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RESUMO

Os solventes eutéticos profundos (DES) tém sido estudados como novos tipos de
solventes, capazes de substituir os solventes organicos convencionais devido a
sua baixa toxicidade e alta biodegradabilidade, além de poderem ser
dimensionados de acordo com a aplicagao desejada. Tais propriedades tornam
os DES adequados para serem aplicados na area de alimentos, inclusive na
extragao de biomoléculas. O propésito deste trabalho foi investigar a extragdo de
compostos fendlicos do Rosmarinus officinalis L, popularmente conhecido como
alecrim, utilizando quatro diferentes DES a base de cloreto de colina (ChCI): CGH,
cloreto de colina: glicerol (1:2 m/v) e agua (10% da massa total); CALH, cloreto de
colina: acido latico (1:3 m/v) e agua (10% da massa total); CPH, cloreto de colina:
1,2-propanodiol (1:2 m/v) e agua (10% da massa total) e CAOH, cloreto de colina:
acido oxalico (1:1, m/v) e agua (10% da massa total). Além dos DES, etanol 100%
foi usado como solvente para fins de comparagdo. Em todos os processos
extrativos foram quantificados os compostos fendlicos totais pela metodologia de
Folin e Ciocalteau e a capacidade antioxidante por meio do método de sequestro
de radicais - DPPH-* e pelo método de reducido do ferro — FRAP. Também foi
analisada a cinética de degradagao dos compostos antioxidantes, por meio da
metodologia DPPHe+. Os resultados revelaram que o solvente com a menor
eficiéncia de extracdo e com o menor tempo de meia vida t1/2 foi o etanol 100%.
Além disso, o CGH apresentou menor quantidade de compostos fendlicos totais,
apesar de apresentar maior capacidade de estabilizar os antioxidantes. A cinética
de degradagdo dos compostos fendlicos estudados mostrou-se melhor
representada pelo modelo de Weibull. Por fim, os compostos fendlicos seréo
identificados e quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
O uso dos DES apresentou rendimento similar ou superior ao solvente organico
etanol 100%, além de uma maior preservacdo da atividade antioxidante dos
extratos obtidos, em razdo de uma provavel maior estabilidade provocada pelas

ligacbes moleculares entre os DES e os compostos fendlicos.

Palavras chave: Solventes verdes. Capacidade antioxidante. Modelo de Weibull.



ABSTRACT

The deep eutectic solvents (DES) have been studied as new types of solvents
capable of replacing conventional organic solvents due to their low toxicity and
high biodegradability. They can be sized according to the desired application.
Such properties make DES suitable for application in the food area, including the
extraction of biomolecules. The purpose of this work was to investigate the
extraction of phenolic compounds from Rosmarinus officinalis L, popularly known
as rosemary, using four different DES based on choline chloride (ChCl): CGH,
choline chloride: glycerol (1:2 w/v) and water (10% of the total mass); CALH,
choline chloride: lactic acid (1:3 w/v) and water (10% of the total mass); CPH
cloreto de colina: 1,2-propanediol (1:2 w/v) and water (10% of the total mass) and
CAOH, choline chloride: oxalic acid (1: 1, w/v) and water (10 % of the total mass).
In addition to DES, ethanol (100%) was used as solvent for comparison purposes.
In all the extractive processes, the total phenolic compounds were quantified by
the Folin & Ciocalteau methodology and the antioxidant capacity by means of the
radical sequestration method - DPPH « and by the iron reduction method - FRAP-.
The degradation kinetics of the antioxidant compounds were also analyzed using
the DPPH « methodology. The results showed that the solvent with the lowest
extraction efficiency and the shortest half-life t1 / 2 was ethanol 100%. In addition,
the CGH presented lower total phenolic compounds, despite having a higher
capacity to stabilize the antioxidants. The degradation kinetics of the studied
phenolic compounds were better represented by the Weibull model. Finally, the
phenolic compounds will be identified and quantified by high performance liquid
chromatography (HPLC). The use of DES presented similar or superior yield to
the organic solvent ethanol 100%. Besides a greater preservation of the
antioxidant activity of the obtained extracts, due to a probable greater stability
caused by the molecular connections between the DES and the phenolic

compounds.

Key words: Green solvents. Antioxidant capacity. Weibull model.
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1. INTRODUGAO

Os compostos fendlicos estao presentes em quase todas as plantas como
metabolicos secundarios, os quais possuem importante funcdo no processo de
desenvolvimento, reprodugcdo e protecdo contra predadores e agentes
patogénicos. Os compostos fendlicos sao caracterizados por possuirem um ou
mais anéis aromaticos e grupos hidroxila em suas estruturas.

Estas substancias vém sendo estudadas desde que se verificou as suas
capacidades de auxiliar na prevengcao de varias doencas, devido as suas
propriedades anti-inflamatoria, antivirais, analgésica, anticarcinogénica e
antioxidante. Na industria alimenticia os compostos fenodlicos sdo empregados na
preservacao de alimentos e como alternativa para os consumidores que buscam
por produtos alimentares naturais, preocupando-se com a resisténcia microbiana
e 0 uso de substancias sintéticas como conservantes.

Os compostos fendlicos estdo concentrados em quase todo o Reino
Plantae e um dos primeiros e mais critico passo para a obtencido destes é o
processo de extragdo. A técnica mais utilizada € a extragdo solido-liquido onde
sao empregados comumente solventes organicos, como acetona, acetato de etila,
metanol, etanol e propanol.

Embora possam apresentar elevados rendimentos, os solventes organicos
apresentam diversas desvantagens. Além de ndo serem biodegradaveis, estes
solventes tendem a se acumular na atmosfera em razdo das suas baixas pressoes
de vapor. Além disso, em geral sao inflamaveis, o que aumenta os riscos
operacionais.

A busca atual pelo desenvolvimento sustentavel tem levado a comunidade
cientifica e o setor produtivo a investigar e implementar novos solventes. Fluidos
supercriticos, como CO2 supercritico, podem ser uma alternativa. Entretanto, a
técnica exige um alto custo quanto aos equipamentos necessarios para obtengao
das condig¢des supercriticas.

Os solventes derivados de biomassa, tais como etanol, limoneno, lactato
de etila ou glicerol também podem ser utilizados como alternativa ambientalmente

segura aos solventes organicos em razao do seu carater bio-renovavel e in6cuo,
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além de em geral ndo apresentarem elevado custo de producgdo. Entretanto, a
capacidade de solubilizagdo destes solventes € bastante restrita.

Os liquidos ibénicos (LI's) constituiram a primeira geragao dos solventes
verdes sintéticos. Os LI's consistem da associag&o entre um cation organico e um
anion, sendo caracterizados por possuirem baixa pressao de vapor, baixa
inflamabilidade e estabilidade em altas temperaturas. Os LI's podem ser
sintetizados de forma a terem as suas caracteristicas fisico-quimicas aptas as
mais diversas aplicagcdes, sendo caracterizados como solventes passiveis de
dimensionamento (solvent design). Mesmo apresentando diversas caracteristicas
positivas, os LI's ttm o seu emprego dificultado em razdo de possuirem um alto
custo de producgao, sintese complexa, alta toxicidade e baixa biodegradabilidade.

Os solventes eutéticos profundos (DES’s) vém sendo aplicados como
alternativa a diversos outros solventes. Os DES’s sdo identificados como sendo
uma mistura entre um sal ou aceptor de hidrogénio (HBA) e um doador de
hidrogénio (HBD). Os DES’s compartilham de muitas propriedades dos LI's com
a vantagem de possuirem baixo custo, serem inertes quimicamente e de facil
preparacao. Além disso, dependendo dos percursores (HBA e HBD) empregados
na sua sintese, os DES’s podem ser biodegradaveis e n&o toxicos.

Em razao das fortes ligagdes de hidrogénio que formam os DES’s, ocorre
um grande abaixamento na temperatura de fusdo do complexo formado, tornando-
os liquidos em temperaturas relativamente baixas.

O interesse dos DES’s na extracao de compostos fendlicos de plantas se
deve a sua biocompatibilidade e também em razdo da possibilidade de ocorrer
uma maior estabilidade dos compostos fendlicos nesses solventes. Esse efeito
decorre das interagbes moleculares entre o solvente (DES) e o composto fendlico,
preservando dessa forma as caracteristicas funcionais da biomolécula, como a
capacidade antioxidante.

Frente a isso, este trabalho foi desenvolvido com o intuito de aplicar a
tecnologia de ultrassom na extragdo de compostos fendlicos, utilizando para isso
os solventes eutéticos profundos (DES), buscando otimizar o tempo de extracéo
e a quantidade de solvente necessaria. Para fins comparativos, em relagao a
eficiéncia de extracdo e capacidade antioxidante dos extratos, foram utilizados os

DES e o solvente organico etanol 100%.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial extrativo e capacidade estabilizante dos solventes

eutéticos profundos quanto aos compostos fendlicos presentes no alecrim.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Selecionar e sintetizar os solventes eutéticos profundos (DES),
utilizando cloreto de colina como sal e os componentes glicerol,
acido oxalico, acido latico e 1,2-propanodiol como doadores de
hidrogénio (HBD);
Empregar os DES selecionados na etapa anterior na extragdo dos
compostos fendlicos presentes no alecrim;
o Avaliar o tempo de extracao;
o Avaliar a relacdo massa-volume de soluto e solvente;
o Comparar os resultados obtidos utilizando os DES como
solvente em relagdo aos resultados obtidos utilizando etanol
100% como solvente convencional.
Quantificar os compostos fendlicos totais dos extratos por meio da
metodologia de Folin Ciocalteau;
Avaliar a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos por meio
do método de sequestro de radicais - DPPHe e método de redugao
do ferro - FRAP;
Avaliar a estabilidade da capacidade antioxidante dos compostos
fendlicos em diferentes periodos de tempo, por meio da metodologia
DPPHe com posterior modelagem cinética utilizando o modelo

cinético de primeira ordem e o modelo empirico de Weibull;
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¢ |dentificar os compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na revisdo bibliografica apresentada neste tépico serdo abordados os
aspectos basicos acerca do alecrim (Rosmarinus officinalis L.), matéria prima
utilizada no trabalho. Além disso, sera realizada uma breve descricdo dos
principais compostos da espécie, com uma caracterizagdo mais detalhada dos
compostos fendlicos que serdo avaliados. Serdao apresentados os principais
aspectos avaliados durante o processo de extracio solido-liquido e as principais
caracteristicas dos solventes eutéticos profundos (DES’s) e a sua aplicagdo em

processos de extracdo de biomoléculas, destacando os compostos fendlicos.

3.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE A ESPECIE ROSMARINUS
OFFICINALIS L.

A espécie Rosmarinus Officinalis, popularmente conhecida como alecrim,
€ caracterizada como um arbusto ramificado, com folhas verdes pequenas, que
pode atingir cerca de um metro com hastes verticais. Suas folhas possuem
pequenas glandulas que contém o6leos aromaticos. A espécie nativa cresce ao
longo das costas norte e sul do mar Mediterraneo, porém é cultivada em quase
todos os paises de clima temperado. (LORENZI, H.; MATOS, F., 2006).

O alecrim foi aclimatado no Brasil e hoje em dia existem mais de 10
variedades em cultivo, sendo todas com o uso principalmente voltado para
aplicagdes culinarias e medicinais, porém com aromas e caracteristicas
levemente diferentes. (PENTEADO; CECY, 2006).

3.1.1 Composicao quimica

O extrato obtido de unidades dessecadas contém entre 10 a 15 mL/kg de
um o6leo essencial, cujos componentes principais sao o alcanfor, 1-8 cineol, alfa-
pineno, borneol e canfeno em proporgdes variaveis, as quais dependem da origem
e das condic¢des de cultivo da planta. (BRUNETON, J., 2011).
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Os compostos fendlicos estdo presentes na maioria das plantas como
metabdlicos secundarios, exercendo um importante papel no processo de
crescimento e reprodugéo, ou promovendo protegdo contra agentes patogénicos
e predadores. Estes compostos s&o muito empregados em alimentos e
cosmeéticos, devido as suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes.
(RUESGAS-RAMON et al., 2017).

Os compostos fendlicos do alecrim se encontram representados por
flavonoides e por acidos fendlicos, os quais sdo na maioria derivados cafeicos:
acido cafeico, acido clorogénico e acido rosmarinico. A planta também
caracteriza-se pela presenca de diterpenos triciclicos, tais como: &acido
carnosolico, carnosol (majoritarios); rosmanol; epirorosmanol; isorosmanol;
rosmarinidifenol; rosmariniquinona; rosmadiol; etc. (Tabela 1)

Na Tabela 1 estao apresentados os constituintes fendlicos encontrados em
extratos de alecrim em diferentes estudos e obtidos por diferentes técnicas de

extracao.

TABELA 1 - COMPOSTOS FENOLICOS ENCONTRADOS NO ALECRIM.

Constituintes

Método de extragao Referéncia
encontrados

Acido Carndsico, Carnosol,
Rosmadial, Metil Extragdo por Soxhlet
Carnosato

BICCHI, C.; BINELLO, A.; RUBIOLO,
P., (2000)

Extrato comercial obtido THORSEN, M. A.; HILDEBRANDT, K.

Acido Carnésico, Carnosol para anlise S., (2003)

Acido Rosmarinico,
Epirosmanol, Acido
Carndsico, Carnosol

Extracao liquido-liquido

o MULINACCI, N. ET AL., (2011)
utilizando ultrassom

Acido Carnésico, Carnosol, Extracdo com solvente

L . . DEL BANO, M. ET AL., (2003)
Acido Rosmarinico convencional

FONTE: A autora (2018).

3.1.2 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos de alecrim foi evidenciada pela

aplicagao em diversos produtos alimenticios, como em lipideos e carnes. Essa
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caracteristica se deve a presenca de diterpenos fendlicos, sendo classificados
como os mais abundantes o acido carndsico e o carnosol. Outros diterpenos
fendlicos, como o rosmanol e epirorosmanol, estdo presentes em menores
concentragdes. (THORSEN; HILDEBRANDT, 2003).

Cuvelier et al. (1996) analisaram a composi¢ao e a atividade antioxidante
de 24 diferentes extratos de alecrim. Vinte e sete compostos foram detectados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e vinte e dois foram identificados.
Identificou-se que os compostos do tipo acidos fendlicos que mais contribuem
para a atividade antioxidante do extrato sdo o acido rosmarinico, o acido carnosol
e 0 carnosico, os quais estavam presentes em concentragdes elevadas em todas
as amostras analisadas. (MARIUTTI BRAGAGNOLO, 2007).

A Figura 1 mostra a estrutura quimica dos principais compostos fendlicos

encontradas nos extratos de alecrim.

Estrutura Nome popular Férmula Molecular PM

oH

HO,
1 D\hﬁﬁ@ﬂ Acido Rosmarinico C18H1608 360,31 g/mol
HO [+]

OH  CHy
HO
Oy CHy
2 o Rosmanol C20H2605 346,423 g/mol
HC™ oy
OH
"
3 He o Catequina C15H1406 290,24 g/mol
OH CHy
HO
Hooe O,
4 Acido Carnésico C20H2804 332,44 g/mol
HEC™ TCHy
%, COOH
5 sy Acido Cafeico CoH8O4 180,16 g/mol
oH

FIGURA 1. ESTRUTURAS DOS COMPOSTOS FENOLICOS ENCONTRADOS NO
ALECRIM.
FONTE: ADAPTADO DE MEDEIROS (2013).
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FIGURA 2 — Rosmarinus Officinalis L. MAIS CONHECIDO COMO ALECRIM.
FONTE: Revista Sociedade da Mesa, 2018.

A qualidade do antioxidante e, consequentemente, o preco comercial do
extrato de alecrim dependem primeiramente da quantidade de compostos
antioxidantes, como acido carndsico e acido rosmarinico, por exemplo, presentes
no extrato. Por essa razao, a determinagao quantitativa exata dos extratos finais
€ de grande importancia, possuindo um amplo interesse comercial para a industria
alimenticia, por serem um potente antioxidante natural. (THORSEN;
HILDEBRANDT, 2003).

Frente aisso, a planta tem sido estudada com frequéncia nos ultimos anos
por apresentar uma grande quantidade de antioxidantes potentes. O grafico da
Figura 3 apresenta os indices de publicagdes feitas a respeito do alecrim ao longo
das décadas, enquanto no grafico da Figura 4 é possivel observar que o Brasil

possui posi¢cao de destaque no numero de publicagdes se tratando da espécie.
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FIGURA 3 - NUMERO DE DOCUMENTOS PUBLICADOS ANUALMENTE SOBRE A
ESPECIE Rosmarinus Officinalis L. DESDE 1965.

FONTE: Base de pesquisa Scopus, 2018.

De acordo com a base de pesquisa Scopus, desde 1965, foram publicados
cerca de 120 documentos envolvendo a espécie Rosmarinus Officinalis L., sendo
a maioria destes documentos publicados na forma de artigos cientificos. Frente a
estes trabalhos, como pode ser visualizado na Figura 4, o Brasil esta na segunda
posig¢ao no ranking de publicagdes mundiais, perdendo somente para a Espanha,
pais aonde a planta € nativa. Devido a grande importancia e quantidade dos
compostos antioxidantes presentes no alecrim, pesquisas a seu respeito séo

consideradas promissoras.

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Espanha T

Brasil B

Italia ~ T

EUA B
Turquia B

FIGURA 4 - POSICIONAMENTO DO BRASIL FRENTE AO NUMERO DE
PUBLICACOES REFERENTES A ESPECIE Rosmarinus Officinalis L.

FONTE: Base de pesquisa Scopus, 2018.
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Vale ressaltar que a base Scopus é referéncia da Editora Elsevier e desde
1823 indexa titulos académicos, titulos de acesso livre, paginas web de conteudo
cientifico, anais de conferéncia, livros, etc. Desta forma, os dados apresentados
nas Figura 3Figura 4 podem ser considerados como um panorama geral do

assunto.

3.2 EXTRACAO SOLIDO-LIQUIDO DE COMPOSTOS FENOLICOS

O processo de extragao é explorado desde os primordios. Antigos povos, a
exemplo os fenicios, judeus, arabes, indios, etc., empregavam processos de
extracdo tais como maceragao, destilagcdo, entre outros, para a fabricagcao de
alimentos, principalmente bebidas; produtos cosméticos e farmacéuticos e até
mesmo biocombustiveis. Atualmente, na industria alimenticia, alguns processos
extrativos ja sdo bem explorados e estabelecidos, como exemplo os processos de
extracdo de acgucar da beterraba ou de cana-de-agucar, preparagcdo de chas e
café descafeinado. (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012).

A extragdo de uma matriz utilizando solventes, ou extragao sélido-liquido,
€ 0 processo mais comum aplicado na obtencao de extratos com alta atividade
antioxidante (ANWAR, et. al). A extracdo solido-liquido € um processo de
separacao que envolve a transferéncia de solutos de uma matriz sélida para um
solvente. Durante esse processo, a concentragcao de soluto no interior do sélido
varia, caracterizando um estado nao-estacionario ou instavel. Uma série de
fendmenos ocorrem durante o periodo de interacédo entre a matriz, que contém os
solutos de interesse e o solvente que efetua a separacao. (AGUILERA, 2003). As

etapas envolvidas estao representadas esquematicamente na Figura 5.

Entrada do solvente na matriz sdlida.
Solubilizacao e/ou fracionamento de componentes.

Transporte de soluto para o exterior da matriz sélida.

B Dh =

Migragao do soluto extraido desde a superficie externa do solido

para a solugao.
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5. Movimento do extrato (solvente mais soluto) em relacédo ao
solido.

6. Separacao e descarga do extrato e solidos.

Difusdo externa

o Solvente
Degradacdo 2 Soluto
Solubilzacao & — Exfrato

Figura 5. PRINCIPAIS ETAPAS DA EXTRAGAO SOLIDO-LIQUIDO.
FONTE: Adaptado de AGUILERA (2003).

A eficiéncia da extragdo de compostos antioxidantes de plantas é
influenciada principalmente pelas condicbes do processo de extragao solido-
liquido e pela selecéo do solvente apropriado. (PINELO et al., 2006). O resultado
da extracao é fungdo do quéo rapido o componente de interesse se dissolve no
solvente e o equilibrio é alcancado.

Apesar da eficiéncia do processo possa ser melhorada com temperaturas
crescentes, a instabilidade dos fendis e a sua possivel degradagéo nao permitem
um aumento indefinido desta variavel. (MAZZA; MINIATI, 1993). Diversos
trabalhos avaliaram 50°C como a temperatura ideal para a extragao de compostos
fendlicos de diferentes fontes naturais. (PINELO et al., 2006). Outras variaveis
como tamanho de particula e quantidade de amostra também foram relatadas
como afetando a eficiéncia do processo de extragéo. (PINELO et al., 2006).

O emprego da sonicagdo em processos de extragdo solido-liquido vem
sendo empregadas para auxiliar os processos, de forma a aumentar o rendimento
destes e diminuir o tempo de processamento. Ultrassons s&do ondas mecanicas
com frequéncia maior que 20 kHz que se propagam através de qualquer meio
material. (KORN, M.; PEREIRA, M. G.; BORGES, S. S., 2005).
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A principal explicacdo para os efeitos provocados pelas ondas
ultrassénicas em sistemas quimicos se da pela cavitagdo. Na cavitagdo ha
formacgao, crescimento e colapso de bolhas micrométricas e assim ocorre a
liberacdo de grande quantidade de energia para o meio, proporcionando um
aumento na temperatura e na pressao, o que leva ao aumento da eficiéncia do
processo. (KORN, M.; PEREIRA, M. G.; BORGES, S. S., 2005).

Na extracao solido-liquido o processo é favorecido devido a lixiviagao na
superficie, erosao, fragmentagcdo e aumento da area superficial das particulas
soélidas promovidas pela sonicacdo. A reducao no tamanho das particulas é um
dos maiores beneficios, visto que muitas reagdes sao limitadas pela area
superficial exposta aos reagentes. (KRUG, F. J., 2003).

O aumento da area superficial &€ provocado pelo colapso das microbolhas
nos poros dos soélidos ou pelos violentos choques entre as particulas. Além disso,
as bolhas formadas nas proximidades das particulas tornam-se assimétricas e ao
implodirem originam microjatos de liquidos que resultam na erosdo e,
consequentemente, na renovacao da superficie, melhorando a interagao entre
solvente e amostra. (SUSLICK K. S.,1990).

Como visto, a extracdo de antioxidantes nado deve ser realizada em
temperaturas elevadas, uma vez que estes se degradam facilmente nessas
condicdes, perdendo suas propriedades funcionais. Sendo assim, o ultrassom
proporciona a capacidade de extrair de maneira eficiente em temperaturas
inferiores as usadas convencionalmente. (PANIWNYK et al., 2009).

Albu et al., (2004) investigaram o efeito de diferentes solventes e a
influéncia do ultrassom na extracdo do acido carnésico do alecrim. O uso
convencional do etanol, sem a aplicacdo da técnica de ultrassom, foi
significativamente menos efetivo do que o uso do acetato de etila e da butanona.
A aplicacédo do ultrassom melhorou o desempenho do etanol como solvente, de
modo que o seu rendimento pdde ser comparado aos dos demais solventes
avaliados.

Hui, Etsuzo e Masao (1994), avaliaram o efeito do ultrassom na extragao
da saponina do ginseng. A extracdo da saponina se mostrou como fungédo do

tempo de irradiacdo e da pressao do ultrassom. Observou-se que a sonicagao
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aumentou o rendimento total da extragcdo em 15%, sendo que para a saponina o
aumento no rendimento foi de 30%.

Primo et al. (1973), mostraram a importancia do ultrassom na melhoria da
coloragdo e da viscosidade do suco de laranja. Annegowda et al. (2012),
examinaram a eficiéncia da sonificacdo na extracdo de compostos fendlicos e
outros compostos antioxidantes da carambola. Os resultados do estudo indicaram
que o tratamento com ultrassom aumentou a eficiéncia da extragao.

A utilizacao do ultrassom tem como principais efeitos positivos a alta
eficiéncia e a redugdo no tempo de extracdo, possibilitando a redugdo na
quantidade de solvente utilizada e no consumo de energia, bem como
temperaturas inferiores as necessarias em outras técnicas. (TABARAKI;
NATEGHI, 2011). Perante tantas qualidades, esta tecnologia pode ser
considerada capaz de alcancgar o objetivo de quimica sustentavel.

Aguilera (2003) explicita que a selecédo do solvente de extragdo se da por

uma seérie de propriedades:

1. Solubilidade do composto de interesse (ou compostos) no solvente.

2. Recuperacdo, uma vez que o solvente sera reutilizado em extragdes
subsequentes.

3. Tensao interfacial e viscosidade. O solvente deve ser capaz de envolver
e penetrar através dos poros da matriz solida e sua viscosidade deve
ser suficientemente baixa para que possa fluir faciimente.

4. Idealmente, o solvente deve ser ndo téxico, estavel, ndo reativo, nao

inflamavel, inofensivo para o meio ambiente e barato.

As leis relativas ao uso dos solventes de extragdo em alimentos sao
elaboradas pensando na saude humana. Os solventes convencionais aceitos para
uso, e que estdo em conformidade com as boas praticas de fabricagdo (GMP),
sdo propano, butano, acetato de propila, acetato de etila, etanol, diéxido de
carbono, acetona e dioxido nitroso (AGUILERA et. al., 2003).

Annegowda et. al, (2012) avaliaram a extracdo dos compostos fendlicos
e outros antioxidantes presentes nos frutos de carambola usando como solventes

convencionais o0 metanol e a agua. Como resultados, a extragdo com metanol
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exibiu um rendimento de extragao superior, sendo ainda observado que o extrato
obtido possuia uma maior capacidade antioxidante.

Pinelo et al., (2006) realizaram um estudo sob as condicbes que
maximizam o rendimento na extracdo dos compostos fendlicos e a capacidade
antioxidante dos frutos de uva. A otimizagao foi realizada por metodologia de
superficie de resposta, usando etanol como solvente e 50 °C como temperatura
de extragao. Trés variaveis foram consideradas criticas, sendo essas: a vazao do
solvente, a quantidade de amostra analisada e o tamanho da particula.

Rockenbach et al., (2007) analisaram a influéncia de diferentes solventes
no conteudo total de polifendis, antocianinas e atividade antioxidante de extratos
de bagaco de uva variedades Tannat e Ancelota. O conteudo de compostos
fendlicos totais em acetona 50 e 70% foram maiores nas duas variedades,
enquanto que o conteudo de antocianinas totais extraidos em ambas as
variedades foram maiores no solvente etanol em concentracdes de 50 e 70%.
Pelo método ABTS, a atividade antioxidante foi maior nas concentragdes de 50 e
70% de acetona para a variedade Tannat e 50 e 70% de acetona e etanol para a
variedade Ancelota. Em relacdo ao poder redutor pelo método FRAP, este foi
maior em solvente acetona 70% para as duas variedades. No ensaio do poder de
inibicdo da oxidagao, a adigao de 100 e 200 uL de extratos etandlicos a 50% das
variedades Tannat e Ancelota apresentou maior eficiéncia, sendo quase duas

vezes superior aos extratos acetdnicos testados

3.3 EXTRACAO SOLIDO-LIQUIDO UTILIZANDO SOLVENTES
EUTETICOS PROFUNDOS (DES)

A extracdo solido-liquido utilizando solventes alcodlicos, como butanol;
etanol; isopropanol - puros ou em solugcdo aquosa - € uma das operag¢des mais
utilizada na industria de alimentos. As moléculas obtidas podem ser empregadas
como aditivo em alimentos, a fim de promover o seu enriquecimento nutricional.
(PINELO et al., 2006). Entretanto, como a maior parte dos extratos sao utilizados
em produtos alimenticios, farmacéuticos e medicinais, existe uma grande restricdo
ao uso de solventes organicos, devido a sua toxicidade. Desta forma, tem-se

procurado novas alternativas envolvendo os chamados “solventes verdes”.
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Devido a toxicidade, os extratos obtidos por solventes organicos exigem
um controle de qualidade especial nas industrias de alimentos e farmacéutica.
Além disso, muitas vezes esses solventes sao inflamaveis, explosivos ou pouco
biodegradaveis. Os solventes eutéticos profundos (DES) surgiram no contexto da
quimica verde em razao da sua biodegradabilidade, baixa ou nenhuma toxicidade,
facil sintese e baixo custo. Ao mesmo tempo, os DES podem ser sintetizados com
propriedades fisico-quimicas distintas, enquadrando-o no conceito de “solvent
design” (solvente que pode ser dimensionado), permitindo que os DES possam
ser desenvolvidos para as mais diversas aplicagdes e sistemas. (DAI, 2013).

Os DES’s foram descritos pela primeira vez por Abbott et al., (2003), como
sendo uma mistura de sais quaternarios de haletos organicos, composto por um
receptores de hidrogénio (HBA, do inglés hydrogen bond acceptor) € um
composto orgéanico doador de hidrogénio (HBD, do inglés hydrogen bond donator),
como amidas, aminas, alcoois e acidos. Em razdo das fortes ligacbes de
hidrogénio presentes nessa solugao ocorre a formacéo de uma mistura eutética.
(LIU et al., 2008).

As principais caracteristicas do diagrama de fase (equilibrio sélido-liquido)
para uma mistura binaria entre um sal quaternario (HBA) e um doador de
hidrogénio (HBD) de um solvente eutético profundo (DES) estdo descritas na
Figura 6. Deve-se notar que a composicao eutética € um valor unico e
corresponde a temperatura minima de fusdo no diagrama de fase. O ponto de
fusdo dos DES’s muito baixo em relacdo aos seus componentes é a sua
propriedade mais relevante. Este decaimento no ponto de fusdo apds a mistura
se deve ao desenvolvimento de fortes interacbes moleculares entre o doador € o0
receptor de hidrogénio. (GARCIA et al., 2015).
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Figura 6. ESQUEMA DE UM DIAGRAMA DE FASE PARA UMA MISTURA BINARIA
SOLIDO-LIQUIDO ENTRE UM SAL E UM HBD, MOSTRANDO A FORMAGCAO DO DES.
FONTE: Adaptado de MARTINS et al. (2018).

Um dos componentes receptores de hidrogénio mais comumente utilizado
para formacgao dos DES € o cloreto de colina (ChCl), um sal de am&nio quaternario
atoxico (YADAV et al., 2014). Este sal é considerado um componente essencial
para a dieta e funcionamento normal de todas as células, auxiliando em diversos
mecanismos metabdlicos. (FU et al., 2017; ZEISEL; BLUSZTAJN, 1994). O catio
colina foi recentemente aprovado sem limite maximo, pelo Conselho Diretivo
70/524/CEE, para utilizagdo como aditivo nutricional, podendo ser incorporado em
alimentos para animais e humanos (FEEDAP, 2011; HAMMOND; BOWRON;
EDLER, 2016; YADAV et al., 2014).

Garcia et al. (2015) discutem que a maioria dos estudos disponiveis
consideram os DES formados pela mistura de cloreto de colina (ChCIl) como
aceptor de hidrogénio e trés tipos principais de compostos como doadores de
hidrogénio: compostos nitrogenados como aminas e amidas, alcoois e acidos

carboxilicos. Os autores ainda relatam que os pontos de fusdo mais baixos
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alcancados para os DES formados foram obtidos a partir dos polidis, como glicerol
e etileno glicol.

Ruesgas-Ramon et al., (2017) citam que os solventes eutéticos profundos
(DES) mais comuns sdo os formados pela mistura de cloreto de colina como
aceptor de hidrogénio (HBA) e ureia, etileno glicol ou glicerol como doadores de
hidrogénio (HBD). Maugeri e Domingues (2011), mostram que estudos recentes
reportam que a mistura de ChCl com glicerol tende a diminuir a viscosidade e a
densidade, evidenciando ainda que uma simples mistura binaria de compostos
pode formar um DES. Um dos primeiros trabalhos realizado por Abbott et al.,
(2007) relata a sintese do DES a base de cloreto de colina (ChCl) e glicerol. A
mistura foi formada por aquecimento do sal (ChCl) com o HBD (glicerol) a 50°C
até a formacgao de um liquido incolor e homogéneo.

Em 2010, Hayyan et al. utilizaram no preparo do DES cloreto de colina e
glicerol. Primeiramente o sal (ChCl) foi seco sob vacuo e entdo misturado ao
glicerol em diferentes razées molares ChCl:glicerol (1:1, 1:1,25, 1:1,5, 1:2 e 1:3).
A mistura foi agitada a 50°C durante 1 hora até a formagao do liquido incolor e
homogéneo. Também em 2010, Shahbaz et al. realizaram a sintese do DES
utilizando cloreto de colina como sal e etileno glicol. O ChCl também foi seco sob
vacuo e em seguida foi misturado com o etileno glicol em diferentes razdes
molares ChCl:etileno glicol (1:1,75, 1:2, 1:2,25 e 1:2,5). A mistura foi agitada na
temperatura de 60°C até a formagao do liquido incolor e homogéneo.

Existem dois métodos mais utilizados na sintese dos DES: por aquecimento
e por evaporagao. No método por aquecimento, os constituintes sdo aquecidos
em torno de 50 °C sob branda agitacdo. Ja no método de evaporagao, os
componentes da mistura sdo dissolvidos em agua, aquecidos até 60 °C, sob
branda agitacao e apds a formagao do DES a agua é removida por evaporagao a
vacuo. Porém, haja vista que os componentes podem ser ligeiramente instaveis,
o método de aquecimento é, em geral, o mais utilizado (DAI, 2013).

Sabe-se que a viscosidade € um parametro muito importante quando se
considera um solvente para extragao devido a sua influéncia na transferéncia de
massa, no processamento e transporte. A alta viscosidade dos DES, muito maior
do que a apresentada pelos solventes convencionais, se deve a presenca de uma

extensa rede de ligagdes de hidrogénio. Entretanto, a viscosidade dos DES pode
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ser reduzida por meio do aumento da temperatura ou pela adigdo de agua até no
maximo 10% (v/v) (DAl et al., 2014; RUESGAS-RAMON et al., 2017).

3.4 EXTRACAO SOLIDO-LIQUIDO DE ACIDOS FENOLICOS E
FLAVONOIDES UTILIZANDO DES

Xiu et al., (2015) analisaram a extragéo do acido rosmarinico e salviaflaside
da brunéla — Prunella vulgaris L empregando DES como solventes. A extragao foi
realizada com seis diferentes DES constituidos de alcoois, com diferentes razdes
molares. A maior eficiéncia foi alcangada com a mistura ChCl:etileno glicol, com
uma razao molar de 1:4. Além disso, notou-se que com um aumento na
concentragdo do HBD (etileno glicol) houve um decréscimo significativo na taxa
de extracao de compostos fendlicos. Isso foi explicado devido a dificuldade da
extracdo em consequéncia da alta viscosidade da mistura. A adi¢gdo de agua se
mostrou uma boa alternativa para diminuir a viscosidade e aumentar a eficiéncia
da extragao.

Outros autores, conforme apresentado na Tabela 2, avaliaram a extragao

de acidos fendlicos de diferentes plantas, utilizando diferentes misturas de DES.

TABELA 2. ACIDOS FENOLICOS EXTRAIDOS POR DIFERENTES DES EM DIFERENTES
MATRIZES.

DES com melhor

Acidos Fenélicos Plantas Referéncia
resultado
5-CQA, CA, 3,5- .. .
DCQA, 3,4-DCQA Lonicera japonica C%ilgzi%%gugg e PEE\IZ% 1%t)al.,
e 4,5-DCQA
5.CQA e CA Herba an‘emISIae Cloretohdg tetrﬁmetll PARK et al.,
scopariae amdnio/uréia (2014)
. . . XIU et al.,
RA Prunella vulgaris L. ChCl/etileno glicol (2015)
5 ervas medicinais ChCl/acido laevulinicoe  DUAN et al.,
SA, RA, LA chinesas ChCl/acetamida (2016)

Onde: CA —acido cafeico, RA — acido rosmarinico, SA — acido salviandlico, LA — acido litospérmico,
5-CQA - é&cido clorogénico, 3,5-DQCA - acido 3,5 dicicailiquico, 3,4-DCQA - &cido 3,4
dicicailquinico, 4,5-DCQA - acido 4,5 dicofamoilquinico.

FONTE: A autora, (2018).
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Zhang et al., (2014) avaliaram a extracao dos flavonoides catequina, galato
de epigalocatequina e galato de epicatequina do cha verde empregando varios
DES sintetizados a base de ChCI e alcoois. O estudo mostrou que mesmo com
as limitacbes apresentadas pelos DES, como alta viscosidade e polaridade, a
mistura ChCl:etileno glicol, 1:5 (base molar) mostrou uma alta eficiéncia, sendo
essa maior do que a alcangada com metanol e agua.

Em 2015, Li et al. investigaram a extragcado de galato de epigalocatequina,
galato de epicatequina e epicatequina das folhas de Camellia sinensis por
diferentes misturas de ChCIl e HBD da familia dos alcoois, acidos organicos e
sacarideos. O estudo mostrou que a mistura com acido latico como HBD é um
otimo solvente para extracao de catequinas, a qual apresentou uma alta eficiéncia
de extragao.

Outros autores, conforme a Tabela 3, avaliaram a extracao de flavonoides

de diferentes plantas, utilizando diferentes misturas de DES.

TABELA 3. FLAVONOIDES EXTRAIDOS POR DIFERENTES DES'S EM DIFERENTES

MATRIZES.
Flavonoides Plantas DES com melhor Referéncia
resultado
CA, EGCG ¢ ECG Chaé verde ChClietileno glicol ZHA(’Z\'S j)t al.,
. . . . " Ll et al.,
EGCG, ECG e EC Camellia sinensis ChCl/acido latico (2015)
. . CVJETKO et
CA Casca de uva ChCl/acido oxalico al., (2016)

Onde: CA — acido cafeico, EGCG — galato de epigalocatequina, ECG — galato de
epicatequina, EC — epicatequina.
FONTE: A autora, (2018).

3.5 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE O ESTADO DA ARTE

As informagbes apresentadas na revisao bibliografica tiveram como
objetivo descrever a contextualizar o estado da arte dos assuntos relatados
durante este trabalho. Sendo que os tdpicos abordaram desde as principais

caracteristicas da matriz em estudo, Rosmarinus Officinalis L. até as metodologias
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envolvidas nos processos de extragdo da espécie, focando na aplicacdo dos
solventes eutéticos profundos (DES).

Atualmente, cada vez € maior a importancia de tecnologias limpas, com
menor impacto ambiental. Frente a isso, a possivel substituicdo dos solventes
organicos convencionais vem crescendo com o surgimento de solventes com
menor toxicidade e maior biocompatibilidade e biodegradabilidade. Essa
necessidade vem da crescente busca dos consumidores por produtos mais
saudaveis, que sejam isentos de componentes quimicos e que além disso, sejam
obtidos com o menor impacto ambiental possivel.

Sendo assim, este trabalho buscou explorar a possibilidade do uso de
solventes verdes, conhecidos como solventes eutéticos profundos, na

substituicdo de solventes convencionais.
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4, MATERIAL E METODOS

41 MATERIAL

Na Tabela 4 estdo descritos os materiais utilizados na preparacao dos
solventes eutéticos profundos (DES), nos processos de extragcdo, nas
metodologias de avaliagdo da eficiéncia extrativa e capacidade antioxidante dos
extratos finais obtidos e nas técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia
utilizada para avaliar qualitativamente e quantitativamente os extratos. Os ensaios
foram realizados no Laboratério de Termodindmica e Operacbes de Separagao
(LATOS) da Universidade Federal do Parana e no laboratério do Instituto Latino-
Americano de Ciéncias da Vida e da Natureza. Todos os reagentes utilizados nos
experimentos foram de alto grau de pureza com o intuito de se obter uma grande
confiabilidade nos resultados.

A matéria prima, alecrim, foi adquirida em um mercado local, localizado na
cidade de Curitiba-PR. Foram utilizados 2 kg de alecrim em flocos da marca
CONDBRAS - temperos e especiarias. De acordo com o fornecedor, a matéria-
prima foi seca em uma temperatura de 55-65°C durante aproximadamente 8

horas.
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TABELA 4 - NOME, FORNECEDOR E GRAU DE PUREZA DOS MATERIAIS UTILIZADOS NOS

ENSAIOS.
Nome do reagente Fornecedor Grau (:;);Jureza
Carbonato de Sédio Exodo (Hortolandia, SP, Brazil) 99,5
Acetato de Sodio Anidro Dindmica (Diadema, SP, Brazil) 99,3
padopooen el T, 80er S Compary -
Acido Hidroclérico Panreac (Barcelona, Spain) -
Etanol Panreac (Barcelona, Spain) 99,8
Acido Oxalico Panreac (Barcelona, Spain) 99,5
Metanol Panreac (Barcelona, Spain) 99,8
Cloreto de Ferro (jsggirg?isrg?%rl;gi.l) -
Cloreto de Colina A(I%ri];zr;e'rl;]eac’ng E,Clgpgg:;;a -
Glicerol Labsynth (Diadema, SP, Brazil) 99,5
Acido Latico Neon (Sao Paulo, SP, Brazil) -
1,2-propanodiol Neon (Sao Paulo, SP, Brazil) 99,96
Acido rosmarinico Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA). 99,97
Rosmanol Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA). 99,98
Acido Cafeico Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA). 99,97

Reagente fendlico - Folin-
Ciocalteu

Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA).

6- hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-
carboxylic acid (Trolox)

Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA).

2,20-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH*)

2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine

Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA).

FONTE: A autora, (2018).
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42 METODOS

Visando avaliar a extragao dos compostos fendlicos presentes no alecrim,
bem como analisar e quantificar os extratos obtidos, algumas metodologias foram
empregadas. A Figura 7 apresenta uma visao geral dos processos utilizados neste
trabalho. O primeiro processo realizado foi a moagem e caracterizagao da matéria
prima, folhas de alecrim; em seguida a matéria-prima pronta para uso foi
armazenada a vacuo e condicionada sob refrigeracao. Em seguida foi realizada a
sintese dos solventes eutéticos profundos (DES), pelo método de aquecimento,
os solventes foram armazenados em frascos ambar sob refrigeracdo. Foram
também realizadas as etapas de extragao com os DES e o etanol, com sequéncia
aos processos de quantificacao e identificagao dos extratos. Por fim, foi realizada
a avaliacao da cinética de degradacéao dos compostos antioxidantes. Cada etapa

apresentada sera descrita detalhadamente nas secdes subsequentes.

Moagem e
caracterizagao da
matéria prima — Folhas
de alecrim

Solventes armazenados
ao abrigo de luz sob
refrigeragdo

|

Extracdo sélido-liquido

Sintese dos solventes
eutéticos profundos
(DES)

Matéria-prima moida
armazenada a vacuo | |
sob refrigeragio

——|

Caracterizacdo dos extratos Quantificacio, identificagdo e

por analise de cromatografia
liquida de alta eficiéncia
(HPLC)

avaliacdo da cinética de
degradacdo dos compostos
antioxidantes

utilizando os DES e
etanol 100% com auxilio
de ultrassom

FIGURA 7 - FLUXOGRAMA DA METODOLOGIA EXPERIMENTAL QUE SERA UTILIZADA
NESTE TRABALHO.
FONTE: A autora (2018).

4.2.1 Preparo da matéria prima
Os flocos de alecrim secos foram triturados em um moinho de facas
(Requipal, MR 320, Sao Paulo, Brasil) no laboratério do Centro de Pesquisa e
Processamento de Alimentos (CEPPA) da Universidade Federal do Parana.
Procedeu-se a classificagcdo granulométrica utilizando peneiras da série
Tyler (Bertel, ASTM). Em seguida o material foi embalado a vacuo e armazenado
ao abrigo de luz em um refrigerador. Além disso, a composicao fisico-quimica das

folhas de alecrim foi avaliada, conforme segue-se abaixo.
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4.2.2 Determinagao do diametro médio da particula

O alecrim em po6 foi classificado com o auxilio de peneiras da série Tyler
(Bertel, Brasil), com as aberturas de 20, 28, 35, 48, 80, 100 e 150 mesh. Para a
analise da granulometria utilizou-se um agitador mecanico (Bertel, Brasil), cujo
reostato foi ajustado na posigédo 8 durante 15 minutos. O didmetro médio das
particulas foi determinado utilizando o calculo proposto por Gomide (1983),

Equacéo (1).

n Al
1 d
Al (1)

D

ds =

Onde,

Al__mi
YT u

Em que ds corresponde ao didametro médio superficial das particulas em
cm; mi corresponde a massa de amostra retida na peneira em g; M corresponde
a massa total de amostra em g; di corresponde ao diametro médio da abertura da
peneira em cm; n corresponde ao numero total de fragdes.

A metodologia aplicada considerou a fragdo massica do material moido nas
séries de 28 a 150 mesh, como descrito na Tabela 5. A descricdo da abertura em
(cm) das peneiras utilizadas na determinagao do didmetro médio das particulas

pode ser encontrado na Tabela 5.
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TABELA 5 - DIAMETRO DA ABERTURA DAS PENEIRAS UTILIZADAS NA
DETERMINACAO DO TAMANHO MEDIO DAS PERTICULAS DO ALECRIM EM PO.

Tyler/Mesh  Abertura/di (cm)

20 0,085
28 0,08
35 0,0425
48 0,03
80 0,018
100 0,015
150 0,0106
fundo fundo

FONTE: A autora, 2018.

4.2.3 Determinacao da umidade

A analise para o teor de umidade do alecrim foi realizada com o auxilio de
uma estufa de secagem sem circulagao de ar. Foram pesados 5,0 g da amostra
em cadinhos calcinados e previamente pesados. Os cadinhos, com a amostra de
alecrim, foram dispostos em estufa a 105 °C até obtencdo da massa constante
(AOAC, 2005).

4.2.4 Determinacgao das cinzas totais

Apos a analise da determinacdo de umidade, os cadinhos provenientes
foram dispostos em uma mufla a 550 °C por 6 horas. Apds este periodo, as
amostras foram armazenadas em um dessecador até que resfriassem e
posteriormente pudessem ser pesadas. O calculo do teor de cinzas se deu pela

diferenca da massa inicial da amostra (AOAC, 2005).

4.2.5 Determinacao do teor de lipideos

O teor de lipideos totais foi determinado pela extragao com éter sob refluxo,
em um aparelho de Soxhlet. Os recipientes foram armazenados em uma estufa a
105 °C para que fossem secos e posteriormente foram resfriados e entdo pesados
(AOAC, 2005).
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4.2.6 Sintese dos solventes eutéticos profundos (DES)

Os DES utilizados neste trabalho foram sintetizados pelo método de
aquecimento descrito por DAI, (2013). Todos os DES foram sintetizados a partir
do sal cloreto de colina (ChCl), o qual atuou como receptor de hidrogénio (HBA),
e os alcoois, glicerol e 1,2-propanodiol, e acidos, oxalico e latico, como doadores
de hidrogénio (HBD).

O procedimento experimental consistiu na secagem, pesagem e mistura
dos reagentes nas proporgdes definidas, Tabela 6; seguido de agitagdo com
aquecimento controlado e armazenamento.

Na preparacédo dos reagentes primeiramente pesou-se o sal receptor de
hidrogénio (cloreto de colina) e em seguida o HBD, segundo razbes molares
previamente estabelecidas por referéncias, as quais podem ser verificadas na
Tabela 6. Com o auxilio de um bastao de vidro realizou-se a pré-homogeneizagao
dos reagentes.

Apds a homogeneizagao, transferiu-se a mistura para uma banho-maria
Dubnoff mantido na temperatura de 50 °C e a uma rotacdo de 220 rpm até a
formacao de um liquido transparente e homogéneo.

Apods a formacédo do DES - liquido transparente e homogéneo — uma
quantidade pré-estabelecida de agua osmolizada, a qual corresponde a 10% da
massa total da mistura de reagentes, foi adicionada. A mistura formada foi
armazenada ao abrigo da luz (frascos ambar) e da umidade ambiente (frascos

armazenados em dessecador) a fim de evitar possiveis interferéncias.



35

TABELA 6 - COMPOSIGCAO QUIMICA DOS SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS (DES).

ChCl: HBD

N° HBD Abreviagao . « Referéncia
(raz&o molar)
YADAYV,
1 Ho/ﬁ/\OH Glycerol CGH (1:2) A, etal.
o (2014)
0 CH, BAKIRTZI,
2 Lactic Acid CALH (1:3) C., etal.
(2016)
HO OH
H.C
3 1,2- ] DAL Y.
3 T\OH propanediol CPH (1:2) (2013)**
H
Q OH BUBALO,
4 Oxalic acid CAOH (1:1) M., C., et
al. (2016)
HO 0
Ethanol
5 HO CH, 100% ETOH

~

*10% (v/v) de agua foi adicionado apds a formagao do DES

** com algumas modificaces

Onde: CGH - glicerol, cloreto de colina e agua; CALH — acido latico, cloreto de colina e agua; CPH

— 1,2 propanodiol, cloreto de colina e agua; CAOH — acido oxalico, cloreto de colina e 4gua.

FONTE: A Autora, 2018.

4.2.7 Extragao dos compostos fendlicos totais

A escolha dos componentes para a sintese dos solventes eutéticos

profundos (DES) (Tabela 6) deu-se a partir de uma analise prévia da literatura,

bem como em razao de outros trabalhos do grupo. Afim de avaliar o desempenho
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dos DES em relagdo aos solventes organicos convencionais, foi utilizado, além
dos DES, o etanol (100%) como solvente de extragéao.

As condigdes de extragao foram definidas em uma etapa prévia, conforme,
onde os solventes CGH, CAOH e etanol 100% foram selecionados para as
analises preliminares. A proporgao ideal entre a massa de soluto (alecrim) e o
volume de solvente (DES/etanol), 1:20 (m/v), foi obtida em trabalhos anteriores do
grupo. As temperaturas de 25 °C, 40 °C e 60 °C e os tempos de 30 min, 120 min
e 240 min foram testados individualmente e os resultados obtidos foram
comparados.

A Figura 9 apresenta as etapas do processo de extragdo dos compostos
antioxidantes do alecrim Para realizagdo do processo, 150 mg de alecrim seco e
moido foram pesadas e adicionadas a 2,85 mL do solvente (etanol ou DES),
relacdo 1:20 (m/v), em tubos de ensaio. Com o intuido de melhorar o processo de
transferéncia de massa, os tubos de ensaio foram imersos em um banho
ultrassénico com temperatura controlada. A escolha e o controle da temperatura
foram essenciais para diminuir a viscosidade da mistura e ao mesmo tempo nao
degradar os compostos fendlicos do alecrim. Além disso, a cada 30 minutos, a
extragao foi interrompida para que a mistura fosse homogeneizada com auxilio de
um vortex por aproximadamente 1 minuto afim de obter-se um melhor contato

soluto-solvente.

AUNUS m

FIGURA 8 - ILUTRACAO DO EQUIPAMENTO DE ULTRASSOM UTILIZADO NOS
PROCEDIMENTOS DE EXTRAGAO.
FONTE: A AUTORA, 2018.
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Os extratos finais foram centrifugados utilizando uma microcentrifuga a
9500 rpm por 3 minutos e posteriormente filtrados com filtro de fluoreto de
polivinilideno (PVDF) de 0,45 ym. Para evitar a degradagdo dos extratos, as
caracterizagao dos extratos foram realizadas imediatamente apds o processo de
extracdo, sendo que nenhum extrato foi armazenado por um periodo de tempo

maior que 10 horas.

150 g de folhas de
alecrim moidas + 2,85 Homogeneizagcdo com
mL solvente vortex
(DES/etanol)

[—

dx

Extracdo solido-liquido
com auxilio de
ultrassom

Tempo: 20 min
Temperatura: 40£1°C
Frequéncia: 50-60 Hz

FIGURA 9 - ETAPAS DE EXTRACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS DO ALECRIM.
FONTE: A autora, (2018).

4.2.8 Determinacgao do teor de fendlicos totais por Folin Ciocalteau (TFC)

Para determinacdo dos compostos fendlicos extraidos do alecrim foi
utilizada a metodologia proposta por Singleton & Rossi (1965) e modificada por
Bakirtzi et al. (2016).

O método espectrofotométrico utiliza o reagente Folin-Ciocalteau,

constituido de uma mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, na qual
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o molibdénio e o tungsténio se encontram no estado de oxidagao 6*. Porém, na
presenta de alguns agentes redutores, como os compostos fendlicos, tornam-se
os chamados molibdénio e tungsténio azul. A mudanga no estado de oxidagao
dos metais permite a determinacdo da concentragao das substancias redutoras,
as quais sao obtidas a partir da absorbancia medida por espectrometria no
comprimento de onda de 720 nm.

No processo primeiramente é adicionado 1,68 mL de agua em eppendorfs
e em seguida s&o adicionados 20 pL do extrato diluido em agua (1:10 v/v) e 100
uL do reagente Folin-Ciocalteau. Em seguida a mistura € mantida em repouso no
escuro por um periodo de 3 minutos. Por fim, é adicionada uma solu¢ao de
Na2C0320% (m/v) para interromper a reagao.

A solucdo deve permanecer no escuro por 60 minutos até o momento da
leitura da absorbancia em 720 nm, utilizando um espectrofotdmetro U-V visivel
(Shimadzu, UV-1800, Téquio, Japao), com cela de quartzo com 1 cm de caminho
optico, utilizando-se uma mistura de agua, reagente Folin e solugdo de Na2COs,
nas mesmas proporgdes como branco. Para determinar as concentracées dos
extratos uma curva padrao com acido galico € construida com as concentragdes
variando de 0,1 a 0,8 mg/mL. Os resultados obtidos s&o expressos em mg de

acido galico por mL do extrato (mgAG/mL).

4.2.9 Determinacgao da atividade antioxidante

Antioxidantes sao definidos como compostos que, em baixa concentragao
em relacdo ao substrato, inibem ou atrasam a oxidagdao desse substrato de
maneira eficaz. O sistema de defesa antioxidante do organismo humano pode ser
formado por compostos enzimaticos e ndo enzimaticos e que podem ocorrer
naturalmente ou sao ingeridos na alimentacado. (RUFINO et al., 2006, 2007a).

Existem diversas metodologias para determinagdo dos compostos
antioxidantes, dos quais duas foram empregados neste trabalho. A escolha foi
realizada considerando que uma metodologia complementa a outra, ou seja,
enquanto que o método de DPPH se baseia pela captura do radical organico, o

método FRAP é fundamentado no poder de redugao do metal.
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Método de sequestro de radicais - DPPHe (2.2-difenil-1-picril-hidrazila)

Brand-Williams et al., (1995) foram os primeiros a descrever o método, que
consiste na estabilizagcdo do radical livre DPPHe pela acdo de um antioxidante,
resultando na mudanga de cor de violeta escuro para violeta claro. A reagao

ocorrida € mostrada na Figura 10.

NO, + R’

FIGURA 10 - CAPTURA DO DPPHe PELA ACAO DE UM ANTIOXIDANTE.
FONTE: MEDEIROS M. L. (2013).

Diferentes solug¢des sao preparadas com metanol para construgdo de uma
curva padrao, utilizando um padréao de trolox nas concentragdes de 0,2 a 0,9
mmol/L. Uma aliquota de 50 uL do extrato diluido 1:10 v/v com agua é transferida
para tubos de eppendorf com 1,95 mL de solugdo metandlica de DPPH 0,024 g/L.
ApOs agitagao, os tubos sdo mantidos em repouso por 30 minutos e em seguida
conduzidos para as leituras da absorbancia por espectrofotometria (Shimadzu,
UV-1800, Toquio, Japao) no comprimento de onda de 517 nm, previamente

calibrado utilizando metanol como branco.

Método de reducao do ferro — FRAP (Ferric Reduction Antioxidant

Power’

Este método consiste na reducao de Fe (lll) com coloracéo azul clara a Fe
(I) com coloragdo azul escura, existentes no complexo 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-
triazine (TPTZ), na presenca de um antioxidante. A reagao ocorrida € mostrada

na Figura 11.
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FIGURA 11 - REDUCAO DE FE (lIl) A FE (1) NO COMPLEXO TPTZ.
FONTE: MEDEIROS M. L. (2013).

A capacidade antioxidante do extrato € determinada segundo metodologia
de Benzie e Strain, (1996).

Diferentes solugdes de trolox foram preparadas para construgdo da curva
padrdo nas mesmas concentragdes utilizadas para metodologia DPPH. Aliquota
de 50 uL do extrato diluido 1:10 v/v com agua sao transferidas para tubos de
eppendorf com 1,50 mL de solugdo FRAP (160 mL de solugédo tampéao de acetato
300 mM pH 3,63, 16 mL de solucao de cloreto férrico — FeCl3 20 mM e 16 mL de
solugéo 2,4,6-tripidil-s-tri-azine — TPTZ 10 mM em HCI 40 mM). Apds agitagao, os
tubos s&do mantidos em repouso por 30 minutos para em seguida sao serem
conduzidos para as leituras de absorbéancia. Foi utilizado um espectrofotdmetro
(Shimadzu, UV-1800, Toéquio, Jap&o), sendo a absorbancia medida no
comprimento de onda de 593 nm. O equipamento foi previamente calibrado

utilizando a solucao de FRAP como branco.

4.2.10 Andlise HPLC

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi empregada neste
trabalho a fim de quantificar os principais compostos fendlicos obtidos nos
extratos. A identificagdo e quantificacdo dos compostos fendlicos dos extratos de

alecrim foram realizadas com uma coluna com detector de arranjo de diodos
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(DAD). O método aplicado foi baseado em BELMIRO et al., (2017) com algumas
adaptagdes.

Os extratos obtidos foram filtrados em filtros de seringa de nylon 0,22 ym,
sendo que deste 20 mL foram injetados na coluna cromatografica mantida a
temperatura de 30°C. A separagao cromatografica foi realizada empregando uma
coluna ACE 5 C18 (Lote V13-7473; ACE, Aberdeen, Escécia), com 250 mm x 4,6
mm, 5 um de tamanho de particula, 110 A de porosidade de particula. Foi mantida
uma vazéo constante em 1,2 mL.min"'. A fase moével foi composta por 0,1% v/v de
agua: acido férmico (fase mével A) e acetonitrila (fase movel B). As condi¢des de
eluicado foram: 0 - 15 min, B de 8% a 30% (5 min), 22-35 min - B de 30% a 70%
(10 min); e 35 - 40 min, B de 70% a 8%. O DAD registrou os espectros de 200 a
400 nm e a quantificacao foi realizada por comprimentos de onda especificos: 270
nm para a rutina e para a naringina; 280 nm para o 7-metilrosmanol e 330 nm para
os demais (cafeina, acido ferulico e acido rosmarinico).

Os padrdes contendo os compostos fendlicos (acido rosmarinico, cafeina,
7-metilrosmanol, rutina, naringina e acido ferulico) foram preparados
anteriormente aos seus usos. As solugdes estoque foram diluidas com
metanol:agua 40%, com excegéo da solugdo de 7-metilrosmanol, a qual foi diluida
com acetonitrila. As solugdes obtidas, as quais foram utilizadas na obtencgao das
curvas de calibragdo, apresentaram as seguintes concentragdes: 1,150 mg.mL""
para cafeina; 0,203 mg.mL"" para rutina; 1,450 mg.mL-! para acido fertlico; 1,000
mg.mL-! para naringina; 1,000 mg.mL"" para acido rosmarinico e 0,500 mg.mL"’

para 7-metilrosmanol.

4.2.11 Validagao do método de HPLC proposto

Quatro parametros foram selecionados para avaliar o desempenho do
método proposto: repetibilidade, linearidade, limite de deteccéo (LOD) e limite de
quantificacédo (LOQ), segundo o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO) DOQ-GRCRE-008 (2016).

As respostas de linearidade e repetibilidade foram determinadas injetando
as solugdes padrées em seis concentragdes diferentes. As curvas de calibragéo

foram construidas utilizando a area do pico e a concentragdo das solugdes
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padrdes. A linearidade foi avaliada pelo valor do coeficiente de correlagao (R?).
Os limites de detecgao (LOD) e quantificacdo (LOQ), definidos como 3,3 SDv/m
e 10 SDv/m, respectivamente (onde SDb corresponde ao desvio padrdo da

concentragéo das solugdes padrées e m € a inclinagédo do grafico de calibracéo.

4.2.12 Determinacao da cinética de degradagcao dos extratos

A partir de leituras da absorbancia das amostras, utilizando a metodologia
de DPPHe, para determinag¢ao da capacidade antioxidante in vitro, pode-se tracar
a curva cinética dos compostos antioxidantes presentes nos extratos e avaliar, a
partir disso, a eficacia dos mesmos em intervalos de tempo variaveis. A extragao
foi realizada em banho de ultrassom a 40+1 °C. A relacdo massa/volume entre o
soluto e o solvente foi de 1:20 m/v e o tempo de extracdo de 2 horas. Todas as
analises foram realizadas em ftriplicata.

A cinética de degradacao dos extratos obtidos foi realizada a 25+0,5 °C,
sendo para tanto utilizado um banho ultratermostatico (Lab Compain, RW-1025G,
+ 0,5 °C). As amostras de extrato, aproximadamente 1 mL, foram armazenadas
em tubos eppendorf e foram acondicionadas imersas no banho até o momento da
analise.

Dois modelos cinéticos distintos foram utilizados na correlacdo com os
dados experimentais. Haefner (2005), defende que os modelos servem para trés
propositos principais: entender, prever e controlar os sistemas termodinamicos.
As equagdes cinéticas que avaliam a qualidade dos alimentos normalmente sao
modeladas por meio de uma reagao de ordem zero ou primeira ordem (LABUZA,
1984; SAGUY AND KAREL, 1980). Os modelos gerais que descrevem as reacdes
cinéticas séo descritos pela equagao (2), quando n#1, e pela equagéo (3) para o

caso de n=1.

™M =yl + (n— Dkt (2)

¢ = ¢y exp(—kt) (3)
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Nas quais, ¢ corresponde a concentragdao em um tempo (min) qualquer; co
corresponde a concentracao no tempo 0; k € a constante de velocidade da reacao
(min"') e t é o tempo (min).

Os modelos empiricos vém sendo cada vez mais empregados em
substituicdo aos modelos cinéticos convencionais (PELEG, 1988; CUNHA et al.,
2001, MARABI et al., 2003; CORRADINI, PELEG, 2007; AMODIO et al. 2015).
Entre eles, o modelo de Weibull € considerado ideal para rea¢des de degradacéo
de substancias, as quais podem ser consideradas probabilisticas, onde dois
estados coexistem. Este modelo apresentou bons ajustes em reagbes de
degradacéao de antioxidantes (OMS-OLIU et al., 2009), degradacgao da vitamina C
(CORRADINI, PELEG, 2007; AMODIO et al. 2015) e degradagao de riboflavina
durante tratamentos térmicos (CORRADINI, PELEG, 2006).

Sendo assim, a cinética de degradagéo dos compostos fendlicos presentes
nos extratos de alecrim foi avaliada comparando o modelo cinético convencional
de primeira ordem com o modelo empirico de Weibull. Boekel (2002), descreve o
modelo como sendo uma distribuigdo cumulativa, dada pela equagao (4), sendo
que, conforme relatado por Corradini e Peleg (2006), como a equacgao (4) possui
um coeficiente angular (1/a) com unidade de taxa (min'), esta pode ser

considerada como um modelo cinético empirico.
t\B
S(6) = exp [— 5) ] @)

Sendo que S corresponde a variavel independente; t € o tempo do
processo; a (min) é o fator de escala (determina a variagao da distribuigao); 8
(adimensional) é o fator de forma, onde valores abaixo de 1 resultam em uma
curva concava e valores acima de 1 resultam em uma curva convexa.

A equacao (4) pode ser reescrita conforme a equacao (5), onde C(t)
corresponde a concentragao em um determinado tempo (min); Cocorrespondem
a concentragéo no instante inicial igual a 0 e ks (min™') é a constante cinética, a

qual corresponde ao inverso do fator de escala («a).
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c(t) = Coexp[—(t. ka)ﬁ] (5)

O tempo de meia vida (t1/2), que corresponde ao tempo necessario para a
degradacdo de 50% dos compostos antioxidantes, foi calculado utilizando a

equagao (6), na qual k corresponde a constante cinética da reagao.

tp = ©)

4.2.13 Analise estatistica dos dados

Para andlise estatistica dos resultados obtidos foi utilizado a analise
unidirecional de variancias (ANOVA), seguida pelo teste de comparacdes
multiplas (teste de Tukey), em que p<0,05 foi considerado significativo para
comparagao.

Os dados obtidos foram apresentados como média + desvio padrdo (DP).
Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o Software Statistica
(versao 10.0, StatSoft).
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5. RESULTADOS

Neste capitulo serdao apresentados os resultados obtidos dos experimentos
realizados ao longo do trabalho. Inicialmente, para se conhecer melhor a matéria-
prima utilizada, o alecrim foi moido e caracterizado fisico-quimicamente em
termos de umidade, lipideos e cinzas e foi realizado a caracterizacdo do seu
didmetro médio de particula. Em seguida foram realizados os processos de
extragao solido-liquido afim de se obter os compostos fendlicos presentes no
alecrim, para isso foram utilizados diferentes solventes eutéticos profundos (DES)
a base de cloreto de colina (ChCl) e o etanol 100%.

O processo de extracao foi investigado quanto a relagao soluto-solvente,
tempo e temperatura de extracdo. Os extratos obtidos com os melhores
parametros de extracdo foram avaliados quanto ao teor de compostos fendlicos
totais e capacidade antioxidante. Além disso, foi realizado um estudo da cinética
de degradagdo dos compostos antioxidantes. Os extratos também foram

submetidos a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

5.1 CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DO ALECRIM EM PO

A composigéo quimica do alecrim esta ilustrada na Figura 12, os resultados
foram expressos em base umida. A maior parte da matriz € composta por umidade
(10,08%0,08) e lipideos (8,63%+0,91). Pode-se dizer que os compostos
fendlicos polares encontram-se em sua maioria na fase aquosa/polar, enquanto

os apolares encontram-se na fase lipidica/polar.
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FIGURA 12 - COMPOSICAO QUIMICA DO ALECRIM.
Fonte: A autora, 2018.

Pela Figura 13 pode-se verificar que o alecrim em p6 variou de particulas
de 0,085 cm (0,01%); 0,08 cm (0,14%); 0,0425 cm (0,22 %); 0,03 cm (0,35%);
0,018 cm (0,14%); 0,015 cm (0,08%); 0,0106 cm (0,03% e <0,0106 cm (0,03%).
Como o objetivo do trabalho era avaliar os compostos antioxidantes presentes no
alecrim como um todo, optou-se por trabalhar com todas as porgbes da matriz.

Sendo assim, considerou-se o didametro médio das particulas igual a 0,0199 cm.
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FIGURA 13 - GRANULOMETRIA DO ALECRIM EM PO
Fonte: A autora, 2018.
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5.2 EXTRACAO SOLIDO-LIQUIDO — RENDIMENTO E CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE

A extragdo dos compostos antioxidantes do alecrim foi realizada conforme
0 esquema apresentado na Figura 9 (Secao 4.3). As variaveis temperatura de
extracao e tempo de extragcao foram avaliadas para uma relacdo massa de soluto
por volume de solvente de 1:20 (m/v), condigbes pré-estabelecida por resultados
de trabalhos do grupo.

Uma analise prévia foi realizada com os solventes CGH, CAOH e etanol
100%, afim de se estabelecer a temperatura e o tempo ideais para o processo de
extracdo. Os resultados encontrados estao representados nas Tabela 7 e Tabela
8 . Em um primeiro momento fixou-se o tempo de extracdo em 120 minutos e
avaliou-se a melhor temperatura de extragcéo, resultados obtidos na Tabela 7.
Apos encontrada a melhor temperatura de extragao, fixou-se a temperatura e
avaliou-se a o0 melhor tempo, resultados obtidos na Tabela 8. Os dados obtidos
foram comparados em termos de rendimento de extragdo, por meio da
metodologia de Folin & Ciocalteau e pela capacidade antioxidante, obtida pela
metodologia DPPHe.. Pode-se avaliar as condi¢des pelos resultados obtidos com
a relagao entre a capacidade antioxidante e o teor de compostos fendlicos totais
(DPPH/TFC). Sendo assim, pode-se verificar nas Tabela 7 eTabela 8 que os
melhores resultados foram obtidos com tempo de extracdo de 120 minutos na

temperatura de 40 °C.



TABELA 7 - AVALIACAO DA MELHOR TEMPERATURA DE EXTRACAO.

Tem(rf,ecr;"t“ra Solvente  TFC (mgaclg) (n?,\FA’ET'/"g) DPPH/TFC

CGH 2253+3,50°  155,83:193° 6,92

40 CAOH 57,601,690  137,65+1,17° 2,39
Etanol 100%  49,14+347°  132,19+156° 2,69

CGH 87,678:1,15° 130,739+0,08% 1,49

60 CAOH  95622£2,04° 126,386+1,120 1,32
Etanol 100%  94,675:0,98°  12502+2,09° 1,32

CGH 18,94£0,08°  51,74+2,472 2,73

25 CAOH 14.6141,76°  14,45+0,64° 0,99
Etanol 100%  16,88+2,012  24,98+1,744 148

*Valores obtidos correspondem as médias de trés replicatas independentes +
desvio padrdo (DP). Valores encontrados na mesma coluna com letras
sobrescritas diferentes indicam que os dados ndo possuem diferencas
significativas entre si (p<0,05).

**Propor¢do entre capacidade antioxidante (DPPH/TFC) e compostos fendlicos
totais.

CGH - agua, glicerol e cloreto de colina; CALH — agua, acido latico e cloreto de
colina; CPH — agua, 1,2-propanodiol e cloreto de colina; CAOH — agua, acido
oxalico e cloreto de colina.

Fonte: A autora, 2018.

TABELA 8 - AVALIACAO DO MELHOR TEMPO DE EXTRAGAO.

Tempo (min) Solvente (m-;ic?/g) (rrl?l\izl;'g) DPPH/TFC

CGH 22,533,592  155,83+1,932 6,92

120 CAOH 57,60+1,69>  137,65+1,17° 2,39
Etanol 100%  49,14+£3,47¢  132,19+1,56¢ 2,69

CGH 49,804+2,092 110,425+1,132 2,22

240 CAOH 58,798+1,45°  126,13+2,20° 2,14
Etanol 100%  50,106+1,16°  91,563+1,96¢ 1,83

CGH 19,905+1,028  51,422+1,142 2,58

60 CAOH 26,68+1,006  16,112+1,09° 0,60
Etanol 100%  21,32+0,98¢ 55,17+0,67°¢ 2,58

*Valores obtidos correspondem as médias de trés replicatas independentes +
desvio padrdo (DP). Valores encontrados na mesma coluna com letras
sobrescritas diferentes indicam que os dados ndo possuem diferencas
significativas entre si (p<0,05).

**Proporgédo entre capacidade antioxidante (DPPH/TFC) e compostos fendlicos
totais.

CGH - agua, glicerol e cloreto de colina; CALH — agua, acido latico e cloreto de
colina; CPH — agua, 1,2-propanodiol e cloreto de colina; CAOH — agua, acido
oxalico e cloreto de colina.

Fonte: A autora, 2018.

48



49

Os resultados obtidos com as melhores condigdes de extragdo dos
compostos fendlicos do alecrim, utilizando os quatro diferentes DES e o etanol
100% estao apresentados na Tabela 9. Os resultados para o teor de compostos
fendlicos totais (Folin & Ciocalteau) e as atividades antioxidantes dos extratos (
DPPHe e FRAPe¢) foram avaliados estatisticamente por analise unidirecional de
variancia (ANOVA) utilizando o Software Statistica para Windows 8.0 (Statsoftinc.,
EUA). As diferencas significativas (p<0,05) foram analisadas pelo teste de Tukey.

TABELA 9 - RESULTADOS PARA O TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (TFC) E
CAPACIDADE ANTIOXIDANTE (DPPH E FRAP) DOS EXTRATOS DE ALECRIM OBTIDOS COM
OS SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS (DES) E O ETANOL 100%*.

Solvente TFC" DPPH? FRAP? *DPPH/TFC  **FRAP/TFC
CGH 22,53+3,59° 155,83+1,932 126,23+14,812 6,92 5,60
CAOH 57,601,692 137,65+1,17¢ 163,23+10,76b¢ 2,39 2,83
CALH 59,85+1,242 132,53+1,17¢ 183,82+20,32¢ 2,21 3,07
CPH 62,21+3,852 150,63+0,30° 148,2448,752° 2,42 2,38
*Etanol 49,14+3,47¢ 132,19+1,56¢ 49,14+3,474 2,69 1,32

*Valores obtidos correspondem as médias de trés replicatas independentes + desvio padrao (DP).
Valores encontrados na mesma coluna com letras sobrescritas diferentes indicam que os dados
nao possuem diferencas significativas entre si (p<0,05).

**Propor¢ao entre capacidade antioxidante (FRAP/TFC) e compostos fendlicos totais.

'mg equivalente de acido galico / g de material vegetal (TPC, contetddo de fendlicos totais); 2mM
equivalente Trolox / g material vegetal (DPPH, medigdo da atividade de radicais livres); SmM
equivalente Trolox / g material vegetal (FRAP, energia antioxidante redutora de ferro.

CGH - agua, glicerol e cloreto de colina; CALH — agua, acido latico e cloreto de colina; CPH —
agua, 1,2-propanodiol e cloreto de colina; CAOH — agua, acido oxalico e cloreto de colina.

A principal desvantagem dos solventes eutéticos profundos (DES) frente
aos solventes convencionais é a alta viscosidade, a qual dificulta a transferéncia
de massa entre soluto-solvente (DAI, Y., WITKAMP, G. J., VERPOORTE, R., &
CHOI, Y., 2013). Pensando nisso, neste trabalho foram adicionados 10% (v/v) de
agua aos DES logo ap6s a sua formagao com o intuito de facilitar a transferéncia
de massa durante o processo de extragao.

Além disso, a presenca de 10% (v/v) de agua nos DES altera a polaridade
do solvente e consequentemente a solubilidade dos compostos fendlicos nestes
solventes. Durante o processo, os DES constituidos pelos acidos latico e oxalico
foram os que apresentaram caracteristicas mais polares, seguidos pelos DES a

base de alcoois (glicerol e 1,2-propanodiol) (DAI, 2013).
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Para se comparar a eficiéncia de extragdo entre os solventes eutéticos
profundos (DES) e o etanol 100% utilizou-se a metodologia de compostos
fendlicos totais (TFC). Pode-se observar na Tabela 9 que todos os extratos obtidos
com os DES, exceto o CGH (ChCl:glicerol:agua), apresentaram eficiéncia de
extracdo superiores ao extrato etanodlico. Em relacdo aos DES, a eficiéncia de
extragao (valores de TFC) dependeram do par ChCI:HBD, sendo o maior valor
obtido foi com o par ChCl:1,2-propanodiol (CPH) (62,21+3,85). Além disso, 0s
DES a base de acido, também apresentaram rendimentos superiores ao etanol.
De acordo com DAI et al., (2014), os resultados para TFC obtidos com os
solventes a base de acido, formados pelo acido latico e acido oxalico, poderiam
ser explicados devido as interagdes por ligagdes de hidrogénio entre as moléculas
dos solventes e os compostos fendlicos, onde os principais constituintes
encontrados no alecrim sao acidos fendlicos, como o acido rosmarinico.

Em relagédo a atividade antioxidante avaliada pela metodologia FRAP, o
etanol foi o solvente que apresentou o menor valor entre os solventes avaliados,
como pode ser visto na Tabela 9 e Figura 14. O extrato obtido com etanol
apresentou capacidade antioxidante (49,13 mM trolox equivalente/ g alecrim) em
torno de trés vezes menor que os extratos obtidos utilizando DES como solvente
(126,23 a 183,82 mM trolox equivalente/ g alecrim), demonstrando que estes
solventes podem contribuir positivamente para a transferéncia de elétrons. A
capacidade dos DES em estabilizar compostos fendlicos pode ser explicada por
suas interagdes intermoleculares, principalmente devido as ligagbes de hidrogénio
entre os compostos fendlicos acidos encontrados nos extratos de alecrim e o
solvente. Estas iteracbes reduzem a degradacédo oxidativa, pois diminuem o
movimento das moléculas de soluto e, consequentemente, reduzem o contato

com o oxigénio na interface do DES e do ar (DAl et al., 2016).
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FIGURA 14 - COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (TFC) E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
(DPPH E FRAP) DE QUATRO DIFERENTES COMPOSTOS FENOLICOS PROFUNDOS (DES)
E ETANOL 100%.

FONTE: A autora, (2018).

Com relagcdo aos ensaios realizados pela metodologia DPPH, trés dos
solventes estudados, CGH (155,83 mM trolox equivalente/ g alecrim), CPH
(150,63 mM trolox equivalente/ g alecrim) e CAOH (137,65 mM trolox equivalente/
g alecrim), apresentaram atividade antioxidante de 4 a 18% superior a
apresentada pelo extrato etandlico (132,53 mM trolox equivalente/ g alecrim).
Além disso, o CGH foi o DES que apresentou o maior valor de DPPH e o menor
valor de FRAP, o que pode ser explicado pelos diferentes mecanismos de agao
dos métodos. Este solvente também possui o menor valor avaliado de TFC,

mesmo quando comparado ao etanol.

A partir dos resultados obtidos pela razdo entre DPPH e FRAP com TFC
pode-se avaliar melhor as diferencas nos mecanismos de ag¢ao dos DES. Para
todos os DES avaliados, os valores de FRAP/TFC variaram de 2,38 a 5,60, os

quais sdo superiores ao valor obtido para o etanol (FRAP/TFC = 1,32), o que
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indica que a atividade antioxidante esta relacionada a doacédo de elétrons.
Entretanto, quando o mecanismo é radicalar, avaliado pela metodologia de DPPH,

apenas o solvente CGH apresentou alta estabilidade.

5.3 ANALISE DE HPLC-DAD DOS COMPOSTOS FENOLICOS

Seis constituintes fendlicos encontrados nos extratos de alecrim (acido
rosmarinico, cafeina, 7-metilrosmanol, rutina, naringina e acido ferulico) foram
separados e quantificados pelo método HPLC-DAD estabelecido. Anteriormente
as analises, o método de HPLC foi validado de acordo com o INMETRO. A curva
de regressdo destes compostos apresentou boa linearidade comprovada pelo
coeficiente de determinagéo (R*>0,9972) e os valores encontrados para LD e LQ
dos analitos individuais mostraram que o método analitico era adequado, Tabela
10. O coeficiente de variagao (CV) para todas as concentragcées de compostos
fendlicos foi pequeno, sendo CV<2,5% para o acido rosmarinico; CV<5,5% para
cafeina; CV<2,4% para o 7-metilrosmanol; CV<4,1% para a rutina; CV<4,1% para
a naringina e CV<3,0% para o acido ferulico. Os resultados demostraram que o
meétodo desenvolvido é reprodutivel e possui os requisitos de repetibilidade e
estabilidade para o HPLC.

Considerando todos os solventes, incluindo o etanol, apenas o CAOH e o
CALH foram capazes de extrair os seis compostos fendlicos presentes no alecrim,
como mostra a Tabela 11. Os solventes CALH e CPH foram os que apresentaram
maior conteudo fendlico, assim como obtido pelo método TFC (Tabela 9). Além
disso, os extratos obtidos com CALH e CPH apresentaram abundancia em acido
rosmarinico (12675,96 e 13563,01 ug/g, respectivamente), especialmente quando
comparados ao extrato etandlico (5027,27 ug/g) O extrato CALH também
apresentou os maiores teores de cafeina (241,31 pg / g), rutina (519,90 ug/ g) e
acido ferulico (807,02 ug / g) quando comparado aos demais extratos. A cafeina
nao foi detectada no extrato obtido com CGH e sua concentragao nao apresentou
diferenca significativa nos extratos obtidos com CAOH, CPH e etanol. Em relagao
ao 7-metil-mananol, o maior rendimento foi obtido na extracdo com etanol

(11534,93 pg / g). A rutina n&o foi detectada no extrato de CPH e o etanol ndo foi
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capaz de extrair a naringina. O teor de acido ferulico no extrato etandlico foi o mais
baixo (135,36 ug / g) quando comparado aos outros solventes estudados. Em
geral, os resultados mostraram que os solventes DES apresentaram maiores
capacidades de extracao para os compostos acido rosmarinico, cafeina, rutina,
naringina e acido ferulico, quando comparados ao etanol, com exceg¢ao do acido

7-metilrosmanol.
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5.4 CINETICA DE DEGRADAGCAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
AVALIADA PELA METODOLOGIA DPPH e

A partir de leituras da absorbancia das amostras, utilizando a metodologia
de DPPH- para determinagao da capacidade antioxidante in vitro, pode-se tracar
a curva cinética dos compostos antioxidantes presentes nos extratos e avaliar, a
partir disso a eficacia dos mesmos em intervalos de tempo variaveis até que se
atingisse 72 horas. A extracéao foi realizada em banho de ultrassom, a temperatura
de 40°C, sendo a relacdo massa/volume entre o soluto e o tempo de extragao
fixados em 1:20 m/v e 2 horas, respectivamente.

Todos os extratos avaliados foram mantidos em temperatura controlada de
25°C. Os resultados de influéncia do tempo sob a redugdo da capacidade
antioxidante (expressa em porcentagem), conforme apresentado na Figura 15,
apresentaram diferenga significativa ao longo do tempo. A atividade de DPPHe da
amostra CGH, em relacdo a atividade antioxidante inicial, diminuiu
aproximadamente 40%, enquanto que as amostras de CAOH, CALH e CPH

diminuiram 35% e a amostra de etanol diminuiu 50%.
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FIGURA 15 - AVALIACAO DA INFLUENCIA DO TEMPO SOB A DEGRADACAO DA
CAPACIDADE ANTIOXIDANTE (%).

CGH - agua, glicerol e cloreto de colina; CALH — agua, acido latico e cloreto de colina; CPH —
agua, 1,2-propanodiol e cloreto de colina; CAOH — agua, acido oxalico e cloreto de colina.
FONTE: A autora, (2018).
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Os resultados apresentados na Figura 15 mostram que o decaimento
relativo da capacidade antioxidante foi maior nos extratos obtidos com o etanol do
gue nos extratos obtidos com os DES. Neste caso, o extrato obtido com o etanol
apresentou a maior perda relativa de atividade antioxidante, ou seja, em relagao
a sua atividade antioxidante inicial. Além disso, como proposto por ANISSI et al.,
(2014), as curvas cinéticas dos compostos antioxidantes mostraram que as
reacdes de degradacgao atingiram um estado estavel apdés um periodo, e isso
depende da relacéo entre a molécula do reagente DPPHe e a molécula do agente
antioxidante.

A cinética da atividade antioxidante mostrou uma fase de degradacéo inicial
e uma final atribuidas a diferentes fenédmenos. A reacao entre o reagente DPPHe
e os antioxidantes acontece pela transferéncia de um hidrogénio/elétron contido
na molécula do antioxidante para o reagente DPPH.. Embora o DPPH-H seja o
produto da reagao, outros complexos intermediarios podem ser formados, onde a
caracteristica inicial da reagdo é de grande rapidez, atribuida a oxidagéo dos
antioxidantes pelo DPPH e subsequente lentiddo, regida pelas reagdes
secundarias dos intermediarios oxidados. (ANISSI et al., 2014; MENDEZ-
LAGUNAS et al., 2017).

Neste trabalho, os parametros e os coeficientes de determinagdo da
equacao cinética de primeira ordem, assim como da equagao cinética empirica de
Weibull, foram determinados com auxilio do software OriginPro 8.5 e o desvio
meédio quadratico (RMSD do inglés, root-mean-square-deviation) foi utilizado para
comparar as concentragdes experimentais com as obtidas pelos modelos

cinéticos, sendo que quanto maior o seu resultado, menor a qualidade do ajuste.
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FIGURA 16 - APLICACAO DO MODELO DE WEIBULL NAS CURVAS DE DEGRADACAO DA
CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS FENOLICOS.
CGH — agua, glicerol e cloreto de colina; CALH — agua, acido latico e cloreto de colina; CPH —

agua, 1,2-propanodiol e cloreto de colina; CAOH — agua, acido oxalico e cloreto de colina.
FONTE: A autora, (2018).

Os resultados apresentados na Tabela 12 indicam que o modelo de
Weibull apresentou uma melhor correlagdo aos dados experimentais para todos
os extratos avaliados. Os valores encontrados para a forma constante () variando
de 0,097 a 0,417, indicou que no inicio a reacado de degradacao dos compostos
antioxidantes ocorre rapidamente. A partir dos valores da constante cinética de
Weibull (ka) foi possivel obter o tempo de meia-vida (t1/2) dos extratos, os quais
variaram entre 7 e 49 dias, sendo que o tempo de meia-vida do extrato etandlico

foi 0 menor dentre todos os extratos avaliados. E possivel perceber que além da
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maior eficiéncia de extracao dos DES, os mesmos apresentam maior capacidade

de estabilizagdo dos compostos fendlicos em relagéo ao etanol.
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6. CONCLUSAO

A avaliacdo do potencial extrativo dos solventes eutéticos (DES)
profundos quanto aos compostos fendlicos presentes no alecrim mostrou que
estes solventes possuem uma grande poténcia de extracdo dos compostos
fendlicos e também uma grande capacidade para estabilizar biomoléculas
quando comparados a outros solventes convencionais, neste caso o etanol.
Entre os DES avaliados, o que apresentou o maior valor para a quantidade de
compostos fendlicos totais, ou seja, o que apresentou o maior rendimento de
extracao, foi o CPH (cloreto de colina:agua:1,2-propanodiol) (62,21+3,85 mg/qg).
Além disso, os DES com caracteristicas acidas, CAOH (cloreto de
colina:agua:acido oxalico) e CALH (cloreto de colina:agua:acido latico),
apresentaram rendimentos de extracao superiores ao obtido com o etanol 100%,
isso pode ser explicado devido as interagdes por ligagdes de hidrogénio entre as
moléculas dos solventes e os compostos fendlicos, onde os principais
constituintes encontrados no alecrim sdo acidos fendlicos, como o acido
rosmarinico, como foi mostrado pela analise de HPLC. Quanto a avaliacdo da
capacidade antioxidante dos extratos obtidos pelas metodologias de DPPHe e
FRAPe, 0 DES CGH (cloreto de colina:agua:glicerol) foi o que apresentou o
maior valor para DPPHe. A razdo entre a eficiéncia de extragdo (TFC) pela
capacidade antioxidante (DPPH/FRAP) mostra que, ndo necessariamente o
solvente que obteve o maior rendimento, foi o que apresentou o melhor resultado
de extracdo. Neste caso, o0 solvente que apresentou a melhor relagcao
TFC/(DPPH/FRAP) foi o CGH, indicando sua alta capacidade em estabilizar as
biomoléculas presentes no alecrim.

O ensaio cinético para avaliar a degradacao da capacidade antioxidante
dos compostos fendlicos extraidos mostrou que a capacidade antioxidante do
extrato etandlico foi menor durante todos os periodos de analise em comparagao
com os extratos obtidos pelos DES. Segundo o modelo de Weibull, a meia vida
(t1/2) variou de 7 a 49 dias para os extratos obtidos com os DES, sendo que o
extrato etandlico apresentou o menor tempo de meia vida dentre os extratos

obtidos. Este resultado demonstra a maior capacidade dos DES em estabilizar
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os compostos fendlicos extraidos do alecrim e consequentemente garantir a sua

atividade antioxidante.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Explorar outras matrizes de compostos fendlicos aplicando

diferentes solventes eutéticos profundos (DES);

e Analisar a aplicabilidade dos extratos obtidos a partir dos solventes
eutéticos profundos em 6leo comercial e avaliar a possivel substituicdo de
antioxidantes sintéticos, a exemplo o BHA e BHT.

e Analisar a atividade antimicrobiana dos extratos;

¢ Avaliar a atividade antioxidante aplicando metodologias in vivo.
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