.

FIGURA 10 — RELAGAO ENTRE VARIAGAO DE PROPORCAO (M-V-') E CONCENTRAGAO DE
CFT DOS EXTRATOS OBTIDOS DA UVAIA3
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FONTE: A autora (2020).
LEGENDA: CFT (mg de acido galico-g de amostra-').

Com relagao a analise de atividade antioxidante (FIGURA 11), a diferencga foi
ainda maior, variando de 0,30 a 1,14 mmol de trolox-g de amostra™ para as razdes
1:20 (CCP) e 1:30 (CCLA), respetivamente. Acerca dos resultados encontrados foi
verificado que a quantidade de amostra interfere na eficiéncia de extragcdo, podendo
ser correlacionada com a exposicdo da biomolécula de interesse ao solvente,
influenciando a atividade antioxidante. O rendimento é afetado até que o equilibrio
entre soluto e solvente seja atingido, de forma que quantidades excessivas de amostra

podem causar uma saturacdo do solvente, gerando efeitos indesejaveis como a

3 CCLA: Cloreto de Colina: Acido Latico; CCGY: Cloreto de Colina: Glicerol; CCP: Cloreto de Colina:
1,2 — Propanodiol.
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reducao da eficiéncia do processo de extragdo (OZTURK; PARKINSON; GONZALEZ-
MIQUEL, 2018).

FIGURA 11 — RELAGAO ENTRE VARIAGAO DE PROPORGCAO (M-V-') E CONCENTRAGAO DE
DPPH DOS EXTRATOS OBTIDOS DA UVAIA*
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FONTE: A autora (2020).

A FIGURA 12 exibe os resultados obtidos para analise de FT. A extracao
conduzida com CCGY apresentou um aumento expressivo de concentragdo com
relagado as proporcdes 1:10 e 1:20. Observando que houve pequena diferenga nas
concentracdes quando submetido a proporcao de 1:30. Para esta analise a proporgéo

exibiu menor influéncia na quantidade FT para os solventes CCLA e CCP.

4 CCLA: Cloreto de Colina: Acido Latico; CCGY: Cloreto de Colina: Glicerol; CCP: Cloreto de Colina:
1,2 — Propanodiol.
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FIGURA 12 — RELACAO ENTRE VARIAGAO DE PROPORGAO (M-V-') E CONCENTRAGAO DE TF
DOS EXTRATOS OBTIDOS DA UVAIAS
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FONTE: A autora (2020).
LEGENDA: FT (mg de quercetina - g de amostra™').

4.2.3. Extragdo empregando etanol, agua, HBDs e solugéo aquosa de HBA

De forma a permitir a avaliagdo comparativa da ESL utilizando DES, foram
realizadas extragdes empregando agua e etanol, além dos HBDs (LA, PROP, GLY) e
solugéo aquosa formada pelo HBA ChCI (CC). O rendimento dos extratos foi analisado
quanto ao conteudo de CFT, DPPH, FRAP e FT. Os resultados estdo disponiveis na
TABELA 7, assim como os dados referentes aos melhores DES testados. Os estudos
foram desenvolvidos utilizando a técnica convencional (sem o emprego do ultrassom)
e as condicdes estabelecidas nas etapas anteriores, temperatura (65 °C), tempo (240
minutos) e proporgéo 1:30 (m-v').

5 CCLA: Cloreto de Colina: Acido Latico; CCGY: Cloreto de Colina: Glicerol; CCP: Cloreto de Colina:
1,2 — Propanodiol.
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TABELA 7 — TEOR DE CFT, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (DPPH E FRAP) E FT OBTIDOS A PARTIR
DA EXTRAGAO DAS FOLHAS DE UVAIA UTILIZANDO OS DES, SOLVENTES CONVENCIONAIS E
PUROS, SEM A PRESENGCA DO CLORETO DE COLINA

Solvente® CFT(mg-g)? DPFTH_1 b FRATP_1 c FT (mg-g)?
(mmol-g) (mmol-g7)
CCLA 163,15°45,81 1,142+0,00 1,024+0,00 5,802c+£0,06
LA 146,599+4,11 0,43°+0,00 0,64°+0,03 10,829+0,06
CCGY 119,72°£0,29 0,53¢+0,00 0,62+0,01 7,012b10,67
GLY 120,99°+1,26 0,524+0,00 1,089+0,01 7,492b1+0,29
CCP 107,61°£2,92 0,92¢+0,02 0,89¢+0,01 5,542.+0,21
PROP 79,29°+0,13 0,37°+0,00 0,67°+0,01 7,282b1+0,02
CCaq 117,18°t4,52 0,45¢+0,00 1,05910,03 7,182b+0,05
ET 40,762+1,81 0,20°+0,01 0,512+0,01 8,43+0,08
WA 80,06°+5,84 0,37°+0,01 0,562°+0,01 4,46°£0,07

FONTE: A autora (2020).

LEGENDA: aCFT (mg de acido galico-g de amostra-')
bDPPH (mmol de trolox-g de amostra-')
°FRAP (mmol de trolox-g de amostra-')
dFT (mg de quercetina-g de amostra')
¢ Valores obtidos por meio de ANOVA one-way. Letras diferentes na mesma coluna
representam diferenca significativa entre as amostras por meio do teste de Tukey com
p=<0,05.

A agua e o etanol apresentaram baixa eficiéncia de extragdo comparada aos
demais solventes testados, evidenciando o potencial de aplicagdo dos DES. De
acordo com a literatura, os solventes orgénicos como o etanol apresentam baixa
efetividade de extracdo, como verificado nesse estudo, além de limitada
biocompatibilidade e agao de degradagao dos compostos de interesse, justificando os
valores baixos encontrados durante a extragao conduzida com etanol (SAFDAR et al.,
2017).

O DES cloreto de colina: acido latico (CCLA) apresentou os maiores valores de
CFT e melhor atividade antioxidante por DPPH. O glicerol (GLY), apresentou atividade
antioxidante (FRAP) superior aos demais solventes testados. Com relagao ao teor de

FT, o solvente LA apresentou maiores concentragdes. Por meio da analise estatica,

6 CCLA: Cloreto de Colina: Acido Latico; LA: Acido Latico; CCGY: Cloreto de Colina: Glicerol; GLY:
Glicerol; CCP: Cloreto de Colina: 1,2-Propanodiol; PROP: 1,2-Propanodiol; CCaq: Solugdo aquosa de
Cloreto de Colina; ET: Etanol; WA: Agua.



60

foi possivel concluir que ha diferencga significativa entre os DES e os HBDs avaliados,
CCLA e LA e.g. Neste estudo, também foi possivel verificar que a solu¢gdo aquosa de
cloreto de colina € um solvente de elevada eficiéncia.

O &cido latico apresenta miscibilidade com diversos compostos de carater
hidrofilico e hidrofébico como agua, etanol, acido organicos, glicerol, podendo ser
utilizado durante a sintese de DES de diferentes polaridades. De acordo com o
coeficiente de particdo octanol-agua log Keow) com relagdo aos HBDs testados, a
solugdo aquosa de acido latico apresenta maior hidrofobicidade, seguindo ordem
decrescente LA<PROP<GLY, elucidando o fato de ter atuado com melhor solvente
durante a extragéo de FT (PUBCHEM, 2016).

Devido ao conteudo encontrado de FT a partir dos extratos de CCLA e LA,
considerando a importancia da hidrofobicidade na eficiéncia de extracdo, foi
empregado um DES de carater hidrofébico sintetizado por meio da mistura entre
mentol e acido latico de proporgdo molar 2:1 (MLA). Para esses sistemas as amostras
foram submetidas as analises de CFT e FT afim de confrontar os dados obtidos
anteriormente.

Os resultados obtidos indicaram que a extracado de flavonoides por meio de
MLA foi quase que trés vezes maior (16,07 mg de quercetina-g de amostra™') do que
a concentracédo obtida através de CCLA (16,07 mg de quercetina-g de amostra).
Entretanto, no tocante a andlise de CFT o resultado obtido foi inferior a todos os DES
anteriormente testados (50,67 mg de acido gélico-g de amostra!). A concentragao foi
superior apenas com relagdo ao emprego do etanol.

Os DES hidrofobicos apresentam vantagens interligadas a baixa viscosidade
e densidade inferior ao da agua, que favorecem um processo em que nao ha
necessidade do emprego de altas temperaturas. RIBEIRO e colaboradores (2015)
verificaram o potencial de partigdo de biomoléculas a partir de DES hidrofobicos. Com
relacdo ao acido ftalico, que apresenta baixa solubilidade em agua, os autores
observaram que os DES formados a partir de acido latico e acido acético apresentam
maiores coeficientes de particao.

YANG; TAN; GU (2012), utilizaram pela primeira vez o acido latico como
solvente para reagdes organicas, incluindo a obtencdo de compostos fendlicos. Os
autores justificam o uso deste solvente correlacionando com a baixa toxicidade, alta
disponibilidade no mercado e facilidade de obtencédo a partir da fermentacédo de

carboidratos. Como resultado, verificaram que o LA é eficaz em promover algumas
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reagdes organicas, sendo responsavel por um aumento no rendimento do produto
além de facilitar seu o isolamento.

DE MORAIS e colaboradores (2015), avaliaram a toxicidade do HBA ChCl e
dos HBDs formados a partir de acidos, indicando toxicidade moderada, originada
principalmente a partir do carater acido dos HBDs. Este resultado sugere que a sintese
dos DES nao é capaz de diminuir a toxicidade oriunda dos acidos, portanto o uso de
HBDs como o LA apresenta caracteristicas similares ao DES formado a partir de ChCl
e acido latico.

Os ensaios realizados com CCGLY e GLY nao apresentaram diferenga
significativa de acordo o teste de Tukey (p<0,05) para as analises de CFT e FT. O
glicerol exibe propriedades intrinsecas de interesse, como baixa toxicidade,
biodegradabilidade, obtido a partir de fontes renovaveis e baixo custo (DIAZ-
ALVAREZ et al., 2011). KARAKASHOV e colaboradores (2015), utilizaram uma
solugdo aquosa de glicerol durante a extragdo de polifendis a partir de Hypericum
perforatum e obtiveram uma extragdo satisfatéria dos compostos alvos (acido
clorogénico e glicosideos de quercetina) considerada significativamente maior do que
a extracdo com agua. O uso da solugao de glicerol é fundamentado na mudancga de
polaridade da agua, que age como um eficiente co-solvente além de aumentar o
rendimento do produto final de interesse (APOSTOLAKIS; GRIGORAKIS; MAKRIS,
2014).

Sobre os testes realizados com CCP e PROP, houve diferenga significativa
entre os extratos analisados quanto ao teor de CFT, DPPH, FRAP e FT. O cloreto de
colina influenciou positivamente, com excec¢ao ao conteudo de FT, que foi maior
quando utilizado os HBDs. O DES formado por 1,2-propanodiol tem sido pouco
aplicado, muito embora alguns estudos indiquem que o solvente apresenta potencial
de aplicabilidade durante a obtencdo de extratos ricos em biomoléculas (GARCIA et
al., 2016; WAN MAHMOOD et al., 2019).

4.2.4. Determinagao das melhores condicdes de extragao
Por meio da avaliagdo dos parametros de extragdo, as melhores condi¢coes

de extracao: tempo de 150 minutos, temperatura de 65 °C e proporcao entre solvente
e amostra de 1:30 (g-L"). O maior contetdo de CFT, DPPH e FRAP foi encontrado
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nos extratos de CCLA. Quanto a FT, o solvente CCGY apresentou maiores
concentracdes.

SALVADOR e colaboradores (2011) verificaram a capacidade antioxidante e
o teor de compostos fendlicos em folhas de diferentes plantas pertencente a familia
das Myrtaceae, incluindo a uvaia. Os extratos etandlicos foram obtidos a partir de
metodologia convencional a temperatura ambiente, seqguido de remog¢ao do solvente
e ressuspensao em solugao metandlica para as analises de CFT e DPPH. O conteudo
de CFT encontrado foi de 396,2 mg de acido galico-g de amostra™!, enquanto que a
atividade antioxidante apresentou quantidade equivalente a 1,456 mmol de trolox-g
de amostra'.

Os resultados nao sao condizentes aos obtidos neste estudo quanto ao teor
de CFT. A melhor extragdo conduzida (CCLA) exibiu um valor de 163,15 mg de acido
galico-g de amostra-'. Quando comparado os valores obtidos a partir do etanol, os
valores foram ainda mais baixos (40,76 mg de acido galicog de amostra’). Com
relacéo a analise de DPPH, os valores encontrados foram préximos, considerando o
melhor extrato obtido a partir de CCLA equivalente a 1,14 mmol de trolox-g de
amostra™', indicando que a atividade antioxidante é preservada para os DES e o etanol.
Mesmo que o conteudo de CFT seja inferior comparado ao encontrado na literatura,
observa-se que a quantidade encontrada referente ao DPPH foi superior considerando
a razao entre DPPH e CFT presente na amostra.

A diferengca entre os resultados obtidos pode estar correlacionada com a
viscosidade dos solventes utilizados que influencia diretamente no processo de
transferéncia de massa. Os DES apresentam viscosidade superior aos solventes
organicos como o metanol e o etanol, mesmo quando ha o emprego de maiores
temperaturas. Yadav e colaboradores (2014) verificaram que a viscosidade do DES
formado a partir de ChCl e glicerol apresenta valor igual 45,28 mPa.s a 65 °C,
enquanto que a viscosidade do metanol a 25 °C é 0.544 mPa.s. O CCGY apresenta
viscosidade inferior ao CCLA, indicando que a diferenca pode ser ainda mais
expressiva.

O metanol é um solvente toxico para o ser humano e a sua ingestdo, mesmo
que em pequenas quantidades, pode levar a morte (“Methanol and Ethylene Glycol
Intoxication”, 2012). Quando utilizado durante a extracdo, o metanol deve ser
removido por completo, gerando uma etapa adicional no processo de extragcédo. A

busca por solventes ecologicamente corretos e de baixa toxicidade representa uma
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das melhores alternativas para suprir este problema (DAl et al., 2013c). Alguns DES
podem ser empregados sem a necessidade de remogao do solvente devido a baixa

toxicidade, exibindo elevado potencial de aplicagao (ZHANG et al., 2012).

4.2.5. Comparagédo entre os métodos de extragdo: convencional e assistida por

ultrassom.

A ESL assistida por ultrassom (UAE) foi realizada para os trés solventes
selecionados (CCLA, CCP e CCGY) a 65 °C. A nivel de comparacgao, foi analisado o
efeito da variagao do tempo de extragao entre t inicial = 30 minutos e t final = 180 minutos,
com base nas analises de CFT, DPPH e TF. O uso da UAE tem como principais
beneficios 0 aumento da eficiéncia e a redugao do tempo de extracao, devido a melhor
penetracdo na amostra no solvente (CHEMAT et al., 2017). Os resultados obtidos
podem ser observados na TABELA 8 e na TABELA 9.



|0J821|9 “BUII0D 8P 0}810[] ‘ADDD 001187 OpIdY ‘Bulj0) 8p 01810[] V10D ,

'G0‘0sd woo Aayn] ap 9)1s9) op
olaw Jod sesisowe se aljus eAljeoliubls edualelip wejussaidal BUNOD BUISSW BU Sajualsllip sela Aem-auo YAQONY op olew Jod sopnqo salojep

(,-ensowe ap B-eupaoianb ap Bw) | 4p

(,-elysowe ap 6-x0|0J} Bp joWW) vy o

(,-ensowe ap B6.x0|043 op [oww) Hddd q
(,-ensowe ap 6-091eb oproe ap Bw) [ 4D :VANIOTT
"(0202) esoine v :31NO4

00°0TOL'E 000700 00'0%eZS0 L LT08E°06 LS L FapL L 10'0%o8L'} 00°0%£5'0 00°0%a/Z"'29) 08l
PO'0Tel6Z  00°0FBL0  00°0FESO JGTEeY6) GE'0%4286'6 £0°0%L L'} 00'0%0a/S'0  LL'VFqe6T'GLL 0l
CE0Tel0Y  L0'0Fq0Z'L  000FES'0 22 LE-0G°99L €0°LF4202'€} L0°0FabT'L 00'0%295'0 Y9’ F468'09) ozl
8007182 L0'0TaL6'0  000FhG0  /G'0T96'GZL 89°0%42CS'8 £0°0Fq9€"} 00'07=95°0 16'0%e9'8Y L 06
0007182 20'0Tel0'L  O000F€S'0  99°0%qe28'L8 GY'0Fael0'L 00°0%aZC"} 00°07=95°0 0S'LFebE L 09
00'0T/EC  ZO'0FBE0 0000 9L 0FelESZ 0107259 10'0%:82'} 00'0%:95'0 60'LFeEE'ES) o€
N UL i vwan UL T L TR N Y e Lo
A92J V132

Y9

.3VN YV ILNVHNA OdINTL 04 OYIVIMVA VA VIONINTANI V I3SYE OWOD OANTL ‘ADDD 3 V100 S3d
SO OANVO3HdNT VIVAN 3d SYHTO04 SYd SOAILE0 SOLVYH1X3 SOA 14 3 (dv¥d 3 Hddd) ILNVAIXOILNY 3AVAIAILY ‘140 3d ¥03L — 8 v13avl



‘lolpouedoid — g'} :euljoD 8p 0J8I0[D :dOD ¢

'G0‘0sd woo Aayn] ap 9)1s9) op
olaw Jod seJjsowe se aJjus eAleoliubls edualallp wejussaidal BUNJOD BLWSSW BU Sa)Ualalip senaT] ‘“Aem-auo YAQNY @p Olow Jod sopigo saiojep

(,-essowe ap B.eunsosanb ap Bw) | 4,

(,-essowe ap 6.x0[0J} 9p [oWW) 4V 5

(,-ensowe ap 6-xoj043 9p joww) Hddd q
(,-esisowe ap 6-0211e6 oploe ap bw) 140 YANIDI
"(0202) esone v :31NOAH

GE'0Fel6'9 ¥0'0FqtL ) 00°0%F=9t'0 GZ'0%1L8'CLL 08l
8€'0FetS'G L0‘0F=09°} 00°0Fe/¥'0 LL'ZFe8G'901) 0SL
28'0%e2V'. €0'0%eG0‘) 00°0%e9%'0 201 F0e2,'601 ozl
8G'0%e619 00'0%e60°} 00°0Fel¥'0 1¥'C2%qel 068 06
¥1'0%e66'9 L0'0Fqe60'L 00°0FeLt'0 Z8'CF4=99'921 09
LL'0Fe9S'Y 20'0%q16°0 00°0F=8%'0 9¢'¥F4G2'LOL o€
p(,-6.6w) 14 o(,-6.6w) dvy4 q(,-B.Joww) Hdda e(,-B.6w) 149 (uiw) odwa

dd2)d

¢3VN V ILNVHNA OdINTL 04 OYIVIMVA VA VIONINTANI V 3SVE OWOD OANTL ‘d0D ILNIATOS
O OANVOIHdNT VIVAN 3A SYH104 SYA SOAILF0 SOLVY1X3 SOA L4 3 (dv¥d4 3 HddA) LNVAIXOILNY 3AVAIAILY ‘140 3d Y031 - 6 V13gavl

g9



66

O conteudo de CFT o tempo 150 minutos foi considerado de maior
eficiéncia para o solvente CCLA, enquanto que para CCGY e CCP, o tempo de
120 minutos apresentou maiores concentragdes. Na extracdo conduzida com
CCGQGY a diferengca de CFT no tempo 150 minutos foi mais expressiva variando
de 168,50 e 79,48 mg de acido galico-g amostra™' na devida ordem. Diante desse
resultado, houve uma reducao do tempo de extragcdo promovida pela técnica
UAE. Para CCP a diferenga nao foi significativa, indicando um aumento de
aproximadamente 2 mg de acido galico-g amostra™'.

Sobre o conteudo de FT nos extratos de uvaia, o tempo de 120 minutos
apresentou o melhor desempenho para os trés solventes, com concentracdes
que variaram de 4,67 a 13,20 mg de quercetina-g de amostra™ para CCGY e
CCLA, respectivamente. Os resultados obtidos de FT também demonstraram
que o emprego da técnica UAE reduz o tempo de extragdo no caso em estudo,
sendo que a diminui¢ao foi de 30 minutos com relagéo as extragdes conduzidas
em célula convencional.

A respeito da atividade antioxidante (DPPH), foi observado que houve
pequenas diferengas de concentracao entre todos os tempos avaliados. O maior
conteudo encontrado corresponde a extragao realizada com CCLA (0,57 mmol
de trolox-g amostra'), no tempo de 150 minutos e o menor contetido foi obtido
para o CCP (0,46 mmol de trolox-g amostra') em 120 minutos de extragéo.

Através da analise estatistica, foi verificado que para todas as analises
realizadas que nao houve diferenca significativa para o solvente CCLA entre os
tempos de 30 e 90 minutos. Com relagdo ao solvente CCGY, nao houve
diferencga significativa no conteudo de DPPH e FT, indicando que 30 minutos de
extracao é suficiente. Os resultados obtidos sdo compativeis com os dados de
LIU e colaboradores (2019), que também observaram que nao houve acréscimo
na eficiéncia de extragédo com relagédo aos tempos de 30, 40 e 50 minutos.

MENG e colaboradores (2018), avaliaram a otimizagdo do tempo de
extragao (t inicial = 15 minutos e t fina = 60 minutos) de flavonoides provenientes
de Pollen Typhae utilizando UAE. Os resultados indicaram que nao houve
aumento significativo do rendimento para tempos superiores a 35 minutos, e que
existe um equilibrio dindmico entre as amostras e o tempo de UAE.

Adicionalmente, estudos disponiveis na literatura verificaram o efeito de

degradagao promovida pela UAE em alimentos ricos em atividade antioxidante.
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Foi observado que existe um tempo limite para que a extragdo seja eficiente,
sendo que tempos superiores podem causar uma degradagao de compostos
devido ao efeito da sonicagao como observado na FIGURA 13 para os extratos
obtidos a partir do solvente CCGY. Outras propriedades de interesse como a cor
e as caracteristicas fisico-quimicas também podem ser modificadas pela técnica
de UAE (PINGRET; FABIANO-TIXIER; CHEMAT, 2013).

A FIGURA 13, FIGURA 14 e FIGURA 15 ilustram os dados obtidos de
CFT, DPPH e FT a 65 °C correlacionando a eficiéncia das técnicas convencional
e UAE. Sobre o conteudo de CFT (FIGURA 13), houve um sutil acréscimo de
concentracao para os solventes CCLA e CCP utilizando UAE. Ja para o solvente
CCQGY, foi verificado uma concentracao trés vezes maior na extracdo conduzida

com UAE, demonstrando a efetividade da técnica.

FIGURA 13 — RELAGAO ENTRE VARIAGAO DE TEMPO E CONCENTRACAO CFT
COMPARANDO AS TECNICAS UAE E CONVENCIONAL®
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FONTE: A autora (2020).
LEGENDA: CFT (mg de acido galico-g amostra).

9 CCLA: Cloreto de Colina: Acido Latico; U-CCLA: Ultrassom Cloreto de Colina: Acido Latico;
CCGY: Cloreto de Colina: Glicerol; U-CCGY: Ultrassom Cloreto de Colina: Glicerol; CCP: Cloreto
de Colina: 1,2 — Propanodiol; U-CCP: Ultrassom Cloreto de Colina: 1,2 — Propanodiol.
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Acerca da analise de DPPH (FIGURA 14) foi observado maior
preservacao da atividade antioxidante a partir do emprego de UAE para os trés
solventes testados, de forma que foi verificado a manutencao da atividade com
a variacao do tempo de extracao, indicando que este fator ndo é responsavel por
gerar degradagdes para o tempo maximo de 180 minutos de extragado. Sobre o
conteudo de FT (FIGURA 15) a extragdo conduzida com UAE foi mais eficiente
para todos os tempos testados e para os trés solventes analisados quando
comparado a técnica convencional. A extragdo conduzida com o solvente CCGY
foi o que apresentou a maior diferenca entre os conteudos encontrados de FT,
de forma que a UAE possibilitou a extragdo de 13,20 mg de quercetina-g de

amostra™.

FIGURA 14 — RELAGAO ENTRE VARIACAO DE TEMPO E CONCENTRACAO DPPH
COMPARANDO AS TECNICAS UAE E CONVENCIONAL?
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FONTE: A autora (2020).

10 CCLA: Cloreto de Colina: Acido Latico; U-CCLA: Ultrassom Cloreto de Colina: Acido Latico;
CCGY: Cloreto de Colina: Glicerol; U-CCGY: Ultrassom Cloreto de Colina: Glicerol; CCP: Cloreto
de Colina: 1,2 — Propanodiol; U-CCP: Ultrassom Cloreto de Colina: 1,2 — Propanodiol.
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FIGURA 15 — RELAGAO ENTRE VARIAGAO DE TEMPO E CONCENTRAGAO FT
COMPARANDO AS TECNICAS UAE E CONVENCIONAL™.
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ALl e colaboradores (2019), avaliaram a eficiéncia da extragdo de
flavonoides provenientes de frutos da Lycium barbarum L. por meio das técnicas
convencional (aquecimento e agitagao) e UAE. Como resultado, verificaram que
a técnica convencional foi pouco eficiente. Os autores também justificam o
emprego da UAE devido ao aumento da area superficial de contato da
biomolécula a partir do colapso das bolhas geradas por meio do processo de
cavitacdo, na qual a técnica é baseada. Dessa forma, o processo de
transferéncia de massa é favorecido e consequentemente, capaz de gerar um

aumento no conteudo de flavonoides na matriz.

1 CCLA: Cloreto de Colina: Acido Latico; U-CCLA: Ultrassom Cloreto de Colina: Acido Latico;
CCGY: Cloreto de Colina: Glicerol; U-CCGY: Ultrassom Cloreto de Colina: Glicerol; CCP: Cloreto
de Colina: 1,2 — Propanodiol; U-CCP: Ultrassom Cloreto de Colina: 1,2 — Propanodiol.
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4.3. Avaliagdo da atividade antimicrobiana

Os compostos bioativos podem atuar de forma efetiva como agentes
antimicrobianos. Apos a verificagdo do potencial dos extratos com relacdo ao
conteudo de compostos fendlicos, é relevante investigar o potencial de inibigdo
de micro-organismos patégenos. Puupponen-Pimia; Nohynek; Meier (2001),
verificaram a agéo de compostos fendlicos puros (flavonoides e acidos fendlicos)
comprovando a acgao eficaz contra bactérias laticas encontradas no trato
gastrointestinal humano, devido a presenga das miricetina. Também foi
verificada a acao desses extratos contra Salmonella, entre outras bactérias
gram-negativas e gram-positivas.

Os extratos de folhas de uvaia obtidos a partir condigbes otimas e
solventes selecionados (CCLA, CCGY e CCP) foram submetidos a analise de
atividade antimicrobiana frente as bactérias Staphylococcus aureus, Clostridium
perfringens, Listeria Monocytogenes, Salmonella sp. e Escherichia Coli. O
controle positivo foi determinado a partir de Chloramphenicol e o controle
negativo a partir dos solventes puros (LA, GLY e PROP). Os resultados
referentes aos halos de inibigdo e porcentagem inibida estdo dispostos na
TABELA 9.

Em questao de efetividade, o extrato obtido a partir de CCP apresentou
algum halo de inibi¢ao frente a quase todas as bactérias testadas, com exceg¢ao
da Escherichia Coli. De acordo com as faixas minimas de inibicdo estipuladas
por CLSI (2015), nenhum dos solventes testados alcangaram valores de halos
significantes comparado ao antibiético utilizado Chloramphenicol.

Nao foram encontrados na literatura dados referentes a atividade
antimicrobiana de extratos da uvaia obtidos a partir do emprego dos DES.
CHAVASCO e colaboradores (2014) avaliaram o potencial antimicrobiano de
diversas partes da uvaia, incluindo seus frutos e folhas utilizando etanol como
solvente. Os resultados encontrados indicaram que o extrato proveniente das
folhas inibiu quase todos os micro-organismos testados, devido a presenga de
flavonoides, taninos e saponinas no extrato.

Souza e colaboradores (2014), realizaram um estudo similar, avaliando o
potencial de extratos de uvaia. Os autores indicam inibicado, principalmente para

o extrato hidroalcodlico e a partir do acetato de etila. A presenca de atividade
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antimicrobiana é justificada pela presenca dos taninos e compostos fendlicos. A
diferenga entre os resultados deste estudo e os encontrados pelos autores
citados acima, pode estar relacionada ao solvente utilizado, método de extracao
e 0s micro-organismos testados, uma vez que a presenga relevante dos
compostos fendlicos e dos flavonoides pode ser observada em ambos os
trabalhos.

A pesquisa conduzida por Souza e colaboradores (2014), foi realizada em
microplacas, técnica diferente da aplicada neste estudo. Adicionalmente, os
autores utilizaram solventes de alta toxicidade (hexano, cloroférmio e etanol),
prejudiciais a saude do ser humano. Mesmo que em pequenas quantidades
podem causar problemas, pois seus residuos contaminam a agua e o solo, a
titulo de exemplo (JOSHI; ADHIKARI, 2019).

Com relacao ao solvente utilizado, € importante destacar que o acido
latico apresenta atividade antimicrobiana principalmente contra bactérias gram-
positivas (STANOJEVIC-NIKOLIC et al., 2016). Para alguns micro-organismos
testados, o halo de inibicdo encontrado foi referente a agdo do acido latico,
principalmente com relacdo ao Clostridium perfringens, Escherichia Coli e
Staphylococcus aureus, considerando que duas delas pertencem ao grupo das
gram-positivas. Para as situagbes nas quais o solvente apresenta elevada
capacidade antimicrobiana, é fundamental investigar a necessidade de sua
remogao. Referente aos outros solventes (GLY e PROP), ndo houve a formagao
de halos de inibicdo nas amostras referentes ao controle negativo,
demonstrando que a efetividade antimicrobiana foi somente referente ao extrato

de folhas de uvaia
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5. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A aplicagdo dos extratos obtidos, assim como sua toxicidade e
estabilidade sao parametros que podem ser explorados a fim de determinar seu
potencial de uso. Além deste fator, devido aos estudos disponiveis na literatura,
os frutos de uvaia exibem capacidade antioxidante e antimicrobiana por meio de
extratos obtidos a partir de solventes convencionais, apresentando alto potencial
de exploracao através do emprego dos solventes eutéticos profundos.

SGANZERLA e colaboradores (2018), verificaram capacidade
antioxidante de extratos a partir da homogeneizagdo dos frutos de uvaia para
trés solventes (agua, etanol puro e etanol 70%). A extragdo aquosa apresentou
maiores quantidades de CFT (3470 mg de acido gélico-g de amostra™'). Sobre o
conteudo de FT e atividade antioxidante (DPPH, FRAP e ABTS), o solvente
hidroalcodlico exibiu maiores concentracdes. Os valores encontrados foram
similares aos de DA SILVA e colaboradores (2019), que analisaram seis
espécies diferentes de frutos da uvaia a partir de extracdo convencional com
agitacdo e mistura de acetona: hexano (4:6) como solvente. A concentragcao
maxima de CFT (4130 mg de acido gélico-g de amostra™') foi encontrada para a
“‘Rugosa Doce”.

A avaliacdo do potencial antioxidante in vivo tanto para os extratos
obtidos neste estudo como de extratos provenientes dos frutos da uvaia,
representam uma analise de elevada importancia, responsavel por identificar
atividade anticancerigena como exemplo. O comportamento dos compostos
bioativos dentro do organismo humano depende de diversos fatores que

somente uma analise neste nivel de precisdo pode fornecer.
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6. CONCLUSOES

Os resultados encontrados neste trabalho demonstraram que os extratos
obtidos de folhas de uvaia utilizando os solventes eutéticos profundos (DES)
apresentam elevado potencial antioxidante.

A diversidade de DES testados corroborou para que o melhor solvente
pudesse ser selecionado, e a investigacdo das melhores condigbes de
processamento (dentre as condigdes avaliadas) foi fundamental para o aumento
da eficiéncia do processo de extracdo. As melhores condigdes foram
temperatura de 65 °C, tempo de 150 minutos e razdo entre amostra e solvente
de 1:30 (g'mL™"). Entre os DES selecionados, o CCLA apresenta destaque com
relacdo a todas as analises realizadas (CFT, DPPH, FRAP e FT).

Quanto ao emprego de solventes convencionais (agua e etanol), todos
os DES apresentaram valores superiores quanto ao conteudo de CFT e atividade
antioxidante (DPPH e FRAP). Para a analise de FT, o solvente MLA (DES
hidrofébico avaliado nas etapas finais) exibiu as maiores concentragdes. Ja os
HBDs exibiram alta capacidade de extragdo com énfase para o LA, que
apresentou altas concentragdes de CFT e FT.

O acoplamento da técnica de ultrassom foi capaz de reduzir o tempo de
extragao de 150 minutos para 30 minutos, sem apresentar diferenca significativa
para todas analises no extrato obtido por CCLA. A técnica também foi capaz de
aumentar em trés vezes a concentracdo em todas as analises conduzidas para
o solvente CCP.

Com relagao as analises testes de atividade antioxidante, verificou que
os extratos encontrados ndo exibem halos de inibicdo suficiente para o
antibidtico utilizado em relagédo as bactérias testadas (Staphylococcus aureus,
Clostridium perfringens Listeria monocytogenes, Salmonella sp. Escherichia
Coli).
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