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RESUMO

Diversas pesquisas sao realizadas com a finalidade de desenvolver
metodologias para extracdo e separagcdo de compostos bioativos. Esse interesse se
da pela ampla aplicacdo em produtos alimenticios, farmacos e cosméticos, a fim de
promover a saudabilidade e o bem-estar da populagdo. Desde sua introdu¢cdo em
2003, os solventes eutéticos profundos (DES do inglés - deep eutectic solvent) vém
sendo aplicados como agentes extratores desses compostos, uma vez que sao
preparados de forma simples, possuem baixo custo, além de apresentarem baixa ou
nenhuma toxicidade. Os DES sao obtidos por duas ou mais substancias capazes de
formar ligagdes de hidrogénio e o estudo da interagdo dessas moléculas, bem como
do composto de interesse auxilia na eficiéncia da extragdo. Diante deste contexto,
esse trabalho tem como objetivo o emprego de solventes e processos mais
compativeis com o meio ambiente, para obtencdo de compostos bioativos presentes
na Curcuma longa L. (rizoma, folha e flor). Para isso, o trabalho avaliou a bioatividade
dos extratos a partir de analises in vitro (capacidade antioxidante, fendlicos totais,
atividade antimicrobiana, quelante de ferro, efeito na atividade enzimatica das
colinesterases e a-amilases) e in vivo (avaliagao da citoxicidade e genotoxicidade em
células de Allium cepa L.). De forma a auxiliar a etapa de extragdo, conferindo esse
maior embasamento tedrico a selecdo dos solventes de extracado, foram avaliados
neste trabalho o comportamento de fases (equilibrio sélido-liquido) tanto experimental
quanto por meio dos modelos preditivos tipo COSMO (COnductor-like Screening
Model), em solugdes aquosas de DES e compostos bioativos (curcumina, quercetina,
cafeina e acido galico). Na etapa de otimizagao do processo de extragao, os seguintes
parametros foram selecionados: dois DES hidrofébicos (mentol + acido laurico e
mentol + acido acético), temperatura de 45 °C e tempos de 2 até 3 horas. Os extratos
apresentaram atividades biolégicas em todas as analises testadas e ndo foram téxicos
em células de A. cepa. A curcumina, extratos e DES apresentaram alta capacidade
de inibir a atividade da a-amilase, sem gerar degradagdo na sua estrutura. O
comportamento de fases revelou que a adicdo de agua ao solvente promove o
aumento da solubilidade da curcumina e da quercetina. Para o acido galico, o cloreto
de colina proporcionou efeito hidrétropo, comportamento esse registrado pela primeira
vez na literatura. A cafeina demonstrou ser mais soluvel em agua pura do que nestes
solventes. Os modelos tipo COSMO auxiliaram no entendimento da interagao desses
compostos bem como na selecao dos solventes. Os resultados obtidos demonstram
que os DES selecionados apresentam alta capacidade de extragdo dos compostos
bioativos presente na Curcuma longa L., sendo uma alternativa ao uso de solventes
organicos. As atividades bioldgicas e a néo toxicidade indicam que os extratos podem
ser empregados no desenvolvimento de produtos nas areas de farmacos, cosméticos
e principalmente de alimentos.

Palavras-chave: Otimizacdo de extracdo; Atividade biolégica; Solventes

Eutéticos Profundos; Curcumina, quercetina, acido galico e cafeina; Modelo COSMO.



ABSTRACT

Several researches are carried out with the aim of developing methodologies
for extraction and separation of bioactive compounds. This interest is due to the wide
application in food products, pharmaceuticals and cosmetics, in order to promote the
healthiness and well-being of the population. Since its introduction in 2003, deep
eutectic solvents (DES) have been applied as extracting agents for these compounds,
since they are simply prepared, have low cost, and have low or no toxicity. DES are
obtained by two or more substances capable of forming hydrogen bonds and the study
of the interaction of these molecules, as well as with the compound of interest, helps
in the extraction efficiency. Given this context, this work aims to use solvents and
processes more compatible with the environment, to obtain bioactive compounds
present in Curcuma longa L. (rhizome, leave and flower). For this, the work evaluated
the bioactivity of the extracts from in vitro analyzes (antioxidant capacity, total
phenolics, antimicrobial activity, iron chelator, effect on the enzymatic activity of
cholinesterase’s and a-amylases) and in vivo (assessment of cytotoxicity and
genotoxicity in Allium cepa L. cells). In order to help the extraction step, giving this
greater theoretical basis to the selection of extraction solvents, the phase behavior
(solid-liquid equilibrium) was evaluated in this work, both experimentally and by means
of COnductor-like Screening Model (COSMO) in aqueous solutions of DES and
bioactive compounds (curcumin, quercetin, caffeine and gallic acid). In the extraction
process optimization step, the following parameters were selected: two hydrophobic
DES (menthol + lauric acid and menthol + acetic acid), temperature of 45 °C and times
of 2 to 3 hours. The extracts showed biological activities in all analyzes tested and
were not toxic to A. cepa cells. Curcumin, extracts and DES showed a high capacity
to inhibit the activity of a-amylase, without causing degradation in its structure. The
phase behavior revealed that the addition of water to the solvent increases the
solubility of curcumin and quercetin. For gallic acid, choline chloride provided a
hydrotrope effect, a behavior recorded for the first time in the literature. Caffeine has
been shown to be more soluble in pure water than in these solvents. COSMO-type
models helped in understanding the interaction of these compounds as well as in the
selection of solvents. The results obtained demonstrate that the selected DES have a
high extraction capacity of the bioactive compounds present in Curcuma longa L.,
being an alternative to the use of organic solvents. The biological activities and non-
toxicity indicate that the extracts can be used in the development of products in the
areas of pharmaceuticals, cosmetics and especially food.

Key-words: Extraction optimization; Biological activity; Deep Eutectic Solvents;

Curcumin, quercetin, gallic acid and caffeine; COSMO model; Solubility.
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CAPITULO 1 - INTRODUGAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO

Os compostos bioativos com alto potencial antioxidante sao metabdlitos
sintetizados por plantas que, devido as suas propriedades nutracéuticas, podem ser
extraidos e empregados em alimentos processados, nas industrias farmacéutica e de
cosmeéticos. Ha diversas evidéncias que esses compostos apresentam potencialidade
para serem utilizados pelos seres humanos a fim de promover saude e reduzir os
riscos de doencgas crénicas, como doencgas cardiovasculares, cancer e Alzheimer.

Os antioxidantes sintéticos, como o BHA (2,3-terc-butil-4-hidroxianisol) e o BHT
(2,6-di terc-butil-p-creso), sdo empregados nos mais diversos produtos por industrias
de alimentos, cosméticos e de farmacos, com finalidade de aumentar a vida util dos
produtos, atuar como conservantes e/ou antioxidantes. No entanto, apesar de serem
considerados seguros, alguns estudos relatam que quando consumidos em excesso
ou quando combinados com algumas substancias, podem apresentar riscos a saude
humana.

Sendo assim, ha uma constante busca por extrair, separar e utilizar
antioxidantes de matrizes naturais, como a curcumina. A curcumina € um composto
polifendlico derivado dos rizomas do acafrdo-da-terra (ou curcuma), de alta
potencialidade antioxidante e com comprovados efeitos farmacoldgicos, anti-
inflamatoérios e anticarcinogénicos. Além disso, a curcumina apresenta grande
potencial para ser utilizada como inibidora da atividade enzimatica da a-amilase,
podendo ser aplicada pela industria farmacéutica e alimenticia com intuito de inibir a
hidrélise do amido no corpo humano.

Por ser pouco soluvel em agua, alguns solventes organicos s&o utilizados para
extracdo e separacdo da curcumina, como por exemplo, o etanol, o metanol e a
acetona. No entanto, mesmo apresentando grande capacidade de extragdo, os
solventes orgéanicos podem ser toxicos, nao biodegradaveis e de alto valor agregado,
0 que acarreta problemas ambientais e custo elevado do produto final.

Dessa forma, como alternativa a utilizagdo de solventes organicos, sao

estudadas as potencialidades de solubilizacdo de solventes verdes, como o0s
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solventes eutéticos profundos, ou DES, do inglés Deep Eutectic Solvents. Os DES
foram propostos em 2003 por Abbott e colaboradores como uma nova classe de
solventes composta por dois ou mais componentes, sendo que, um desses atua como
doador de hidrogénio (HBD — Hydrogen Bond Donor) e outro como receptor de
hidrogénio (HBA — Hydrogen Bond Acceptor). Os sais quaternarios de amonio, como
o cloreto de colina, o mentol e a betaina, sdo exemplos de compostos utilizados como
HBA. Enquanto como HBD s&o empregadas as aminas, amidas, agucares, alcoois e
acidos carboxilicos, por exemplo.

Além de serem considerados de baixo custo e simples preparo, os DES se
destacam por possuirem pouca ou nenhuma toxicidade, diminuindo os custos de
processo, uma vez que, dependendo da aplicacdo pretendida, pode dispensar a
necessidade de etapas de separacgao e purificagao soluto/solvente.

Os solventes sado parametros importantes durante os processos de separacao,
extracdo e solubilizagdo do composto alvo. Tanto a compreensao das caracteristicas
das moléculas envolvidas, bem como o entendimento das interagdes entre soluto e
solvente, se fazem necessarios.

Assim, ressalta-se a importancia da obtengdo de dados de solubilidade, a
predicdo, com emprego de modelos tipo COSMO (do inglés - COnductor-like
Screening Model), por exemplo, analises de densidade, viscosidade, entre outras, que
auxiliam na eficiéncia dos processos de separacao e purificacdo dessas biomoléculas.

Além disso, no caso de compostos hidrofébicos a aplicacdo de aditivos em
meio aquoso pode ser uma alternativa para aumentar a solubilidade desses solutos.
Por exemplo, a adicdo de alguns sais na agua, como o cloreto de colina, pode gerar
os fendmenos de salting-in ou salting-out causando alteragao na solubilidade. Além
dos sais, os agucares e os DES, sdo exemplos de compostos que podem ser utilizados
como aditivos em meio aquoso com intuito de alterar o comportamento da solubilidade
dos compostos.

Contudo, sabe-se que ao misturar compostos de alta polaridade com os DES,
caso da agua, sua estabilidade é afetada dependendo da concentragdo, bem como
suas caracteristicas fisico-quimicas de polaridade, viscosidade e densidade, por
exemplo. Em alguns casos, quando DES é adicionado em agua, ha quebra das

ligacbes de hidrogénio formadoras do DES e havera uma mistura simples dos
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compostos utilizados no seu preparo. No entanto, a melhora na solubilizagcado da
biomolécula alvo, pode ser o ponto mais importante.

Algumas biomoléculas, como a curcumina, quercetina, acido galico e a cafeina
sdo amplamente estudadas e aplicadas em diversas industrias, principalmente a de
alimentos, devido suas propriedades, como capacidade de atuarem como agentes
antioxidantes. A quercetina e a curcumina, moléculas hidrofobicas, sdo exemplos de
compostos que podem ser solubilizados em solugbes aquosas com aditivos, para
analise das possiveis alteragbes e aumento da solubilidade. O acido galico, por sua
vez, quando acrescentado em meio aquoso e sal, pode gerar efeito hidrotropo. Neste
caso, ocorre aumento e reducdo da solubilidade do acido galico dependendo da
concentragao do sal, sendo este considerado um efeito bastante complexo, contudo,
muito interessante do ponto de vista industrial. A cafeina, dentre as trés biomoléculas
citadas, € a que apresenta a maior afinidade com agua, sendo assim, aditivos em
agua podem gerar uma competicdo de solubilizagao entre agua e cafeina e agua e
aditivo, com consequente reducgao da solubilidade.

Para auxiliar no melhor entendimento das interacdbes moleculares sao
empregados modelos preditivos, como os tipo COSMO. A partir do uso destes
modelos, pode-se calcular o coeficiente de atividade dos componentes da solugéo,
avaliagao do percentual de cargas polares e apolares das moléculas envolvidas, entre
outros parametros. Auxiliando na selecao do solvente mais adequado para a molécula
de interesse, reduzindo trabalhos laboratoriais, uso de reagentes e tempo de estudo.

Diante do exposto, percebe-se que para uma adequada aplicagao industrial, o
conhecimento das interacdes entre soluto e solvente é necessaria. Além disso, o
conhecimento das possiveis atividades bioativas que estes possam apresentar, €
outro parametro que deve ser avaliado. As atividades bioldgicas que esses extratos
e/ou solventes podem ter sdo diversas. Podem ser avaliadas a capacidade de inibigao
das atividades enzimaticas das colinesterases e as a-amilases, capacidade
antimicrobiana, antioxidante e a capacidade de quelagdo do ion de Fe?*. Uma vez
determinadas as atividades bioldgicas dos extratos, € possivel propor e desenvolver
processos e produtos mais compativeis com o consumo humano. Nesse contexto, a
determinacao de citotoxicidade e genotoxicidade dos solventes e extratos obtidos se

tornam essenciais.
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Sao inumeras as combinagdes possiveis no preparo dos DES, que apresentam
diversas vantagens frente aos solventes convencionais. Além disso, estes solventes
possuem potencial para atuar como agentes extratores de diversas matrizes naturais.
Dessa forma, percebe-se uma constante necessidade de avaliar, pesquisar e explorar
processos de extragcdo e separagao de compostos bioativos naturais, de alto valor
agregado para as industrias de alimentos, de farmacos e cosméticos. Para isso, se
faz necessario a otimizacao dos processos de extracao e separagao, estudo de novas
técnicas e o emprego de solventes seguros e de baixa toxicidade que minimizem os
impactos ambientais causados por esses processos. Além disso, para eficiéncia dos
processos de extragao € necessaria a determinagcado dos dados de solubilidade. Ja a
avaliacdo das mais diversas atividades bioldgicas que os extratos obtidos possam
apresentar, se justifica para futuras aplicagdes destes em produtos destinados ao
consumo humano.

Diante do exposto, pretende-se que este trabalho contribua para a melhor
compreensao quanto o potencial de aplicacdo dos DES para extragao e separagao de

compostos bioativos, auxiliando no entendimento das interagdes soluto e solvente.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar o emprego de solventes e
processos compativeis com a natureza, na extracdo de compostos bioativos
presentes na Curcuma longa L., rizoma, folha e flor, e dessa forma obter extratos e
fracbes com potencial de desenvolvimento de produtos nas areas de alimentos,

cosmeéticos e farmacos.

1.2.2 Objetivos especificos

Para atingir o objetivo geral, foram estipulados os seguintes objetivos

especificos:

¢ Identificar, por meio da reviséo de literatura, os principais compostos bioativos

presentes na Curcuma longa L.;
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Selecionar solvente, temperatura e tempo no processo de extragdo dos compostos
bioativos presente no rizoma, folha e flor da Curcuma longa L.;

Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos de diferentes partes da Curcuma
longa L., por meio dos métodos de DPPH, FRAP e flavonoides totais;

Avaliar capacidade quelante do ion de Fe?*, atividade antimicrobiana, efeito nas
atividades enzimaticas das colinesterases e a-amilases dos extratos e dos DES
selecionados;

Avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade dos DES e extratos (DES e rizoma, folha
ou flor da Curcuma longa L.) em células de Allium cepa L.;

Analisar a interagdo da a-amilase pancreatica suina com o extrato de DES e rizoma
da curcuma para verificar as alteracbes da atividade enzimatica, empregando as
técnicas de Calorimetria de Titulagao Isotérmica, Dicroismo Circular, Fluorescéncia
e Docking Molecular,

Determinar a solubilidade das biomoléculas de interesse do projeto (curcumina,
quercetina, acido galico e cafeina) em solugdes aquosas de DES e seus compostos
individuais;

Empregar modelos tipo COSMO para predigdo da solubilidade das biomoléculas
(curcumina, quercetina, acido galico e cafeina) em solu¢gdes aquosas de DES e
seus constituintes individuais;

Determinar o coeficiente de atividade, perfil sigma e percentual de polaridade dos
compostos envolvidos por meio do emprego de modelos tipo COSMO, para melhor

compreensao das interagcdes moleculares.
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CAPITULO 2 - REVISAO DA LITERATURA E ESTADO DA ARTE

2.1 REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo € descrito o estado da arte, relacionado ao tema de interesse do
trabalho, que esta apresentado como: Compostos Bioativos; Antioxidantes, Curcuma
longa L., Composi¢ao quimica da Curcuma longa L., Métodos convencionais para a
extragcdo dos antioxidantes, Solventes empregados na extragdo dos antioxidantes,
Solventes Verdes, Solventes Eutéticos Profundos (DES) e Aplicagdo dos DES para

extracdo de biomoléculas.
2.2 COMPOSTOS BIOATIVOS

Cada vez mais ha um aumento expressivo em pesquisas referente ao estudo
de compostos bioativos em alimentos. Este fato se deve principalmente ao
reconhecimento da relagao entre dieta e saude. Evidéncias mostram que informacoes
de uma nutricdo personalizada podem acarretar uma melhora direta nos efeitos
biolégicos do corpo humano, proporcionando uma vida mais longa e saudavel
(DUARTE; REIS, 2019).

O consumo regular de frutas, hortaligas, cereais, graos e legumes esta atribuido
aos beneficios a saude, por apresentarem os nutrientes essenciais ao corpo humano.
Além disso, sdo fontes de compostos bioativos (CBA), que por definicdo, sao
metabalitos sintetizados por plantas, encontrados na natureza com ampla variagao na
estrutura quimica (SEPTEMBRE-MALATERRE; REMIZE; POUCHERET, 2018). Os
CBAs podem ser divididos em trés principais classes presentes na dieta humana
habitual, sendo estas: os polifendis, carotenoides e os glicosinolatos (HORST; CRUZ;
LAJOLO, 2016).

Diversas pesquisas evidenciam que a ingestdo frequente dos CBAs, por
possuirem alta capacidade antioxidante, associam-se com um menor risco de
doencas cronicas nao transmissiveis (STEINBRECHER; IMPTSCH; HUSING, 2009;
TRESSERRA-RIMBAU; GUASCH-FERRE; SALAS-SALVADO, 2016), como as
doengas cardiovasculares, cancer, Alzheimer (PURI; SHARMA; BARROW, 2012),
entre outras, além da redugdo na taxa precoce da mortalidade (AUNE; KEUM;
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GIOVANNUCCI, 2018). Por estas razdes, o emprego de CBAs nas industrias de

alimentos e farmacos é cada vez mais comum.
2.3 ANTIOXIDANTES

A industria de alimentos utiliza antioxidantes para melhorar a estabilidade dos
seus produtos, evitando e reduzindo a oxidacgao lipidica, e também aumentando o
valor comercial dos mesmos. Segundo Ramalho e Jorge (2006) os compostos
fendlicos BHA (2,3-terc-butil-4-hidroxianisol), BHT (2,6-di terc-butil-p-cresol),
tercbutilhidroquinona (TBHQ) e propil galato (PG) sao antioxidantes sintéticos e os
mais utilizados para tais finalidades, na FIGURA 1 encontram-se as estruturas

quimicas destes compostos.

FIGURA 1 — ESTRUTURAS QUIMICAS DO BHA, BHT, PG E TBHQ

OH OH
©/C(CH,)‘ (CH,,C \©/C(CH,),
OCH, CH,

BHA BHT
OH OH
HO. i JOH i ~C(CH,),
COOC,H, OH
PG TBHQ

FONTE: Ramalho e Jorge (2006).

Tanto o BHA como o BHT sado amplamente utilizados pela industria alimenticia
e essa larga aplicagao se deve ao fato de serem considerados seguros pelo governo
norte americano, sendo classificados como GRAS, (do inglés — Generally Recognized
As Safe), por possuirem baixa ou nenhuma agao carcinogénica nos testes aplicados
(RODRIGUES et al., 2013).

No entanto, alguns estudos relatam efeitos adversos a saude devido a ampla
utilizacao desses antioxidantes sintéticos nos alimentos (DEVATKAL; NARSAIAH,;
BORAH, 2010). Estes fatos fomentam cada vez mais a busca por antioxidantes
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naturais que podem ser extraidos de plantas, raizes e parte das plantas, sendo mais
aceitos pelos consumidores do que os antioxidantes sintéticos, possuindo também a
capacidade de aumentar a vida util dos alimentos.

Diversos alimentos estao sendo explorados como potenciais fontes naturais de
antioxidantes por multiplos autores. Dessa forma, uma gama de estudos se concentra
na investigacdo da atividade antioxidante de diferentes fontes naturais, tais como,
sementes e suco de roma (DERAKHSHAN et al., 2018), améndoas (DAMMAK et al.,
2018), limao (AL-QASSABI et al., 2018), curcumina (ALISI et al., 2018), acido galico
(BADHANI; SHARMA; KAKKAR, 2015), quercetina (XU et al., 2019), entre outros.

2.4 CURCUMA LONGA L.

A curcuma (Curcuma longa L.), também denominada de agafrdo-da-terra, &
uma planta medicinal pertencente a familia Zingiberaceae, a mesma do gengibre e do
cardamomo. Ela faz parte de centenas de plantas que possuem raizes ou rizomas
subterraneos como hastes que pertencem ao género Curcuma, como pode ser
observado na FIGURA 2 (JAYAPRAKASHA; JAGANMOHAN RAO; SAKARIAH, 2005;
GUPTA; KISMALI; AGGARWAL, 2013).

Originaria do sul da india, & uma planta muito cultivada na China, Kuwait,
Indonésia e Sri Lanka. E de cultivo simples ndo exigindo tratos culturais especiais,
desenvolve-se bem em diversas condi¢des tropicais, em temperaturas de 20 até 30 °C
e em altitudes variadas. Seu alastramento se da pela divisdo das raizes ou rizomas e
sua colheita é realizada quando as folhas estdo amareladas, sendo estes retirados da
terra, lavados e secos para serem processados (GOVINDARAJAN, 1980).

No Brasil, os estados de Goias, Mato Grosso, Sdo Paulo e Minas Gerais
apresentam a maior concentracdo de cultivos. Mara Rosa (GO) € o municipio
responsavel por 95% da produgéo nacional, chegando a uma produtividade anual de
aproximadamente 15 mil toneladas. A produgao no Brasil se da na entressafra da
india, o que facilita a negociagdo da ciircuma entre os paises e melhora do prego. Em
2001, Mara Rosa exportou cerca de 30 toneladas de curcuma em p6 para india e,
devido as oportunidades de mercado a busca pelo processamento da curcuma e
geragéao de produtos com um maior valor agregado estado cada vez mais em alta, como

€ o exemplo da curcumina, a oleorresina e o amido de curcuma (BERNI et al., 2014).



30

FIGURA 2 — IMAGEM ILUSTRATIVA DA PLANTA CURCUMA LONGA L.

FONTE: Schneider (2021).

Os rizomas sdo muito utilizados como corantes e condimentos devido sua
coloragdo amarela e aroma caracteristico, além de ser amplamente aplicado por suas
propriedades medicinais, uso em cosmeéticos e praticas religiosas citados em textos
antigos (CHATTOPADHYAY et al., 2004).

2.4.1 Composig¢ao quimica da Curcuma longa L.

Os rizomas da Curcuma sao constituidos por proteinas, lipideos, carboidratos,
minerais € umidade, em que a composi¢cdo pode se diferenciar em relacdo as
caracteristicas da regidao de producdo, pratica de cultivo, uso de fertilizantes e
maturidade dos rizomas. A Curcuma oriunda da india constitui-se aproximadamente
de 69,4% de carboidratos, 13,1% de umidade, 6,3% de proteinas, 5,1% de lipideos e
3,5% de minerais (CHATTOPADHYAY, 2004).

Dentre estes constituintes majoritarios, estdo presentes ainda, os O6leos

essenciais e os pigmentos curcumindides responsaveis pela coloragdo amarela
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caracteristica da Curcuma (PERKO et al., 2015). Na TABELA 1 encontram-se a
composicao centesimal obtida por alguns pesquisadores ao avaliar a Curcuma seca
e in natura. Os produtos de degradacédo do amido formados durante a secagem nao

foram analisados.

TABELA 1 — COMPOSIGCAO CENTESIMAL DO RIZOMA DE CURCUMA SECO E IN NATURA
CULTIVADOS EM MINAS GERAIS (MG) E EM SAO PAULO (SP).

Base Umida (%) @Curcuma Seca (MG) @Curcuma Seca ®Curcuma in natura (MG)
(SP)
Cinzas 8,5 59 6,4
Fibras 3,0 1,6 55
Lipideos 51 3,4 7,2
Amido 19,0 34,0 35,3
Proteina 10,7 12,2 11,6
Acucar Redutor 7,0 3,2 1,2
Umidade 8,0 9,3 74,7
Oleorresina (fracdo 7,3 7,3 3.1
volatil)
Oleorresina (fragao fixa) 1,4 1,4 4.4
N&o analisado 30,0 15,0 69,6

FONTE: @Braga, Leal e Meireles 2003 e ®)Cecilio Filho et al., 2000.

Na fracao volatil de oleorresina esta presente o 6leo essencial formado por
varios compostos responsaveis pelo aroma. O aroma caracteristico da Curcuma é
devido a presencga de cetonas sesquiterpénicas formadas por aproximadamente 59%
de ar-turmerona, dehidroturmerona e turmerona (SINGH et al., 2010).

Ja na fragao fixa da oleorresina encontram-se os curcumindides que sao
constituidos  principalmente de misturas de pigmentos de curcumina,
demetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina em concentragdes aproximadas de 77%,
17% e 3%, respectivamente (GUPTA; KISMALI; AGGARWAL, 2013; ALMEIDA et al.,
2018), na FIGURA 3 sao apresentadas as estruturas quimicas desses pigmentos.

A curcumina se destaca como sendo a mais importante fragdo da curcuma,
uma vez que, € muito utilizada para a prevencao e tratamento de varias doencas,
como o cancer, diabetes, alergias e outras doencgas crénicas, devido ao seu potencial
antioxidante, anti-inflamatério, antimicrobiano e atividades antiparasitarias (ASAI,
NAKAGAWA E MIYAZAWA, 1999), utilizada em cosméticos como cremes faciais

(MIQUEL et al.,, 2002), ja na industria alimenticia & aplicada como suplemento
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nutricional dos alimentos, comercializada como capsulas e xaropes, e pelo seu alto
poder de coloragcdo € empregada como corantes em queijos, manteigas e outros
produtos (JAYAPRAKASHA; RAO; SAKARIAH, 2005; LEE; CHOUNG, 2011).

FIGURA 3 — ESTRUTURA E FORMULA QUIMICA DOS PIGMENTOS DA CURCUMA:
BISDEMETOXICURCUMINA, DEMETOXICURCUMINA E CURCUMINA

Estrutura Quimica Foérmula Quimica
o OH TH3
o) o]
HiC™ O = AN O
C31H304
OH Curcumina oH

O  OH TH3
o)
~ N
C20H2505
OH OH

Demetoxicurcumina

(o} OH
CIQH“«,O_,;
OH OH

Bisdemetoxicurcumina

FONTE: Koop (2012).

Dessa forma, diversas pesquisas concentram seus objetivos em determinar as
condicbes 6timas de extracdo dos compostos antioxidantes de matrizes naturais,
determinando os melhores parametros, mecanismos e técnicas de extracio, tempo,
temperatura, solvente, sendo estes fundamentais e muito importantes para acarretar
uma extracgao eficiente (BONILLA et al., 2015).

2.5 METODOS CONVENCIONAIS PARA EXTRACAO DE ANTIOXIDANTES

Os métodos de extracdo e escolha do solvente sdao determinantes para
maximizar a eficiéncia de separacdo do composto de interesse.

A eficiéncia da extracao pode ser influenciada por diversos fatores, tais como:
tipo de solvente, razao entre solido/solvente, tempo, temperatura, pH, entre outros. A
extracdo é a primeira etapa para o isolamento e a purificacdo de compostos, sendo
que varias técnicas podem ser aplicadas para esse fim, como, por exemplo, a técnica
Soxhlet (SANTOS, 2013a), a extragao por fluidos supercriticos (GELMEZ; KINCAL,;
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YENER, 2009), assistida por micro-ondas (CUJIC et al., 2016; MAZZUTTI, 2016) e,
umas das mais utilizadas a extragéo assistida por ultrassom.

No QUADRO 1 sdo apresentadas as principais aplica¢des, algumas vantagens
e limitagcoes das técnicas de extracdo Soxhlet, supercritica, micro-ondas e ultrassom,

citadas anteriormente.

QUADRO 1 - VANTAGENS E LIMITACOES DAS TECNICAS DE EXTRACAO SOXHLET,
SUPERCRITICA, ULTRASSOM E MICRO-ONDAS

TECNICA DE x APLICAGOES
EXTRACAO VANTAGENS LIMITACOES PRINCIPAIS
- - ) - Uso excessivo de
- Extragdo eficiente; . ~
solvente; - Extracéo de
- Soluto/solvente quase e - .
) - Utilizagao de solventes lipideos;
A sempre em contato; A ;
(ASoxhlet . ) organicos; -Alimentos,
- Processo simples; . P
. . ~ - Altas temperaturas; farmacéutica e
- Sem necessidade de filtragcao <
g ~ - Tempo longo de cosmeéticos.
apos extragao. ~
extragao.
- Rapida: - Muitos paramgtrgs para —C(_)mpost(?s
. . otimizagao; bioativos;
®Sy i - Baixo consumo de solventes; -C | ) Al ¢
percritica - Extrato concentrado: omplexo uso; imentos,
8 . ’ - Alto consumo farmacéutica e
- Método seletivo. ” o
energético. cosmeéticos.
- Redugéo do tempo e
temperatura de processo; -Compostos
- Aumento da transferéncia de omp i
. . bioativos;
A calor; - Possivel dano por ;
(AUItrassom ~ SN -Alimentos,
- Operacéo por batelada ou radicais livres. f .
S armacéutica e
continua; cosmeéticos
- Efeito na atividade enzimatica; '
- Baixo consumo de solventes.
-Compostos
BN - Rapida; - O solvente é o principal bioativos;
(B)Micro- . X
ondas - Moderado consumo de amostra resp~onsa\{el p<_a|a~ -Allmentps,
e solvente. absorgao da irradiagao. farmacéutica e
cosméticos.

FONTE: WFELLOWS, 2009; BXCHEMAT et al., 2011.

A técnica de extracdo assistida por ultrassom utiliza ondas mecanicas com
frequéncias maiores que 20 KHz (CASTRO et al., 2011; CHEMAT et al., 2011), que
pode se propagar em meios solidos, liquidos e gasosos. A cavitagdo € um dos
fendmenos produzidos quando o ultrassom se propaga nos liquidos e ocasiona a
formagdo de cavidades, que através da migracdo dos gases dissolvidos geram

microbolhas, que diminuem e aumentam de tamanho, e estes ciclos de expanséo e
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compressao ocorrem até que as bolhas implodem e liberam calor, exercendo elevadas
pressdes proximas a regido de imploséo (VEILLET et al., 2010; CARCEL et al., 2012).

As colisbes geradas pelas microbolhas provocam o rompimento das células
vegetais e facilitam a difusdo do solvente extrator para o interior da matriz,
aumentando a eficiéncia de extragcdo. Concomitantemente, com o calor liberado
durante as implosdes existe um aumento da solubilidade. Assim, ao mesmo tempo
ocorre a agitagao e a extragdo dos compostos presentes na mistura, o que reduz
consideravelmente o tempo de extracdo quando comparado aos métodos tradicionais
de extracao (VILKHU et al., 2008; VEILLET et al., 2010; CHEMAT et al., 2011).

O método de extragao assistida por ultrassom pode ser realizado em diversos
equipamentos, sendo um dos mais comumente utilizado o banho de ultrassom
(JERMAN et al.,, 2010). O banho de ultrassom se caracteriza como sendo um
dispositivo relativamente simples. A eficiéncia do processo depende da intensidade e
da distribuicdo da energia ultrassdnica que sera disposta no sistema. O tamanho e a
posicdo que a amostra é colocada no interior do recipiente também interferem na
qualidade da extracédo (CHEMAT et al., 2011).

Outros parametros devem ser avaliados quando se utiliza o ultrassom, como,
por exemplo, a temperatura de extracdo e a frequéncia das ondas empregadas.
Geralmente, os banhos apresentam uma faixa de intervalo de trabalho que varia de
20a40KHz (CASTRO et al., 2011). A intensidade da sonicagéao, a presenga de gases,
o tamanho das particulas, a pressao interna aplicada, a viscosidade, a tensao
superficial e a pressao de vapor do solvente sdo alguns fatores que influenciam na
cavitagdo (CARCEL et al., 2012).

Os solventes polares absorvem mais as micro-ondas do que os apolares € essa
absorcao depende das suas propriedades dielétricas. Sendo assim, os solventes
apolares possuem uma aplicagdo maior nesse tipo de extragdo (MAZZUTTI, 2016).

Em todas as técnicas apresentadas anteriormente, percebe-se o emprego de
solventes para que o processo seja completo e realizado de forma adequada e, como
ja mencionado, a escolha do método de extragao e do solvente sao dois dos pontos
mais importantes para uma separacgao ideal. Dessa forma, o estudo quanto a afinidade
extrato-solvente, afinidade quimica, polaridade, e solubilidade de cada solvente

adquire extrema relevancia nesse processo (OLIVEIRA, 2010).



35

2.6 SOLVENTES EMPREGADOS NA EXTRACAO DOS ANTIOXIDANTES

A selecéao do solvente correto nem sempre € uma tarefa simples, uma vez que
muitos fatores precisam ser considerados. O composto de interesse, soluto, deve ser
soluvel no solvente e apos o processo de extragdo, deve ser separado do solvente
sem que esse processo degrade ou cause dando a matriz de interesse (MULLIN,
1993).

Para a extragdo de compostos antioxidantes oriundos de matrizes vegetais,
como plantas e raizes, nas técnicas mais empregadas ha necessidade da utilizacao
de solventes organicos, devido a sua alta aplicabilidade, eficiéncia e facilidade de uso,
sendo o metanol, etanol, acetona e acetato de etila os mais usados para este fim
(MUHAMMAD et al., 2017).

De forma a atender as caracteristicas de cada biomolécula, diminuir custos de
producao, reduzir a utilizacdo de solventes organicos toxicos, além de minimizar os
impactos ambientais, percebe-se uma demanda crescente de pesquisas académicas
e industriais com interesse pela sintese e utilizagcdo de solventes atoxicos
denominados de green solvents ou solventes verdes (NULWALA; MIRJAFARI; ZHOU,
2018).

Atualmente, a tecnologia verde é uma das principais questdes na area
ambiental e temas afins, por visar preservar o meio ambiente e reduzir a influéncia
negativa do envolvimento humano. A utilizagdo de solventes atéxicos, como a agua,
e o desenvolvimento de novos solventes verdes, pertencem aos assuntos mais
importantes dentro desta tecnologia, sendo os liquidos ibnicos, bem como os
solventes eutéticos profundos os tipos mais promissores (ZDANOWICZ;
WILPISZEWSKA; SPYCHAJ, 2018).

2.6.1 Solventes Verdes
. Agua como solvente

A agua é utilizada para dissolver solidos, liquidos e gases, e devido a alta
capacidade de solubilizar um grande numero de substancias € popularmente
conhecida como “solvente universal”’. Seu carater polar a torna um 6timo solvente

para compostos polares e idnicos, quando as moléculas possuem grupos funcionais,
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como hidroxilas, carbonilas, carboxilas e aminas, a solubilidade em agua € maior por
formarem ligac6es de hidrogénio (MULLIN, 1993).

A agua é considerada um bom solvente devido as grandes forgas
intermoleculares que se estabelecem com as ligagbes de hidrogénio, e pela sua
elevada constante dielétrica (FIGUEIREDO, 2004). Pode ser utilizada para a
solubilizacdo de solutos orgéanicos e inorganicos, pois possui a capacidade de
estabilizar ions em solugdo, mantendo-os separados. E um solvente de facil
acessibilidade, atoxico e de baixo custo.

Devido a sua alta capacidade em dissolver diversos compostos, a aplicagao da
agua como solvente é restrita, uma vez que, além do composto de interesse seriam
dissolvidos a maioria dos compostos presentes no sistema, impedindo a separagcao
(MULLIN, 1993; FIGUEIREDO, 2004). Dessa forma, percebe-se o crescente numero
de publicagbes nos ultimos anos de estudos relacionados com a compreensao e
desenvolvimento de solventes especificos que possuam alta afinidade com a matriz

de interesse.
e Liquidos Iénicos

Os liquidos idnicos, ILs do inglés lonic Liquids, € uma classe de sais compostos
por cations e anions com pontos de fusdo abaixo de 100 °C, possuem caracteristicas
fisico-quimicas relevantes para o setor de extracdo e separacédo, como estabilidade
térmica e quimica, alto potencial eletroquimico, excelente capacidade de solubilizar
substancias organicas, inorganicas e organometalicas. Estas propriedades,
proporcionam elevado potencial em diversas aplicagcbes no campo industrial e
laboratorial (NULWALA; MIRJAFARI; ZHOU, 2018).

Na ultima década, o estudo sobre os liquidos iGnicos contribuiu com um grande
numero de publicagdes, sendo que até o ano de 2017 esse numero ultrapassou 7 mil
artigos cientificos, os quais podem ser encontrados nas mais diversas bases de
busca. Os primeiros esforgos quanto ao tema, foram focados no desenvolvimento de
liquidos i6nicos como solventes verdes, devido a sua ndo volatilidade. Contudo,
recentes descobertas ampliaram este campo de estudo, uma vez que, apresentam
um conjunto ilimitado de propriedades ajustaveis. Ou seja, as propriedades fisico-
quimicas dos liquidos ibnicos podem ser personalizadas com base nas estruturas de

seus ions, o designando para uma tarefa especifica, que talvez seja a principal razdo
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para sua vasta popularidade em diversas areas cientificas (MACFARLANE et al.,
2014; MIRJAFARI, 2018).

Entretanto, devido a razées econdbmicas (sintese, purificagbes demoradas e
elevado custo de produgdo), toxicidade e baixa biodegradabilidade de alguns
reagentes utilizados na sua obtencgéao, a utilizagédo e aplicagao dos liquidos ibnicos por
muitas vezes se torna restrita (WEI et al., 2015; KUDLAK; OWCZAREK; NAMIESNIK,
2015). Dessa forma, considerando as limitagdes dos liquidos ibnicos, foi proposto um

novo conjunto de solventes denominado de Solventes Eutéticos Profundos.
2.7 SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS (DES)

Em 2003 Abbott e colaboradores introduziram uma nova classe de solventes,
a qual denominaram de solventes eutéticos profundos ou DES, do inglés Deep
Eutectic Solvents. Os DES sao obtidos a partir de dois ou mais compostos, sendo que,
um desses sempre atua como doador de hidrogénio (HBD — Hydrogen Bond Donor) e
outro como receptor de hidrogénio (HBA — Hydrogen Bond Acceptor).

Os sais quaternarios de amonio sdo geralmente utilizados como HBA, enquanto
que as aminas, amidas, alcoois e acidos carboxilicos, ou qualquer composto que
possa atuar como doador de hidrogénio, como HBD. As fortes ligagbes de hidrogénio
formadas entre esses compostos provocam um abaixamento na temperatura de fusao
(T), ou seja, a temperatura de fusdo do DES é bem menor do que a temperatura de
fus&o dos seus constituintes puros, formando assim uma mistura eutética, geralmente
liquida em temperatura ambiente (LIU et al., 2008; DAI, 2013a; WANG et al., 2015).

Na FIGURA 4 é mostrado um exemplo de um diagrama de fases, equilibrio
sélido-liquido (ELS), para uma solugao ideal e de um DES.

O primeiro DES a ser sintetizado por Abbott et al. (2003) foi a mistura de cloreto
de colina e ureia, na razao molar de 1:2, em que o cloreto de colina atuou como HBA
e a ureia como HBD, ambos com alta temperatura de fusdo. Os autores observaram
a Tr da mistura em torno de 12 °C. Ao estudarem essa mistura, perceberam alta
capacidade em atuar como solvente, notaram a formagao de ponto eutético e que
possuiam Tsbem inferiores quando comparadas as dos seus componentes individuais
(aproximadamente 302 °C para o cloreto de colina e 133 °C para a ureia), dessa forma,

os denominaram Solventes Eutéticos Profundos. Na FIGURA 5, pode-se observar um
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exemplo de formacdo de DES, a partir de um HBA (cloreto de colina) e um HBD

(etileno glicol), que ocorrem por meio de ligagao de hidrogénio.

FIGURA 4 — DIAGRAMA DE FASES EQUILIBRIO SOLIDO-LIQUIDO (ESL) DE UMA SOLUGCAO
IDEAL E DE UM DES
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FONTE: Martins, Pinho e Coutinho (2018).

Quando dois ou mais compostos (HBA + HBD) sao utilizados para o preparo
do DES, ocorre uma reducdo na temperatura de fusdo quando comparada as
temperaturas de fusdo dos reagentes puros, denominada temperatura eutética.
Contudo, para caracterizar um DES, a temperatura eutética (Te) € menor que a
temperatura eutética para a solugdo ideal ( Teidear), conforme observado na FIGURA 4,

curvas azul e vermelha, respectivamente.
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FIGURA 5 — EXEMPLO DA FORMAGAO DE UM SOLVENTE EUTETICO PROFUNDO (CLORETO
DE COLINA + ETILENO GLICOL)

Cloreto de Colina (HBA)

Etileno Glicol (HBD)

P Y e AN

FONTE: Chandran et al. (2019).
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e Preparo dos DES

Na literatura sdo descritos e explorados principalmente dois métodos para o
preparo dos DES, sendo estes conhecidos como método de aquecimento e método
de evaporacéo.

Segundo Dai (2013a) o método de aquecimento consiste basicamente em
manter a mistura (HBA + HBD) aquecida e em constante agitagao. Inicialmente, os
compostos sao pesados de acordo com a massa molar desejada, e entdo adicionados
em banho-maria a uma temperatura de 50 a 60 °C e sob agitagéo a 300 rpm. Quando
se percebe a formacao de um liquido homogéneo e transparente as amostras podem
ser retiradas do banho, sendo este o indicativo visual da formagao do DES.

Ainda segundo o autor, no método de evaporagéao os constituintes do DES s&o
diluidos em agua, adicionados em banho-maria a uma temperatura de 50 a 60 °C sob
agitacdo. Novamente, quando se nota a formacdo de um liquido homogéneo e
transparente as amostras sao retiradas, e neste caso, submetidas a um rota-
evaporador a 50 °C, para evaporagao da agua.

O método de aquecimento é o mais utilizado para a sintese dos DES, e, apesar
de ser considerado satisfatério para a mesma finalidade, o método de evaporacéo é
menos aplicado, uma vez que, mesmo apods evaporada, pode ser que permanega uma
alta concentracédo de agua afetando as caracteristicas fisico-quimicas dos DES (Dai,
2013a).
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e Propriedades Fisico-Quimicas dos DES

Embora atualmente seja encontrado na literatura diversos estudos referentes
aos DES, existem algumas lacunas quanto investigagdes aprofundadas sobre suas
propriedades fisico-quimicas. Sao inUmeras as possibilidades para o design (sintese
e formacédo) dos DES, uma vez que, cada substituicdo de um determinado
componente, assim como alteragdo na proporgdo, resulta em um liquido com
caracteristicas especificas e bastante diversas. Contudo, o conhecimento das
principais propriedades fisico-quimicas envolvendo os DES & muito importante no que
diz respeito a caracterizagéo e aplicagao desses solventes. A seguir, encontra-se um
resumo das principais propriedades a serem investigadas, sendo estas, viscosidade,
densidade, pH, condutividade, polaridade, estabilidade e perfil térmico.

A viscosidade dos DES é considerada alta em temperaturas préximas a
ambiente, aproximadamente 25 °C, sendo geralmente > 100 cP. Este é um fator
relevante para processos industriais, pois dificulta o bombeamento, transferéncia de
massa e a agitagao. Esta caracteristica é atribuida, normalmente, as fortes ligacoes
de hidrogénio entre o HBA e o HBD, forcas de van der Waals e interagbes
eletrostaticas (ZHANG et al., 2012; DAl et al., 2013; DAI, 2013a).

Com o intuito de diminuir a viscosidade dos DES, algumas pesquisas
demonstraram que que através da adicao de pequenos percentuais de agua, tal
propriedade pode ser alterada, mesmo para os casos em que os DES n&o se
apresentem liquidos em temperatura ambiente (ABBOTT et al., 2003; ABBOTT et al.,
2004; IMPERATO et al., 2006).

Segundo Dai et al. (2013) a adigdo de agua, cerca de 5 a 10% em base
massica, resulta em um DES liquido para a mesma temperatura. Ainda segundo os
autores, a proporgao de agua nao pode ser superior a 20%, uma vez que, as ligagbes
de hidrogénio formadoras dos DES s&o enfraquecidas ou quebradas pela agua, e
percentuais maiores podem levar a quebra completa da estrutura quimica do DES,
resultando em uma mistura com propriedades distinta das dos DES.

A viscosidade e a densidade sao parametros influenciados pelos componentes
formadores dos DES, pela temperatura e pela adicdo de agua, a densidade
normalmente varia de 1,041 g/cm= até 1,63 g/cm-3 (DAI et al., 2013; HAYYAN et al.,

2013). Além das propriedades citadas, a miscibilidade e a polaridade, sao
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caracteristicas que influenciam diretamente na extracdo, uma das principais
aplicagdes dos DES (CUNHA; FERNANDES, 2018).

Como séo infinitas as combinagdes de HBA e HBD que podem ser utilizadas
para formulacédo dos DES, a polaridade € um parametro bem amplo que assume
diferentes valores. As diversas polaridades dos DES, permitem que estes solventes
atuem nas mais variadas extragdes, tendo a possibilidade de dissolver metabdlitos
hidrossoluveis, hidrofébicos e macromoléculas com caracteristicas distintas (DAI et
al., 2013).

De acordo com o estudo do perfil térmico dos DES podem ser estabelecidos o
ponto de fusao, uma das principais propriedades que caracterizam esses solventes, e
a presenca ou nao de transig¢ao vitrea, normalmente encontrada abaixo de -50 °C
indicando que alguns DES podem ser considerados como complexos
supramoleculares (DAI, 2013a).

As propriedades acima citadas, sao influenciadas principalmente pelas
interagbes moleculares entre as unidades formadoras dos DES. Através da
combinagao das técnicas espectrofotométricas de Ressonéncia Magnética Nuclear
(NMR, do inglés Nuclear Magnetic Resonance), Infravermelho Proximo (NIR, do inglés
Near Infrared) e Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-
IR, do inglés Fourier-Transform Infrared Spectroscopy), sao avaliados a estrutura
quimica da combinacdo entre os compostos formadores do DES, bem como a
estabilidade desses solventes com o passar do tempo.

Essas técnicas foram aplicadas em diversos estudos para determinar a
estabilidade térmica dos DES (DELGADO-MELLADO et al., 2018), a estrutura
cristalina formada pelas ligagdes de hidrogénio entre HBA e HBD (YUAN et al., 2018),
avaliar a estequiometria, e os atomos envolvidos nessas ligagdes (ABBOTT et al.,
2014; DAI et al., 2013), distribuicdo isomérica de frutose, glicose e xilose em DES

basico, neutro e acido (WU et al., 2018), entre outros.
2.8 APLICACAO DOS DES PARA EXTRACAO DE BIOMOLECULAS

Desde 2003, quando os DES foram desenvolvidos, é crescente o numero de
pesquisas que caracterizam e avaliam o potencial desses solventes, de separar e
extrair diversas biomoléculas. De acordo com Cunha e Fernandes (2018) sao

encontrados um total de 1303 referéncias sobre os DES, dos quais 321 estado
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relacionados com procedimentos de extracdo. Desde 2011, o numero de publicacdes
aumentou consideravelmente, e estas pesquisas estdo relacionadas e focadas
principalmente, no emprego dos DES como solventes para extracdo, empregados em
analise de alimentos, amostras biolégicas e ambientais.

Na FIGURA 6, estdo exibidos o numero de publicacbes sobre os DES
realizadas nos anos de 2004 até 2022. Pode ser observado que desde a sua
introducao até o presente momento ha uma crescente no numero de publicacdes e
um interesse cada vez maior na aplicagao desses solventes.

Abaixo sao apresentados alguns estudos recentes que utilizaram os DES para
extragcdo e solubilidade de biomoléculas, além de, um estado da arte quanto a
utilizacao desses solventes para extracdo da curcumina e avaliagao das bioatividades
dos DES e extratos.

Os DES foram empregados como solventes para extracdo de diversos
compostos, tais como: proteinas (WANG et al.,, 2016; JIANG et al., 2018),
polissacarideos (ZHANG; WANG, 2017; SANTOS et al., 2018; SARAVANA et al.,
2018), pigmentos (ZHANGA et al., 2018, ZHU et al., 2018), antioxidantes (AYDIN;
YILMAZ; SOYLAK, 2018; CAO et al., 2018; OZTURK et al., 2018), entre outros.

FIGURA 6 — PUBILICAGOES RELACIONADAS AOS DES DE 2004 ATE 2022
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Com relagao ao emprego de DES na extracao e solubilizagdo da curcumina, o
estudo de Aydin, Yilmaz e Soylak (2018) avaliou a capacidade do DES em solubilizar
curcumina obtida de diferentes fontes (rizomas de Curcuma Longa L., capsulas com
alta concentragao de curcumina e em chas de acafrdo-da-terra) em DES, formado a
partir de cloreto de colina e fenol nas proporcdées molares de 1:2, 1:3 e 1:4. As
recuperagoes médias por meio do DES estiveram entre 96% e 102%, mostrando que
o DES utilizado pelos autores possui alta capacidade em solubilizar a curcumina. A
proporcado de 1:4 do DES e o pH 4 foram consideradas as melhores condi¢cdes de
extracao.

Estudos recentes buscam determinar as melhores condi¢gdes de extracdo de
compostos bioativos presentes em rizomas de curcuma, a partir do emprego de DES
hidrofilicos (XIE et al., 2020; ALTUNAY; ELIK; GURKA, 2020; PATIL; PATHAK;
RATHOD, 2021). No entanto, ndo foram encontrados na literatura atual estudos
avaliando a extracdo dos compostos bioativos presentes nas outras partes da planta,
como folha e flor.

A FIGURA 6 confirma o grande interesse e aumento de pesquisas ligadas aos
DES desde a sua introdugcéo em 2003 (ABBOTT et al., 2003; SHISHOV et al., 2020).
Com relagao a avaliagao da citotoxicidade e genotoxicidade dos DES s&o encontradas
algumas pesquisas na literatura (RADOSEVIC et al., 2016; SHAWKY et al., 2018;
AHMADI et al., 2018; MACARIO et al., 2019; SHEKAARI et al., 2019), principalmente
utilizando o cloreto de colina como HBA. Essas analises foram aplicadas também para
DES a base de mentol como HBA e acidos graxos como HBD (PEREIRA et al., 2019;
SILVA et al. 2019).

Diante do exposto, percebe-se algumas lacunas a serem preenchidas no que
diz respeito ao emprego dos DES na extracdo de compostos bioativos presentes na
Curcuma longa L. Como por exemplo, testar diferentes formulagdes para sintese e
emprego de DES hidrofilicos e hidrofébicos, avaliando o potencial desses solventes
em extrair compostos antioxidantes da curcuma. Nota-se também, a necessidade de
estudos mais aprofundados quanto a interagao soluto/DES, na presenca e auséncia
de agua, testando e avaliando o comportamento desses solventes em meio aquosos
para solubilizacdo de diferentes biomoléculas. Estas hipéteses foram avaliadas neste

estudo.
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CAPITULO 3 - MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado na Universidade Federal do Parana (UFPR),
Curitiba — PR, sendo a maior parte desenvolvida no Laboratério de Termodinamica e
Operagdes de Separagao (LATOS) do Programa de Pds-Graduagao em Engenharia
de Alimentos (PPGEAL). As analises biologicas da atividade enzimatica da acetil e
butirilcolinesterase, a-amilase salivar humana e pancreatica suina, citotoxicidade e
genotoxicidade em células de Allium cepa L., foram realizadas em parceria com a
Universidade Tecnolégica Federal do Parana (UTFPR), Campo Mourdo — PR, nos

laboratérios do Programa de Pés-Graduagdo em Tecnologia de Alimentos (PPGTA).

3.1 PREPARO DAS AMOSTRAS DE RIZOMA, FOLHA E FLOR DA CURCUMA
LONGA L.

As amostras (rizomas, folhas e flores da Curcuma longa L. mostrados na
FIGURA 7) foram coletados de exemplares cultivados em Piraquara, Parana, Brasil
(S 25° 503’ 261" e W 49° 003’ 917”). As partes da planta foram higienizadas com agua
deionizada, os rizomas descascados e cortados manualmente e na sequéncia,
dispostas em bandejas para serem secas em estufa com circulagéo de ar - FABBE,

com temperatura de 45 °C + 5, por um periodo de 24 horas.

FIGURA 7 — RIZOMA, FOLHA E FLOR DE CURCUMA LONGA L. UTILIZADAS NESTE TRABALHO

FONTE: a Autora (2022).

Por fim, estas foram trituradas em moinho de facas, resultando em um pé
classificado de acordo com sua granulometria em peneira de 28 mesh. Os triturados
foram embalados a vacuo e armazenados ao abrigo da luz em refrigerador com

temperatura em torno de 3 °C, até serem utilizados nas analises.
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3.2 PREPARO DOS SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS (DES)

Para o preparo dos solventes eutéticos profundos utilizados neste trabalho foi
empregado o método de aquecimento e agitagdo, descrito por Dai (2013a). Os
reagentes utilizados, quando sélidos, foram previamente secos em estufa e mantidos
em dessecador a vacuo até sua utilizacdo para controle da umidade.

A partir do célculo prévio das massas, HBA e HBD foram pesados em balanga
analitica (Mettler Toledo modelo AL204), atendendo as fragbes molares definidas. A
mistura foi disposta em um banho-maria com agitacao orbital tipo Dubnoff com
temperatura de 50 — 70 °C. A temperatura a ser definida dependeu das caracteristicas
do HBD. Para HBDs liquidos em temperatura ambiente foi utilizado 50 °C e para os
soélidos 70 °C. Em ambos os casos, a rotagdo do banho foi fixada em 220 rpm. As
amostras foram mantidas no banho até a formacdo de um liquido transparente e
homogéneo.

Por fim, os DES foram mantidos em dessecador até atingirem o equilibrio
térmico com o ambiente, armazenados em frascos @mbar e acondicionados em estufa
com temperatura de 45 °C.

A abreviagao, referente as misturas de HBA + HBD com as respectivas fracdes

molares dos DES preparados e utilizados no trabalho, estdo descritos na TABELA 2.

TABELA 2 — ABREVIAGAO, MISTURAS E FRACAO MOLAR DOS DES UTILIZADOS

ABREVIACAO HBA + HBD FRACAO MOLAR
Men:Lac Mentol + Acido Latico 2:1
Men:Lau Mentol + Acido Laurico 2:1
Men:Ac Mentol + Acido Acético 1:1
[Ch]Cl:Lac Cloreto de Colina + Acido Latico 1:2
[Ch]CI:Ac Cloreto de Colina + Acido Acético 1:2
DES1 Cloreto de Colina + Etileno glicol 1:3
DES2 Cloreto de Colina + 1,2-Propanodiol 1:2
DES3 Cloreto de Colina + Xilitol + 10% agua (m/m) 2:1

FONTE: a Autora (2022).
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TABELA 3 — REAGENTES UTILIZADOS NO PREPARO DOS DES, ESTRUTURA MOLECULAR,
MASSA MOLAR, NUMERO CAS, PUREZA (%) E FORNECEDOR

MASSA .
NUMERO PUREZA
REAGENTE ESTRUTURA MOLECULAR MOLAR FORNECEDOR
CAS (%)
(g/mol)
Alamar Tecno-
Cloreto de "o " i Cientifica®
_ _\—l-—cm . 139,62  67-48-1 98,0 .
Colina | (Diadema, SP,
CH,
) Brasil)
H:C\/CH
Sigma-Aldrich

HO ?
Mentol 156,27 89-78-1 98,0 (St. Louis, MO
USA)
CH,
H.C
o Neon® (Sao
, H
Acido Latico 90,08 52-21-5 99,8 Paulo, SP,
o
Brasil)
OH

] 0 Sigma-Aldrich
Acido
)k/\/\/\/\/ 199,31 143-07-7 98,0 (St. Louis, MO
Laurico Ho
USA)
) CH, Panreac®
Acido
o} 59,05 64-19-7 99,8 (Barcelona,
Acético
OH Spain)
Sigma-Aldrich
Xilitol 152,15 87-99-0 98,0 (St. Louis, MO
USA)
1,2- " Sciavicco (MG,
. 57-556 99,5 )
Propanodiol OH Brasil)
Etileno HO Sinth (Sao
~_ >~ 107-21-1 99,5
glicol oH Paulo, Brasil)
Neon® (Sao
Etanol H3C\/OH 45.06  64-17-5 99.8 Paulo, SP,
Brazil)

FONTE: ChemSpider (2020).
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3.3 EXTRAGCAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS PRESENTES NA PLANTA DE
CURCUMA LONGA L.

3.3.1 Extracao solido-liquido assistida por ultrassom

As amostras em po6 do rizoma, folha e flor foram acondicionadas em frascos
ambar e misturadas individualmente nos solventes (etanol (EtOH) e DES, conforme
TABELA 3, exceto DES formado por cloreto de colina + xilitol) na proporgéo de 1:20
(massa/volume). Foi utilizado um banho ultrassénico de 40 Hz (FS30D, Fisher
Scientific Co., Massachusetts, EUA), no qual a mistura foi imersa na temperatura
desejada, incerteza de £ 2 °C. Apds os tempos estabelecidos, os extratos finais foram
transferidos para tubos eppendorfs e centrifugados (Thermo Scientific,
Microcentrifuge Heraeus™ Fresco™ 21, UK) a 9500 rpm durante 3 minutos. Para
permitir a determinacdo das melhores condicbes de operagdo, como solvente,
temperatura e tempo de extracao, foram realizados trés CRD (do inglés - completely
randomized design), por meio dos resultados obtidos nas analises de DPPH, FRAP e

flavonoides totais, conforme mostra a FIGURA 8.

FIGURA 8 — FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE EXTRAGAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DA
PLANTA CURCUMA LONGA L. E APLICACAO DOS EXTRATOS
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FONTE: a Autora (2022).

Inicialmente, para selecdo dos solventes, foi aplicado o CRD1, com um

tratamento ou variavel (solvente), em seis niveis. Considerando trés repeticoes, foram
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18 observacgdes para cada parte da planta. Os parametros de tempo e temperatura
foram fixos, dessa forma, as amostras foram mantidas em banho de ultrassom por
uma hora a temperatura de 35 °C. No CRD1, os solventes que apresentaram os
maiores rendimentos em termos de DPPH, FRAP e teor de flavonoides totais foram
selecionados para a préxima etapa.

Em seguida, o CRD2 foi aplicado para determinar a temperatura 6tima de
extragdo. Dois solventes e quatro temperaturas (25, 35, 45 e 55 °C) foram avaliados
neste CRD. Considerando trés repeticoes, houve um total de 24 observagdes para
cada parte da planta. Como na etapa anterior, as extragcdes foram realizadas em
banho de ultrassom por uma hora. Considerando os resultados das analises de DPPH,
FRAP e do teor de flavonoides totais, a temperatura 6tima de extracdo que apresentou
melhor desempenho foi selecionada para a ultima etapa.

Finalmente, um terceiro CRD foi aplicado para avaliar o tempo de extragao,
sendo utilizados dois tratamentos (solvente e tempo). Dois solventes e seis tempos
de extracdo (0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5 e 3 horas) foram utilizados neste CRD. A
temperatura foi fixada a partir dos resultados obtidos na etapa anterior. Considerando
as trés repeticdes, foram necessarias 36 observagdes para cada parte da planta. Apés
a selecdo do solvente, temperatura e tempo de extragdo, foram avaliados os

potenciais quelante de ferro e antibacteriano dos extratos.

3.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E FLAVONOIDES TOTAIS

Para selecao do solvente, temperatura e tempo de extracao foram realizadas
as anadlises de antioxidantes e flavonoides totais nos extratos obtidos, conforme
descrito abaixo. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Diversas metodologias para a determinagdo dos compostos antioxidantes sao
descritas na literatura. Neste estudo duas foram empregadas, sendo estas: o método
de sequestro de radicais (DPPH 2,2-difenil-1-picril-hidrazila), que se baseia na captura
do radical organico, e o método de reducéao do ferro (FRAP do inglés Ferric Reduction
Antioxidant Power) que se baseia no potencial de redugcao do metal.

Na analise de DPPH, segundo Brand-Williams et al. (1995), primeiros autores
a descrever o método, este consiste na estabilizagao do radical livre DPPH" pela agao
de um antioxidante, resultando na transicdo de cor violeta escuro para violeta claro,

esta reacao é descrita na FIGURA 9.
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FIGURA 9 - CAPTURA DO DPPH+ PELA AGAO DE UM ANTIOXIDANTE
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FONTE: Medeiros, (2013).

Inicialmente, uma aliquota de 50 pL do extrato diluido em etanol foi transferida
para tubos de ensaio ja preparados com 1,95 mL de solu¢gdo metandlica de DPPH
0,024 g/L. Estes foram agitados com auxilio de um vortex, apos a agitacao, os tubos
foram mantidos ao abrigo da luz em repouso durante 30 minutos. Na sequéncia, foram
conduzidos para leitura da absorbancia em um espectrofotémetro UV-VIS (Shimadzu
®) em comprimento de onda de 517 nm. Os resultados das leituras foram expressos
em pmol equivalente de Trolox.L™" (y = 4,8582x + 10,698; R? = 0,9907), seguindo a
metodologia descrita por Miller e colaboradores (1993) considerando as modificagdes
de Rufino e colaboradores (2010).

O método FRAP, consiste na reducéo do Fe (lll) em Fe (ll), tendo a percepgao
visual da transicdo de cor azul clara para azul escura. Na presenca de um
antioxidante, ha formacgao do 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ). A reagao ocorrida
€ mostrada na FIGURA 10.

FIGURA 10 - REDUCAO DE FE (Ill) A FE (1) NO COMPLEXO TPTZ
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FONTE: Medeiros, (2013).

A capacidade antioxidante do extrato € determinada segundo metodologia de
Benzie e Strain (1996). Em tubos de ensaio, previamente preparados, foram
adicionados 45 pL de extrato diluido em etanol, 135 yL de agua e 1,35 mL do reagente
FRAP. Em seguida a amostra foi agitada em vortex e mantida sob abrigo de luz

durante 30 minutos. Na sequéncia, foi realizada a leitura em espectrofotémetro de UV-
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Vis em 595 nm. Os resultados foram expressos em mg de sulfato férrico por g de
amostra sample (y = 358.89x-26.421; R?= 0.9902).

O teor de flavonoides totais foi determinado conforme metodologia proposta por
Prommuak; De-Eknamkul; Shotipruk (2008). Em tubos de ensaio foram adicionados
de 250 pL de extrato diluido em etanol, 50 uL de solucéo de cloreto de aluminio 10%
(m-v'), 50 uL de acetato de potassio (1mol-L-") e 1,4 mL de agua. A mistura foi agitada
em vortex e mantida ao abrigo da luz por 30 minutos. Apds esse periodo, foi realizada
a leitura em espectrofotdbmetro UV-Vis em comprimento de onda de 414 nm. Os
resultados foram expressos em mg de quercetina por g de amostra (y = 1563.30x +
1.4853; R2=0.9914).

3.4.1 Analise de Componentes Principais (PCA)

A Analise de Componentes Principais (PCA — do inglés Principal component
analysis) foi usada para explorar a relacdo entre as condigdes de extragao
experimental utilizadas e os resultados da capacidade antioxidante e flavonoides
totais. A PCA foi realizada com MATLAB R2015b (MathWorks Inc., Natick, MA, EUA).
Para tanto, os resultados do primeiro e do segundo CDRs (resultados das analises de
DPPH, FRAP e Flavonoides totais), bem como as variaveis de formulagéo definidas
(tipo de solvente, parte da planta e temperatura), foram colocados em colunas e as
corridas experimentais utilizadas como linhas. Antes da analise, foi construida uma
matriz escalonada por meio da média centrada dividida pela variancia dos resultados.
Os primeiros componentes principais com autovalores superiores a 1,0 foram usados
para avaliar a distribuicdo das amostras e o novo espago de projecao (Szydtowska-
Czerniak et al., 2011). Em seguida, uma deteccao de outlier foi realizada usando a
distancia de Mahalanobis com os componentes principais selecionados. Finalmente,
a pontuacgao do PCA foi usada para determinar se os extratos poderiam ser agrupados

em diferentes regides.
3.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS

ApoOs a selegcao das condigbes otimas de extracdo pelo PCA, algumas
atividades bioldgicas dos extratos foram avaliadas, indicando o potencial dos extratos
para as industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica. Foram avaliados os

potenciais quelantes de ferro e antibacterianos, além do percentual de inibicdo das
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atividades das enzimas acetil e butiril colinesterase, citotoxicidade e genotoxicidade
em ceélulas de Allium cepa L., inibigdo das atividades das enzimas a-amilases salivar

humana e pancreatica suina.
3.5.1 Atividade quelante do ion de Ferro?*

A atividade quelante do ion Fe?* foi determinada de acordo com o método
proposto por Ak e Glgin (2008) e Gulgin (2006). Os ensaios foram realizados com as
devidas diluicées dos extratos em etanol. Em tubos de ensaio foram adicionados 2 mL
da amostra diluida, 0,2 mL de sulfato de aménio ferroso Fe(NH4)2S04 (2 mmol), 0,4
mL de ferrozina (5 mmol) e etanol completando o volume para 10 mL. A mistura foi
incubada ao abrigo da luz por 30 minutos. Por fim, foi realizada a leitura em
espectrofotdmetro de UV-Vis em comprimento de onda de 562 nm.

A atividade quelante do ferro foi determinada em porcentagem, conforme a
Equagédo (1), por meio das absorbancias do controle e da amostra, AbScontrole €

AbSamostra, respectivamente, além disso expresso em mg EDTA.mL"".

Abscontrole - Absamostra)] + 100 (1)

Capacidade quelante Fe?* (%) = [( Abs
controle

3.5.2 Atividade antimicrobiana

Para a determinagao da atividade antimicrobiana, foram seguidas as instrugoes
determinadas pelo CLSI (do inglés - Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI,
2017). As cepas de bactérias foram selecionadas devido a sua importancia no
processamento de alimentos, sendo elas: (Listeria monocytogenes (ATCC® 7644™),
Escherichia coli (ATCC® 25922™), Clostridium perfringens (ATCC® 13124™),
Salmonella sp. (ATCC® 13076™) e Staphylococcus aureus (ATCC® 25923 ™).

Inicialmente, as bactérias foram reativadas em caldo Mueller Hinton e
plaqueadas em agar Mueler Hinton. Estes extratos foram transferidos em solugao
salina com uma concentragdo de 0,85% até formag&o de 108 UFC.mL-'. Em seguida,
20 pL do extrato diluido foram gotejados em discos brancos estéreis e depositados
em placas com 25 mL de agar e cada microrganismo inoculado. Além dos extratos

com as partes das plantas, para controle foram realizadas as analises com os DES
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puros. As placas foram incubadas em estufa na temperatura de 37 °C durante 24
horas.

A determinacdo da inibicdo microbiana foi feita através da medi¢ao dos halos
inibitérios, em milimetros, utilizando um paquimetro digital. A porcentagem de inibigao
foi calculada com base nos halos de antibidticos encontrados para cada bactéria.
Estes foram rotulados como S = suscetivel > 18 mm; | = intermediario 13 a 17 mm e

R = resistente < 12 mm, de acordo com as faixas minimas de inibicao.

3.5.3 Analise in vitro das atividades enzimaticas da Acetilcolinesterase (AChE) e

Butirilcolinesterase (BChE)

Para avaliar a capacidade dos extratos na inibicdo da atividade enzimatica da
acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE), foi empregado o método
descrito por Ellman e colaboradores (1961). Algumas modificagdes no método foram
realizadas por Hammond e Forster (1989) e Dohi e colaboradores (2009). Como fonte
de enzima (S1), foi utilizado homogeneizado de Drosophila melanogaster para a BChE
e enguia elétrica para a AChE.

Os ensaios foram realizados em ftriplicata, sendo inicialmente, adicionado 25
ML do extrato diluido em metanol, 15 yL da enzima (S1) e 60 pL de TKF (tampao
fosfato de potassio 100 mmol.L", pH 7,5). As amostras foram incubadas em
temperatura de 37 °C por 15 minutos. Na sequéncia, foram acrescentados 125 uL de
DTNB (5,5'-Dithiobis (acido 2-nitrobenzdico) e 25 yL das enzimas, AChE ou BChE,
nesta etapa foi realizada uma leitura (C;)) em um leitor de placas (Thermo-Plate
Reader) em comprimento de onda de 405 nm. As amostras foram incubadas ao abrigo
da luz por 30 minutos em temperatura ambiente, por fim, foi realizada novamente a
leitura (Cy). O controle foi realizado com a adigado de metanol como branco. A partir

dos ensaios, a porcentagem de inibi¢cao foi determinada pela Equacgéo (2).

ABS¢r_ci
Inibicio(%) = 100 — nlt

—— x 100
ABScontrole (2)
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3.5.4 Teste in vivo da citotoxicidade e genotoxicidade em células do meristema da raiz

de Allium cepa L.

Os ensaios de A. cepa foram realizados com sementes livres de agrotoxicos
(variedade Baia Periforme), adquiridas da Isla (Isla Sementes Ltda., Brasil), de acordo
com o método proposto por Fiskesjo (1993). Para cada grupo estudado, 10 sementes
de A. cepa foram continuamente superexpostas em solugdo aquosa (n=3). A
germinagao ocorreu a 23 + 2 °C com fotoperiodo de 12:12 horas durante 96 horas.
Tanto as sementes quanto as radiculas foram expostas aos extratos (DES + rizoma,
folhas ou flores de Curcuma) quando as radiculas comegaram a emergir, 48 horas
apos a colocagao das sementes para germinagao. Foi considerado um grupo controle
negativo baseado em sementes mergulhadas somente em agua destilada. As raizes
foram coletadas a cada 24 horas e, a cada tempo de exposi¢ao, foram avaliadas 3000
células, totalizando 9000 células por grupo de tratamento avaliado.

Um controle positivo foi preparado com metano sulfonato de metila (MMS),
substancia citotdxica e genotdxica conhecida para o sistema teste de A. cepa, na
concentragéo 4.10* mol.L-!. Todas as raizes coletadas durante o experimento foram
fixadas em solugcdo 3:1 de Carnoy (etanol:acido acético) por 24 horas. Para as
estimativas do indice mitético, as células em interfase, préfase, metafase, anafase e
tel6fase foram contadas para determinar o potencial citotoxico. O indice mitético ou
indice de divisédo celular foi calculado por meio da Equacgao (3):

_mitosis

n
MI =100
Ntotal (3)

O potencial genotéxico foi avaliado pela frequéncia de alteragdes celulares
como micronucleos, metafases de colchicina, pontes de anafase e telofase,
amplificagdes de genes, células com aderéncias, botdes nucleares e anafases

multipolares.
3.5.5 Avaliagéo in vitro de inibigdo da a-amilase salivar humana e pancreatica suina

Para a determinagdo da inibicdo da atividade enzimatica da a-amilase, foi

empregada a metodologia descrita por Da Silva e colaboradores (2014) com
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adaptacdes. Inicialmente, a a-amilase pancreatica (suina) e a a-amilase salivar
humana foram dissolvidas em uma solugédo tampao de fosfato (40 mmol/L) e NaCl
(13,4 mmol/L) com pH de 6,9. Como substrato foi utilizado o amido de batata
(concentracao de 1% - solubilizado em agua destilada). Os extratos de DES foram
dissolvidos em etanol. Em tubos de ensaio foram adicionados 100 pL ou 240 pL de
tampao fosfato (20mM + NaCl 6,7 mM), a-amilase pancreatica suina e salivar humana,
respectivamente, 150 pyL ou 10 pL enzima, pancreatica ou salivar humana,
respectivamente, com concentragdo das enzimas na mistura de 74 U.mL"", 25 uL de
acarbose e 25 L de agua destilada. As amostras foram incubadas em banho maria
com temperatura de 37 °C por 15 minutos. Apds esse periodo, foi adicionado 250 uL
da solugdo de amido (substrato) e as amostras foram novamente incubadas em banho
maria com temperatura de 37 °C por 15 minutos. Na sequéncia, 500 pyL de acido
dinitrosalicilico (DNS) foi adicionado na mistura para determinagdo dos acgucares
redutores produzidos pela hidrélise do amido. A mistura foi mantida em banho maria
com temperatura de 100 °C por 5 minutos e apds esse periodo foi adicionado 5 mL
de agua destilada. Por fim, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 540 nm. As analises foram realizadas em triplicata e a

porcentagem de inibicao foi calculada pela Equagao (4).

i — B;

Inibicao (%) = 100 —

x 100 (4)

e De

Sendo que: T;é a média aritmética da absorbancia lida no teste de inibi¢cao; Bié a
média aritmética da absorbancia lida no branco de inibicdo; Ce € a média aritmética
da absorbancia lida controle da enzima e Be € a média aritmética da absorbancia lida

branco da enzima.

3.6 INTERACAO DA a-AMILASE PANCREATICA SUINA COM A CURCUMINA E
EXTRATO

A fim de se obter um melhor entendimento da interagdo entre a enzima a-
amilase pancreatica suina com a curcumina, e o extrato Men:Lac (DES e rizoma), bem
como as possiveis alteracbes na caracteristica da enzima na presenga destes

compostos, foram empregadas as técnicas de fluorescéncia, calorimetria de titulagao
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isotérmica, dicroismo circular e docking molecular. A descricdo da metodologia para

0 emprego destas técnicas, se encontra nos topicos a seguir.
3.6.1 Fluorescéncia

As analises de fluorescéncias foram realizadas em um espectropolarimetro UV-
Vis (J-815, Jasco International Co., Téquio, Japao), acoplado a um controlador de
temperatura Peltier (PTP-1). Foi utilizada uma concentragéo de 4 umol.L"' da enzima
a-amilase pancreatica suina, adicionada de curcumina com variagdo de 5,6 pmol.L""
a 33,5 ymol.L-', ou Men:Lac extrato na concentragdo de 0,6x10-3 a 3,3x10-3 uL por mL
de solugao. O comprimento de 280 nm foi estabelecido como o comprimento de onda
de excitagdo. Ja os sinais de emissao foram registrados de 300 até 450 nm. Todas as
analises foram realizadas em uma temperatura de 37 °C. Os brancos apropriados
foram subtraidos dos espectros com as amostras para corrigir a fluorescéncia de
fundo. Para a extingédo da fluorescéncia da a-amilase, foi utilizada a equacéao de Stern-

Volmer, conforme descrito a seguir (Equacgao (5)).

Fo

=+ kqTo[Q] = 1+ Ksy[Q] ()

Onde: Fo e F séo as intensidades de fluorescéncia antes e depois da adigéo do
supressor, respectivamente; kq € a constante de extingdo bimolecular; t, € o tempo
de vida do fluoréforo na auséncia do inibidor; [Q] € a concentragao do inibidor e Ksy €

a constante de extingao de Stern-Volmer.
3.6.2 Dicroismo circular (DC)

Para a realizagdo da técnica de dicroismo circular (DC), foi empregado um
espectropolarimetro J-815 CD (Jasco International Co), em comprimento de onda de
190 até 300 nn, utilizando cubetas de quartzo com percurso optico de 0,1 cm e 1 cm
de largura. Foi utilizada uma concentragao de 0,5 uM da enzima a-amilase pancreatica
suina, na presenca de 33,5 umol.L"' de curcumina ou 0,6x10-3 uL por mL de solugéo
do extrato Men:Lac. Como gas de purga, foi empregado o Nitrogénio, com fluxo de 10

L.min" e, os experimentos foram realizados em duplicata em temperatura de 37 °C.
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Os resultados foram apresentados como elipticidade do residuo médio molar (6ure)

calculado pela Equacéao (6).

(0—6 controt)x100XM pp

CXIlxn

OMrE = (6)
Em que: 6 é o grau de elipticidade (deg); Bcontror € O grau de elipticidade da

amostra de controle (tampao ou tampao + inibidor); / € o comprimento 6ptico (cm); C

é a concentragédo (mg.mL™"); M) € a massa molar (kDa) e n é o nimero de residuos

de proteina. O 6ure é dado em graus cm2.dmol™".
3.6.3 Calorimetria de titulagao isotérmica (ITC)

Para avaliar a cinética enzimatica da a-amilase pancreatica suina, o método
descrito por Kaeswurm e colaboradores (2020), com adaptagdes foi empregado. Para
tal analise, um calorimetro de titulacdo isotérmica (ITC 200, Microcal Inc.,
Massachusetts, EUA), foi empregado. Inicialmente, as amostras com as enzimas
foram dialisadas em tamp&o (5 pmol.L"" de tamp3&o de fosfato, pH 6,9, 15 ymol.L-! de
NaCl), por aproximadamente 18 horas, em uma temperatura de 5 °C, com o auxilio
de uma membrana de limite de exclusao de 12kDa (St. Louis, Missouri, EUA). Todas
as demais solugdes utilizadas na analise, foram preparadas no mesmo tampao
utilizado durante a dialise.

Na sequéncia, apos a dialise, foi determinada a concentracdo da enzima por
meio do método descrito por Bradford (1976). As medi¢cbes de ITC foram realizadas
em um experimento de injecdo unica. A mistura foi mantida por 10 min para atingir o
equilibrio, e, em seguida 35 uL de a-amilase na concentragdo de 0,010 mg.mL"" foi
adicionada, juntamente com 10 mg.mL"' do amido de batata na presenga de Men:Lac
extrato (3,3x10° L.mL") ou curcumina (33,5 pmol.L").

Durante toda a analise, foram mantidas a temperatura de 37 °C e agitacao de
750 rpm. O perfil de calor resultante foi transformado com o auxilio do software
Microcal Origin 7.0 (ITC Data Analysis in Origin, MicroCal, LLC, Northampton, MA,
U.S.A.) e a taxa de conversao foi representada graficamente contra a concentracao
de substrato [S]. A taxa da reacéo (Rt) de decomposigado do substrato € diretamente
proporcional a saida de energia na célula do calorimetro, conforme descrito pela

Equacao (7).
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R = P
YTAH XV,

(7)

Onde: P é a poténcia gerada pela reagdo, AH é o calor de decomposig¢ao do
substrato e Vo € o volume da célula.
A constante de taxa catalitica para decomposicdo do substrato (kcar) € a

constante de Michaelis (Ku) foram calculadas pela Equagao (8).

_ kear X [Elcae X [S]e
‘ [S]e + Ky

(8)

Onde [EJ.a+ € a concentracdo total da enzima e [S]; € a concentracdo

instantanea do substrato.
6.6.4 Docking Molecular

Para a realizagao do docking molecular, foi preparada a estrutura tridimensional
da a-amilase pancreatica suina (PDBid:1HX0) modelada na presenca do ligante
acarbose pentassacarideo, conforme o método descrito por Kato-Schwartz e
colaboradores (2020). A estrutura modelada resultante foi utilizada como alvo para as
simulagdes de docking envolvendo compostos de curcumina (CID 969516), mentol
(CID 1254) e acido latico (CID 612).

Trés programas foram usados nas simulagdes: Autodock-v4.2.3 (MORRIS et
al., 2009), Molegro-v6.0 (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006) e Vina (TROTT; OLSON,
2009), onde Autodock e Vina foram implementados na interface grafica PyRx-0.9
(DALLAKYAN; OLSON, 2015). O redocking do ligante de referéncia, a ascarbose, no
complexo de a-amilase pancreatica suina modelado, foi realizado para validar o
protocolo de docking para cada programa, onde a validagao foi confirmada quando a
pose melhor classificada mostrou um desvio quadratico médio abaixo de 2,0 A, em
todas as repeti¢cdes. A caixa de pesquisa para o Autodock foi centralizada no ligante
de referéncia (dimensao da grade de x, y e z igual a 50) e os parametros numero de
execugdes e numero de avaliagbes de energia foram definidos para 50 e 2.500.000,
respectivamente. As simulagdes no Molegro foram realizadas usando um raio de

busca de 11 A centrado no ligante de referéncia. Foram aplicados o algoritmo de
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busca lterated Simplex e o algoritmo de pontuagdo Moldock Score [grade], com 10
execugdes em cada simulagéo. Para Vina, a caixa de pesquisa (dimensdes de x, y e
z foi definida como 20, 15 e 20, respectivamente), centralizada no ligante de
referéncia. Outros parametros ndo mencionados para os trés programas foram
definidos como padrdao. Foram realizadas, no minimo, quatro repeticdes para cada
programa e analisadas as pontuag¢des médias dos resultados. A pontuacéo relativa foi

calculada conforme proposto por Moreira e colaboradores (2022).
3.7 ANALISE ESTATISTICA

O teste de Shapiro-Wilk (p=0,05) verificou a hipétese de normalidade dos
dados, além da homocedasticidade, testada pelo teste de Bartlett. A analise de
variancia (ANOVA) foi aplicada como o teste de LSD (do inglés - Least Significant
Difference), acessando as diferengas médias (p<0,05). Os resultados foram
expressos como média *+ desvio padrao (repeticdes; n = 3). Statistica® 12.5 e Origin®
8.5 foram utilizados para realizagcédo das analises e graficos. Os resultados de A. cepa

foram analisados por ANOVA e teste de Scott-Knott com significancia de 0,05.
3.8 SOLUBILIDADE DE BIOMOLECUAS EM SOLUCOES AQUOSAS

A solubilidade da curcumina, quercetina, acido galico e cafeina foi determinada
em solugdes aquosas contendo alguns aditivos, sendo estes: cloreto de colina; xilitol,
etileno glicol; 1,2-propanodiol; DES1, DES2 e DES3. As misturas foram preparadas
gravimetricamente utilizando uma balanga analitica (AUX320, Shimadzu) com
incerteza de na massa de + 0,0002 g.

Na TABELA 4 esta apresentado o nome, férmula e estrutura quimica, numero
CAS e pureza da curcumina, quercetina, acido galico e cafeina, biomoléculas
utilizadas neste trabalho.

Para avaliar o efeito das ligacdes de hidrogénio do DES (foram utilizados os
DES1, DES2 e DESS3, conforme TABELA 2, na solubilidade das biomoléculas, foi
pesados e misturados cloreto de colina e xilitol, etileno glicol e 1,2-propanodiol na
mesma razao molar dos DESs. Nesta solugao, 30 a 90% em peso % de agua foram
adicionados e a solubilidade de cada biomolécula avaliada ponto a ponto (ndo foi
possivel alcangar a solubilidade completa do cloreto de colina e xilitol em menores

teores de agua, < 30% em peso).
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TABELA 4 — NOME, FORMULA E ESTRUTURA QUIMICA, NUMERO-CAS E PUREZA DAS
BIOMOLECULAS AVALIADAS

FORMULA ’ NUMERO- PUREZA
NOME ) ESTRUTURA QUIMICA

QUIMICA CAS (%)

\O O/
HO. OH
Curcumina  Ca1Hz006 O O 117-39-5 65,0
- S
(o] (e}

Quercetina C1s5H1007 458-37-7 95,0

HO

OH

Acido Galico  C7HeOs 149-917 98,0
HO
OH
I
Ny N
Cafeina CsH10N4O2 Py [ ) 58-082 99,0
o N N

FONTE: ChemSpider (2020).
3.8.1 Determinagao da Solubilidade

Para as medidas de solubilidade, cada biomolécula foi misturada em excesso
com o solvente, em eppendorfs previamente identificados. A mistura foi agitada
usando um misturador tipo vortex por 2 minutos € mantida em um banho a uma
temperatura de 298,2 K (Lab Companion, RW-1025G), com incertezas de 0,2 K, por
cerca de 40 minutos para atingir equilibrio de temperatura. Em seguida, as amostras
foram agitadas novamente por 2 minutos e devolvidas ao banho permanecendo por 4
horas. Foram realizados ensaios prévios quanto o tempo de decantagdo das
biomoléculas, esses ensaios confirmaram que esse tempo é suficiente para atingir o

equilibrio.
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ApOs esse periodo, o sobrenadante foi removido com uma pipeta de vidro
Pasteur e transferido para outro eppendorf. Assim, a concentracdo da biomolécula em
solugdo saturada foi determinada por espectroscopia UV-Vis (UV-Vis-1800,
Shimadzu) no comprimento de onda de 262 nm para acido galico, 273 nm para a
cafeina, 371 nm para curcumina e 426 nm para quercetina. A concentracdo das
biomoléculas no sobrenadante foi determinada utilizando curvas de calibragcao
previamente estabelecidas. Todas as curvas de calibracdo apresentaram alto
coeficiente de determinacdo (R? > 0,9907). Considerando a baixa pureza da
curcumina (conforme TABELA 4) a curva de calibracao foi realizada considerando a
corregao deste valor. Devido ao carater hidrofébico da curcumina e da quercetina, o
etanol foi utilizado como solvente para a obtencdo da curva padrdao de calibracao
dessas biomoléculas e agua para o acido galico.

O modelo COSMO (Conductor like Screening Model) foi utilizado para melhor
entendimento das interagdes moleculares e predicdo da solubilidade das

biomoléculas.

3.8.2 Modelos tipos COSMO (Conductor like Screening Model)

Neste trabalho, o COSMO-RS (do inglés - Conductor like Screening Model —
Real Solvent) foi utilizado por meio do pacote COSMOtherm® (ECKERT; KLAMT,
2002) com a parametrizagao BP_TZVP_C30_19.ctd. A otimizagdo da geometria das
moléculas foi feita usando o software TurboMoleX (STEFFEN et al., 2010). Para a
previsao do COSMO-RS, o cloreto de colina foi otimizado como um par iénico neutro,
conforme proposto por Abranches e colaboradores (2019). Além disso, o DES foi
tratado como uma mistura binaria de HBA e HBD a uma taxa estequiométrica fixa.

Para predicdo do COSMO-SAC foi aplicado o software JCOSMO desenvolvido
por Gerber e Soares (2010), com a parametrizagdo de ligagdbes multi-hidrogénio
GMHB1808, disponivel gratuitamente em (https://doi.org/10.5281/zen0do.3613786)
(SOARES et al.,, 2017). Os perfis sigma foram obtidos com o pacote GAMESS
Quantum Chemistry (SCHMIDT et al., 1993) seguindo o procedimento descrito por
Ferrarini e colaboradores (2018). Nesse caso, o cloreto de colina foi tratado por seus
ions individuais. Apos a predi¢cao do coeficiente de atividade de diluicdo infinita das
biomoléculas, em diferentes sistemas a 298,2 K, suas solubilidades nos solventes
foram avaliadas de acordo com a Equacéao (9) (SANDLER, 1999).
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AmH<1 1

— — = Inv
T T) nh

Os percentuais de cargas positivas (P*) e negativas (P-) foram determinados
de acordo com a metodologia descrita por Abranches e colaboradores (2020),

conforme as Equacgdes (10) e (11).
—0.0082
Pt = f p(0).|o|.do
+00
P = f p(o).0.do
0.0082

Os termos |o| e 0 sao relacionados a contribuicdo da area de polaridade de
uma dada molécula. Os fatores P*e P-, Equagdes (10) e (11), respectivamente, sao
resultados das somas das areas positivas e negativas do perfil sigma da molécula,
considerando o seguimento da area polar, uma vez que, quanto maior o segmento da

area polar, maior € sua contribuicdo para o valor final de polaridade.
3.8.3 Cinética de dissolucédo da curcumina em solugdes aquosas

Para determinacdo da cinética de dissolucdo da curcumina em solucdes
aquosas, descrita no capitulo 5, foram utilizados trés solventes, sendo estes: DES2,
DES2 + 20% de agua (m/m) e DES2 + 80% de agua (m/m). A selegao dos solventes,
foi feita a fim de realizar uma comparacéo em alta e baixa concentragéo de agua, bem
como no DES puro, visando a observagao do tempo de solubilizagdo da curcumina.

Apbs o preparo do DES2, conforme item 3.2, com o emprego de uma balanga
analitica (AUX320, Shimadzu) com incerteza de + 0,0002 g, as massas de agua foram
adicionadas no DES2 e agitados. Na sequéncia, o solvente foi adicionado a uma célula
encamisada com uma temperatura de 298,2 K, utilizando um banho (Lab Companion,
RW-1025G) para controle de temperatura. A curcumina foi adicionada em excesso
com o solvente na célula e uma aliquota foi removida a cada 30 min com um tempo
maximo de 240 min. A concentragdo de curcumina foi determinada com o auxilio de
um espectrofotdémetro UV-Vis (UV-Vis -1800, Shimadzu) em 426 nm.
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CAPITULO 4 - Estudo do processo de extracdo dos compostos bioativos da

Curcuma longa L. empregando os DES'

Neste topico serdo apresentados os resultados obtidos para a determinagao
das condigdes 6timas de extracao dos compostos bioativos presentes no rizoma, folha
e flor da Cucuma longa L. e, a partir dos extratos selecionados, resultados das
andlises de capacidade quelante do ion Fe?*, atividade antimicrobiana, atividade
inibitéria das enzimas acetil e butiril colinesterase, potencial de citotoxicidade e

genotoxicidade em células de Allium cepa L..

4.1 EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS PRESENTES NA CURCUMA
LONGA L. (RIZOMA, FOLHA E FLOR)

Foram avaliados o efeito de diferentes solventes, temperatura e tempo de
extracdo dos compostos bioativos da Curcuma longa L.. A selegdo das condi¢des

otimas foi realizada em trés etapas e sao apresentadas a seguir.
4.1.1 Efeito do Solvente

Na primeira parte deste estudo, para selecdo do solvente no processo de
extragcdo, foram preparadas cinco diferentes formulagdes de DES, sendo trés
hidrofébicas (mentol + acido latico; mentol + acido laurico; e mentol + acido acético) e
duas hidrofilicas (cloreto de colina + acido acético e cloreto de colina + acido latico).
O etanol, por ser muito utilizado como agente extrator dos compostos bioativos da
Curcuma longa L., foi empregado na comparagdo com os demais solventes. Na
TABELA 3 encontram-se as formulacdes detalhadas dos solventes aplicados. Os
parametros de tempo e temperatura foram fixos em 1 hora e 35 °C, respectivamente.
Para selecao dos solventes, foram realizadas as analises de DPPH, FRAP e
flavonoides totais, conforme apresentado nas FIGURAS 11-13. Os solventes puros
também foram submetidos a essas analises para avaliar possiveis interferéncias nos

resultados, porém nenhum apresentou atividade significativa.

10s resultados apresentados foram publicados no trabalho: OLIVEIRA, G.; MARQUES, C.; OLIVEIRA,
A.; SANTOS, A. A.; AMARAL, W. INEU, R. P.; LEIMANN; F. V.; PERON, A. P.; IGARASHI-MAFRA, L.;
MAFRA, M. R. Extraction of bioactive compounds from Curcuma longa L. using deep eutectic solvents:
In vitro and in vivo biological activities. Innov Food Sci Emerg Technol., v. 70, 102697, 2021.
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FIGURA 11 - ANALISE DE DPPH: () RIZOMAS; () FOLHAS E () FLORES DE CURCUMA
LONGA L. EM SEIS SOLVENTES, USANDO UAE POR 1 HORA A 35 °C
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FONTE: a Autora (2022)
*As letras acima das colunas representam os resultados da ANOVA (LSD Fisher; p <0,05), em
colunas da mesma cor, comparadas separadamente para cada analise. Letras iguais ndo apresentam
diferenca significativa.

FIGURA 12 - ANALISE DE FRAP: (M) RIZOMAS; (M) FOLHAS E (M) FLORES DE CURCUMA

LONGA L. EM SEIS SOLVENTES, USANDO UAE POR 1 HORA A 35 °C
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FONTE: a Autora (2022)
*As letras acima das colunas representam os resultados da ANOVA (LSD Fisher; p <0,05), em
colunas da mesma cor, comparadas separadamente para cada analise. Letras iguais ndo apresentam
diferencga significativa.
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FIGURA 13 - ANALISE DE FLAVONOIDES: () RIZOMAS; (M) FOLHAS E () FLORES DE
CURCUMA LONGA L. EM SEIS SOLVENTES, USANDO UAE POR 1 HORA A 35 °C
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FONTE: a Autora (2022)
*As letras acima das colunas representam os resultados da ANOVA (LSD Fisher; p <0,05), em
colunas da mesma cor, comparadas separadamente para cada analise. Letras iguais ndo apresentam
diferenca significativa.

Como citado anteriormente, sabe-se que o etanol € amplamente utilizado como
solvente na extragdo dos compostos bioativos presentes na Curcuma longa L.
(MANDAI et al., 2009; SONI et al., 2011; SHIRSATH et al., 2017; LIU et al., 2019;
PATII; RATHOD, 2020). No entanto, como pode ser observado nas FIGURAS 10-12,
o etanol apresentou uma capacidade de extracao inferior frente aos outros solventes.
Para o rizoma, na analise de DPPH e flavonoides, o etanol apresentou eficiéncia de
extracao superior apenas em relagao a Men:Lau. No que se refere a analise de FRAP,
os valores foram superiores apenas aos resultados encontrados para [Ch]Cl:Lac. Em
relacéo as folhas, nas analises de DPPH e FRAP, o etanol apresentou eficiéncia de
extragdo superior apenas em relagdo a Men:Lau e para flavonoides, apresentou os
menores valores. Para a flor, o etanol apresentou os menores resultados em todas as
analises.

A aplicagdo do teste ANOVA nos resultados, demonstra que dois DES

hidrofébicos de destacaram frente aos outros solventes, sendo eles o Men:Lac e
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Men:Ac. O fato de dois DES hidrofébicos se destacarem como os solventes mais
eficientes, pode estar relacionado com os compostos que constituem, principalmente
os rizomas da planta. Nos rizomas da Curcuma longa L. encontram-se trés principais
curcuminoides: a curcumina, a demetoxicurcumina e a bisdemetoxicurcumina, com
concentracdes de aproximadamente 65, 25 e 13%, respectivamente. A curcumina tem
dois grupos aromaticos O-metoxifendlicos, uma fracao p-dicarbonil e uma ligagao de
sete carbonos contendo duas fragdes enona (NELSON et al., 2017), como pode ser
observado na FIGURA 3. Assim, essas caracteristicas corroboram com os altos
rendimentos de extracdo dos solventes hidrofébicos destacados, uma vez que os
compostos mostrados possuem grupos altamente hidrofébicos.

Mesmo com as propriedades hidrofébicas dos curcuminoides e sendo esperado
que os solventes selecionados apresentassem melhor desempenho, pode ser
observado nas FIGURA 11-13 que o [Ch]CI:Ac também possui uma alta capacidade
de extracdo de compostos bioativos, principalmente no rizoma. Essas interagcdes
polares podem ocorrer com base no mecanismo doador-receptor de prétons, incluindo
empilhamento 1-11 e interagdes hidrofébicas fracas com o composto alvo, neste caso
os curcuminoides (MANOLOVA et al.,, 2014; MONDAL et al., 2016). Porém, os
resultados da andlise de DPPH, para amostras de rizoma e folhas, apontam que o
DES [Ch]CI:Ac foi apenas o terceiro melhor solvente, em comparagdo com os demais
utilizados. Dessa forma, para avaliar o efeito da temperatura e do tempo de extragao,
foram selecionados dois DES hidrofébicos para serem utilizados nas duas etapas

seguintes, sendo esses: Men:Lac e Men:Ac.

4.1.2 Efeito da Temperatura

Na segunda etapa do trabalho, foram realizados ensaios com o intuito de
avaliar o efeito da temperatura na extracado dos compostos bioativos presentes no
rizoma, folha e flor da Curcuma longa L.. A extracéo foi realizada em um banho de
ultrassom por uma hora utilizando os dois solventes selecionados (Men:Lac e
Men:Ac). As temperaturas avaliadas foram de 35, 45, 55 e 65 °C.

Nas FIGURAS 14-16, é perceptivel a influéncia da temperatura utilizada para
extracdo dos compostos bioativos. As analises de DPPH, FRAP e flavonoides totais
demonstram que a extracao a 45 °C apresenta o melhor desempenho para ambos os

solventes. A influéncia da temperatura durante a extracdo pode ser notada
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principalmente no caso do rizoma e folha, sendo assim mais intensa do que nos dados
obtidos para a flor. Amostras de extratos contendo flor apresentaram menor
capacidade antioxidante e teor de flavonoides totais quando comparadas aquelas
contendo rizoma e folha. Além disso, ja se sabe que o aumento da temperatura
durante a extracéo reduz a viscosidade dos solventes, aumentando o contato entre o
solvente e os compostos de interesse e a favorecendo difusividade, justificando o
aumento na capacidade de extracdo dos DES (RIBEIRO et al., 2015).

No trabalho desenvolvido por Liu e colaboradores (2019), foi avaliada a
capacidade dos DES formados por acidos organicos e agucares na extracdo de
curcuminoides presente no rizoma da Curcuma longa L.. A extragdo ocorreu nas
temperaturas de 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C por 40 minutos. Os autores estabeleceram
como condigdes 6timas na extracédo a temperatura de 50 °C e tempo de 30 minutos.
Acima desse tempo foi possivel perceber uma reducao na eficiéncia de extracao, fato
que pode estar relacionado a decomposi¢ao dos curcuminoides, uma vez que estes
perdem estabilidade em temperaturas acima de 60 °C (SKERGET et al., 2015).

FIGURA 14 - ANALISE DE DPPH: (M) RIZOMAS; () FOLHAS E () FLORES DE CURCUMA
LONGA L. USANDO UAE POR 1 HORA, DOIS SOLVENTES E 4 TEMPERATURAS
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FONTE: a Autora (2022)
*As letras acima das colunas representam os resultados da ANOVA (LSD Fisher; p <0,05),
comparando colunas da mesma cor para todas as temperaturas. Letras iguais ndo apresentam
diferenca significativa.
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FIGURA 15 - ANALISE DE FRAP: () RIZOMAS; (M) FOLHAS E () FLORES DE CURCUMA
LONGA L. USANDO UAE POR 1 HORA, DOIS SOLVENTES E 4 TEMPERATURAS
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*As letras acima das colunas representam os resultados da ANOVA (LSD Fisher; p <0,05),
comparando colunas da mesma cor para todas as temperaturas. Letras iguais ndo apresentam

diferenca significativa.

FIGURA 16 - ANALISE DE FLAVONOIDES: () RIZOMAS; () FOLHAS E () FLORES DE
CURCUMA LONGA L. USANDO UAE POR 1 HORA, DOIS SOLVENTES E 4 TEMPERATURAS
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FONTE: a Autora (2022)
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*As letras acima das colunas representam os resultados da ANOVA (LSD Fisher; p <0,05),
comparando colunas da mesma cor para todas as temperaturas. Letras iguais ndo apresentam

diferenca significativa.
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No presente trabalho, foi possivel observar um pico na capacidade de extracéo
em 45 °C com possivel degradagcdo em 55 °C. Este fato € mais evidente nos
resultados da analise de DPPH (FIGURA 15) e flavonoides (FIGURA 16). Portanto,
nesta etapa, a temperatura de 45 ° C foi selecionada para realizagdo da cinética de

tempo, conforme descrito na sequéncia.
4.1.3 Efeito do Tempo

Na terceira parte deste estudo, para determinacdo do melhor tempo, foi
realizada a cinética de extracdo. A extracao foi avaliada em intervalos de 30 min até
o limite de 3 horas, considerando dois solventes (Men:Lac e Men:Ac) e temperatura
de 45 °C (solventes e temperatura selecionados, conforme descrito nas se¢des
anteriores). As FIGURAS 17-19 mostram os resultados de DPPH, FRAP e
flavonoides, respectivamente, para rizomas, folhas e flores, exibindo o perfil cinético

encontrado.

FIGURA 17 - ANALISE DE DPPH: (M) RIZOMAS; () FOLHAS E () FLORES DE CURCUMA
LONGA L. USANDO UAE, DOIS SOLVENTES, 45 °C E SEIS TEMPOS
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FONTE: a Autora (2022)
*As letras acima das colunas representam os resultados da ANOVA (LSD Fisher; p <0,05),
comparando colunas da mesma cor para cada tempo. Letras nao apresentam diferenca significativa.
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FIGURA 18 - ANALISE DE FRAP: (M) RIZOMAS; (M) FOLHAS E () FLORES DE CURCUMA
LONGA L. USANDO UAE, DOIS SOLVENTES, 45 °C E SEIS TEMPOS
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FONTE: a Autora (2022)

*As letras acima das colunas representam os resultados da ANOVA (LSD Fisher; p <0,05),
comparando colunas da mesma cor para cada tempo. Letras ndo apresentam diferenca significativa.

FIGURA 19 - ANALISE DE FLAVONOIDES: () RIZOMAS; (M) FOLHAS E () FLORES DE
CURCUMA LONGA L. USANDO UAE, DOIS SOLVENTES, 45 °C E SEIS TEMPOS
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FONTE: a Autora (2022)
*As letras acima das colunas representam os resultados da ANOVA (LSD Fisher; p <0,05),
comparando colunas da mesma cor para cada tempo. Letras ndo apresentam diferenca significativa.
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Nas FIGURAS 17-19, para as trés analises, é possivel observar no intervalo
avaliado ha a presencga de ponto de maximo nos valores obtidos. Estas foram obtidas
nos tempos de 3 horas para o rizoma nos dois solventes. Os extratos contendo folha
e flor apresentaram comportamento ligeiramente diferente. Para a folha, em ambos
os solventes, o maior rendimento de extracao foi observado em 2,5 horas, enquanto
que para a flor com a aplicagao do Men:Lac foi encontrado um tempo 6timo de 3 horas
e para o Men:Ac de 2 horas. Conforme esperado, houve um aumento € um pico no
rendimento de extracdo de compostos bioativos ao longo do tempo. Ao passar do
tempo, e com a interagao e contato de soluto/solvente, ocorre a difusao dos composto
até que seja alcancada a saturacao do solvente, dessa forma, € determinado o tempo
otimo de extragdo (LADOLE et al., 2018). Além disso, a utilizagcdo do método de
ultrassom intensifica os processos de transferéncia de massa, com consequente
reducao no tempo de extracdo (KULKARNI; RATHOD, 2014; RATHOD; RAO, 2015).

Para auxiliar no entendimento e sele¢ao dos resultados, foi realizada a analise

de PCA, conforme descrito na segéo seguinte.
4.2 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)

Com intuito de selecionar as melhores condigbes do processo de extragdo, com
base no conteudo de DPPH, FRAP e flavonoides, foi aplicada a analise de
componentes principais (PCA). O scree plot de autovalores em fungdo das novas
dimensdes do espaco de projegao € apresentado na FIGURA 20(A). Os trés primeiros
componentes principais apresentaram autovalores maiores que 1, sendo entao
selecionados para explorar o novo espago de projecdo. Nenhum outlier pdde ser
detectado entre as amostras avaliadas para os trés primeiros componentes (FIGURA
20 (B)) pelo grafico de distancia de Mahalanobis. O grafico de cargas do PCA é
apresentado na FIGURA 21 e o grafico de escores de PC1 versus PC2 é apresentado
na FIGURA 22. Pode-se notar que o primeiro componente é responsavel por explicar
49,70% da variabilidade dos dados e o segundo componente 21,87%. Assim, PC1 e

PC2 explicam a maior parte da variancia total (totalizando cerca de 72%).
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FIGURA 20 - A) SCREE PLOT DE AUTOVALORES; B) DISTANCIA DE MAHALANOBIS DOS
RESULTADOS EXPERIMENTAIS CONSIDERANDO TRES COMPONENTES PRINCIPAIS
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FONTE: a Autora (2022).

E possivel notar que os resultados de DPPH e flavonoides sdo explicados por
uma carga positiva no PC1 e um pequeno valor de carga, préximo a origem, no PC2
(FIGURA 21). Por outro lado, o FRAP ¢é explicado pelo loading no lado positivo do
PC1 e no lado negativo do PC2. Este grupo é o que apresentou maiores valores de
capacidade antioxidante quando submetido a uma faixa intermediaria de temperatura
de extragado (35 a 45 °C).

FIGURA 21 - GRAFICO DE CARGAS DE PCA A PARTIR DOS RESULTADOS DAS ANALISES DE
DPPH, FRAP E FLAVONOIDES E AS CONDICOES EXPERIMENTAIS
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FONTE: a Autora (2022).
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Trés subgrupos podem ser identificados no grafico de pontuagdo, onde as
execugdes experimentais foram reunidas. O grupo representado em verde é explicado
principalmente pela temperatura de extragao e as capacidades antioxidantes (DPPH,

FRAP e flavonoides), conforme FIGURA 22.

FIGURA 22 - QRAFICO DE PONTUACAO DE PC1 VERSUS PC2 A PARTIR DOS RESULTADOS
DAS ANALISES DE DPPH, FRAP E FLAVONOIDES E CONDICOES EXPERIMENTAIS
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FONTE: a Autora (2022).

Como apresentado na FIGURA 22, o grupo em vermelho é representado pela
flor da planta e essas corridas experimentais apresentaram valores inferiores para
todas as avaliacbes da capacidade antioxidante quando comparadas as raizes e
folhas. A parte em amarelo € explicado pelo tipo de solvente, sendo que, neste grupo
as folhas e flores foram extraidas com [Ch]CI:Ac e etanol, e apresentaram menores
valores de capacidade antioxidante entre todas as amostras testadas.

Dessa forma, para as etapas de determinacao da bioatividade e citotoxicidade
dos extratos, experimentos do grupo verde e vermelho foram selecionados. Esses
dois grupos foram escolhidos devido aos resultados de maior capacidade antioxidante
e para testar diferentes partes da curcuma, uma vez que no grupo verde apenas raizes
e folhas estao presentes, e o grupo vermelho € composto principalmente por partes

de flores. As corridas experimentais selecionadas foram: 24, 32 e 39, que representam
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rizoma, folhas e flores, respectivamente, extraidos usando: Men:Lac e Men:Ac e

temperatura de 45 °C, conforme mostra a TABELA 5.

TABELA 5 - EXECUGOES EXPERIMENTAIS AVALIADAS POR PCA. TIPO DE AMOSTRA: 1 -
RIZOMA; 2 - FOLHA; 3 - FLOR. SOLVENTE: 1 — Men:Lac; 2 — Men:Lau; 3 — Men:Ac; 4

— [Ch]Cl:Lac; 5 — [Ch]CI:Ac; 6 — EtOH

EXPERIMENTO AMOSTRA SOLVENTE TEMPERATURA DPPH FRAP FLAVONOIDES
1 1 1 35 42,16 68,76 12,24
2 1 2 35 21,75 47,22 8,28
3 1 3 35 37,86 65,34 14,40
4 1 4 35 28,64 37,50 15,24
5 1 5 35 34,22 74,98 11,30
6 1 6 35 26,40 45,23 10,21
7 2 1 35 31,09 67,66 11,22
8 2 2 35 4,07 29,56 6,98
9 2 3 35 32,18 63,50 8,09
10 2 4 35 6,27 33,48 7,34
11 2 5 35 9,38 56,52 8,34
12 2 6 35 5,75 32,07 5,31
13 3 1 35 6,41 29,63 1,96
14 3 2 35 3,42 11,50 7,16
15 3 3 35 7,46 26,66 4,27
16 3 4 35 4,43 14,32 3,31
17 3 5 35 9,29 33,49 3,66
18 3 6 35 4,91 13,33 1,59
19 1 1 25 50,85 95,03 14,12
20 1 2 25 49,57 69,27 10,02
21 1 1 35 42,09 75,54 12,22
22 1 2 35 38,21 85,68 14,67
23 1 1 45 63,09 71,09 11,17
24 1 2 45 42,09 74,63 13,37
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FONTE: a Autora (2022).

Por meio da analise estatistica e de PCA dos resultados obtidos nos ensaios

de DPPH, FRAP e flavonoides totais, foram selecionados os seguintes extratos:

Rizoma + Men:Lac; Rizoma + Men:Ac; Temperatura de 45 °C com 3

horas de extracao;

Folha + Men:Lac; Folha + Men:Ac; Temperatura de 45 °C com 2,5 horas

de extracao;

Flor + Men:Lac;

Flor

+ Men:Ac;

3 e 2 horas de extragao,

respectivamente, e temperatura de 45 °C.
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Assim, a partir desses extratos, foram realizadas as analises de bioatividade
descritas a seguir. Essas analises foram aplicadas também aos dois DES puros a fim

de verificar possiveis interferéncias dos solventes nos resultados com os extratos.
4.3 ANALISES BIOLOGICAS
4.3.1 Atividade quelante do ion de Ferro®*

As capacidades de quelacdo do ion de ferro?* obtidas para extratos do rizoma,
folha ou flor da Curcuma longa L. utilizando Men:Lac e Men:Ac, bem como para o DES
puro, sdo apresentadas na FIGURA 23. O Men:Lac e os extratos exibiram resultados
significativamente superior daqueles com Men:Ac. Fica evidente que esse DES puro
se destacou na atividade de quelacdo do ferro. Como os solventes apresentaram
maior capacidade quelante quando comparados aos extratos, € possivel que tenha
ocorrido uma relagédo com a ocupagao dos sitios quelantes dos compostos bioativos
no solvente, o que consequentemente reduziu a capacidade quelante do ferro. O
extrato contendo amostra de DES + flor, mesmo com as menores capacidades
antioxidantes e concentracédo de flavonoides, apresentaram a maior capacidade
quelante do ion de Fe?*.

As maiores inibigbes de quelacdo do Fe?* foram obtidas para o DES puros, que
apresentaram valores acima de 952% [Men:Lac] e 902% [Men:Ac]. Na formacéo do
DES foram utilizadas as moléculas de mentol, acido acético e acido latico, sendo
esses componentes capazes de formar complexos estaveis com a ferrozina.

Alguns estudos relatados na literatura corroboram com esses resultados. No
trabalho realizado por Schimidt e colaboradores (2009), foi possivel perceber que 6leo
de menta, com mentol na composi¢cdo, agiu como agente eliminador de radicais
hidroxila devido a sua capacidade quelante. No trabalho de Begqvist e colaboradores
(2006), foi possivel perceber que amostras de sucos de cenoura exibiram mais ions
Fe?* soluveis apés a fermentagdo do acido latico e cerca de um tergo deles
permaneceu estavel apos a digestao in vitro, sugerindo uma protegao dos complexos
feitos pelo acido latico.

A quelagdo de metais, como no caso do Fe?*, auxilia no enriquecimento de
alimentos, protecdo do metabolismo da pele contra metais pesados e recuperagao de

ambientes (agua, solo, residuos industriais) contaminados por metais (CUNHA et al.,
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2019). Dessa forma, com os DES e os extratos testados apresentaram alta
capacidade de quelagdo do Fe?*, tais resultados sugerem que estes possam ser

aplicados em produtos alimenticios e como agentes para descontaminagao de metais.

FIGURA 23 — QUELACAO DO Fe?* EDTA mg.mL-" E % DE QUELACAO EM EXTRATOS DE:
(M) RIZOMAS; (M) FOLHAS E (M) FLORES DE CURCUMA LONGA L. E DES
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FONTE: a Autora (2022)
*As letras acima das colunas representam os resultados da ANOVA (LSD Fisher; p <0,05)
comparando as colunas para ambos os solventes. Letras iguais ndo apresentam diferenca
significativa.

4 .3.2 Atividade antimicrobiana

Os resultados da atividade antimicrobiana para os extratos obtidos de rizoma,
folha e flor de Curcuma longa L., bem como as atividades obtidas para os DES puros
(mentol + acido latico e mentol + acido acético), sdo apresentados na TABELA 6. Na
FIGURA 24 ¢é apresentado os resultados para alguns extratos.

Entre as amostras analisadas, destacam-se dezenove ensaios em que exibiram
susceptibilidade (S => 17 mm) (TABELA 6). Doze eram para bactérias gram-positivas
(Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus) e sete para
gram-negativas (Escherichia coli e Salmonella spp.). Conforme descrito por Brul e
Coote (1999), este fato ocorre devido as bactérias gram-positivas ndo apresentarem

membrana externa em sua estrutura, levando-as a terem uma menor resisténcia aos
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mecanismos conservantes e serem suscetiveis as moléculas pequenas e bioativas

intrinseca aos extratos.

FIGURA 24 - PLACAS DE ANALISE ANTIMICROBIANAS: a) FOLHA C. perfringens, Men:Ac
ESQUERDA E Men:Lac DIREITA; b) RIZOMA PARA E. coli, Men:Ac ESQUERDA E Men:Lac
DIREITA; c) Men:Ac ESQUERDA E Men:Lac DIREITA PARA Listéria; d) Men:Ac ESQUERDA E
Men:Lac DIREITA PARA Salmonella sp.

FONTE: a Autora (2022).

Até o presente momento, ndo foram encontrados na literatura trabalhos
semelhantes a este. O extrato obtido da folha empregando Men:Ac como solvente
apresentou atividade que pode ser comparada estatisticamente ao antibidtico. A
comparagao da inibigdo da amostra com o antibiético, gerou percentuais acima de
50% para a maioria das amostras, exceto para o Men:Ac, e extratos de rizoma obtidos
a partir de ambos os DES, considerando a bactéria C. perfringens. Observando os
percentuais, a bactéria mais inibida foi a L. monocytogenes, da amostra Men:Lac
(valores em negrito na TABELA 6), principalmente para extrato de folha e flor. Na

analise de quelacdo do Fe?* foram obtidos resultados semelhantes.
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Em comparagdo com os extratos, o Men:Lac apresentou alguns resultados
maiores para inibicdo das atividades dos microrganismos. Devido a presenca de
mentol e acido latico e auséncia de outras moléculas para interagir com esses
compostos, € possivel a ocorréncia de interagao direta com as bactérias, destacando
a capacidade destes compostos de inibir o crescimento dos microrganismos. E sabido
qgue o acido latico é inibidor de microrganismo, como a de Listeria, E. coli e S. aureus
(DUBAL et al., 2004) e no DES sua concentracao foi de 53,6 %, auxiliando no
entendimento dos resultados obtidos.

O mentol, outro composto utilizado no preparo do DES, também é empregado
para fins de redugéo do crescimento microbiano por ser eficaz na redugéo de E. coli
e do S. aureus (TROMBETTA et al., 2005). O mentol € amplamente utilizado como
ingrediente em creme dental, industria do tabaco, desodorizantes bucais, balsamos
analgésicos, pastilhas para tosse, perfumes, gomas de mascar e balas
(MAHESHWARI et al., 2006), sendo responsavel por reduzir a presenca de bactérias
nesses produtos.

No presente estudo, os resultados obtidos para avaliagdo da atividade
antimicrobiana demonstraram que a combinacdo do mentol com acido latico
ocasionou em significativos efeitos para a inibicdo do crescimento microbiano. Sendo
assim, estes fatos indicam a alta capacidade quanto o potencial de aplicagdo desses
extratos a base de DES.

Desta forma, por meio dos testes em bactérias de interesse na industria de
alimentos, constata-se as possiveis aplicacbes dos extratos obtidos na preservagao

de alimentos, revestimentos comestiveis e biofilmes.

4.3.2 Analise in vitro das atividades enzimaticas da Acetilcolinesterase (AChE) e

Butirilcolinesterase (BChE)

Foram avaliados os efeitos da aplicagdo dos extratos (DES + rizoma, folha ou
flor de Curcuma longa L.) sobre a atividade das enzimas acetil e butirilcolinesterase

(TABELA 7). Os resultados foram comparados com o controle (100% de atividade).



81

TABELA 7 - ATIVIDADE INIBITORIA DA ACETIL (AChE) E BUTIRILCOLINESTERASE (BChE) DE
EXTRATOS DE DES E RIZOMA, FOLHA E FLOR DE CURCUMA LONGA L. E DES
PURO (TODOS OS EXTRATOS FORAM DILUIDOS 100X EM METANOL)

RIZOMA FOLHA FLOR DES
AMOSTRA Men:Lac Men:Ac Men:Lac Men:Ac Men:Lac Men:Ac Men:Lac Men:Ac
BChE 84.32+ 20.85+ 81.92+ 21.82+ 83.79+ 19.60+ 59.24+ 12.65+
I (%) 1.422 2.45f 3.80¢ 3.51d 3.990 1.799 4 .54¢ 3.99h
AChE 99.24+ 37.84+ 99.09+ 30.43+ 97.94+ 6.49+ 96.30+ 95.14+
I (%) 0.9122 5.31¢ 1.482 4.33f 0.55b 0.479 0.04¢ 0.854

*Porcentagem de inibicdo em comparagéo ao controle (média; desvio padrédo (DP); n = 4).
As letras acima das linhas representam os resultados da ANOVA (LSD Fisher; p <0,05). Letras iguais
nao apresentam diferenca significativa.

Sob a atividade enzimatica da BChE, foi possivel perceber que os dois extratos
que mais apresentaram efeito inibitério foram o rizoma empregando o Men:Lac e Flor
utilizando o Men:Lac, com resultados de 84,32 e 83,79% respectivamente. O menor
valor encontrado foi de 12,65%, para o DES Men:Ac puro. Para a enzima AChE
destacaram-se os extratos contendo rizoma empregando Men:Lac e folha aplicando
o Men:Lac, com resultados 99,24 e 99,09% respectivamente. O menor valor de
inibicado encontrado foi de 6,49%, a partir da aplicagao do extrato composto pela flor e
o Men:Ac.

Com relacao ao DES puro, foi possivel perceber que o Men:Lac apresentou
valores de inibicdo para as enzimas BChE e AChE de 59,24 e 96,30%,
respectivamente. Os extratos contendo Men:Lac e todas as partes da planta avaliadas
(rizoma, folha e flor), aumentaram o potencial de inibicdo na atividade de ambas as
enzimas neste solvente. Para Men:Ac, a porcentagem de inibi¢ao foi de 12,65% para
BChE e 95,14% para a AChE. O potencial de inibicao da enzima BChE aumentou com
a adigao de rizoma, folhas e flores. Para a enzima AChE, todos os valores diminuiram.

Até o presente momento, ndo foram encontrados na literatura trabalhos que
avaliaram o potencial de inibicdo desses extratos. O efeito da curcumina (extraida de
rizoma de curcuma) sobre as atividades de AChE e BChE foram testadas por Abbasi
e colaboradores (2012) e apresentaram alto potencial de inibigao.

A inibigdo das atividades enzimaticas das colinesterases, como as avaliadas
neste trabalho (AChE e BChE), é relevante uma vez que alguns estudos relatam a
ligacdo dessas atividades com a algumas doengas, como envelhecimento, deméncia

e até o Alzheimer (ARAUJO et al., 2016). Dessa forma, devido alguns extratos
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possuiram grande inibicdo nas atividades enzimaticas, o potencial da aplicagdo dos

extratos fica mais evidente.

4.3.3 Teste in vivo da citotoxicidade e genotoxicidade em células do meristema da raiz
de Allium cepa L.

Foi possivel perceber que os extratos testados apresentaram alta capacidade
antioxidante, quelacédo do ion do Fe?*, inibicdo do crescimento de microrganismos e
capacidade de inibigao das atividades enzimaticas das AChE e BChE, demonstrando
alto potencial de aplicagdo em diversos produtos.

Sabe-se que quando ocorre o consumo de agentes citotdxicos e genotodxicos,
estes podem interagir com o material genético formando reagdes oxidativas e até
mesmo quebra na molécula de DNA (acido desoxirribonucleico). Na maioria dos casos
ocorre a reparagao pelo proprio organismo ou a célula é eliminada. No entanto, caso
essa lesdo permanecga, ocorrem alteragdes hereditarias ao organismo, conhecidas
como mutagdes, que sao encontradas nas células filhas durante a replicagao (WHITE;
RASMUSSEM, 1998; OBE et al., 2004). Quando ocorre a exposi¢gdo de humanos ou
outros organismos a esses agentes, a saude fica comprometida (CALVIELLOA et al.,
2005). Dessa forma, analises que determinam a citotoxicidade e genotoxicidade séo
necessarias para acessar o risco de exposi¢cao dos organismos aos compostos
estudados (DALLEGRAVE, 2006). Assim, para avaliar a citotoxicidade e a
genotoxicidade dos extratos e solventes selecionados nesse trabalho, estes foram
aplicados em células de Allium cepa L..

Para estes testes foram utilizadas raizes de Allium cepa L. por ser esta espécie
internacionalmente aceita para testes toxicogenéticos de substancias de interesse. Os
biomarcadores aplicados neste estudo foram o indice mitético (indice de divisao
celular), para avaliar diferentes niveis de citotoxicidade, e a frequéncia de alteragdes
cromossémicas e do fuso mitético, para avaliar a genotoxicidade (HERRERO et al.,
2012; SILVA et al., 2020).

Os meristemas radiculares de A. cepa, foram expostos aos extratos de DES
(Men:Lac e Men:Ac) de rizoma, folha ou flor de Curcuma longa L., nos periodos de 24
e 48 horas. Os resultados do indice miotético Ml (%) estédo apresentados na TABELA
8. Foi possivel perceber que n&o houve diferenga entre os Ml em todos os tempos de

exposicao, quando comparado os tratamentos (extratos com rizomas, folhas e flores,
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em ambos os solventes). Este fato foi percebido em todas as amostras avaliadas.
Portanto, nenhum dos tratamentos avaliados para rizoma, folha, flor, DES e controle
causou citotoxicidade as células meristematicas do meristema da raiz de A. cepa.
Vale ressaltar que os tratamentos avaliados nao induziram alteragdes
aneugénicas e meristémicas do fuso celular mitético da raiz de A. cepa, revelando-se
nao genotoxico, em todos os momentos de avaliagao (tempos de 0, 24 e 48 horas).
Na FIGURA 25 é apresentado a imagem da divisdo celular em células de A. cepa,

submetidas ao extrato Men:Lac e rizoma, no tempo de 24 horas de exposicao.

FIGURA 25 — DIVISAO CELULAR EM CELULAS DE A. CEPA L. EXPOSTAS A EXTRATOS DE DES
E RIZOMA DE CURCUMA LONGA L.

FONTE: a Autora (2022).

Os resultados obtidos por meio de bioensaio de A. cepa apresentam boa
correlagdo com os resultados observados em testes genéticos realizados em outros
bioensaios, como aqueles com mamiferos e em cultura de células (HERRERO et al.,
2012; SALES et al., 2018).
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TABELA 8 - INDICES MITOTICOS (%) E INDICES DE ALTERACOES CELULARES OBSERVADOS
EM MERISTEMAS DE RAIZES DE A. CEPA EXPOSTOS A EXTRATOS DE DES DE
RIZOMA, FOLHA E FLOR DE CURCUMA LONGA L. E DES PURO

iNDICE MIOTOTICO (%)

CONTROLE

POSITIVO MI (%) /SD
MMS
(4x10 mol/L) 4,78:0,94
MP (%) /SD
TR Co (0 h) 24 h 48 h
Rivoma Men:Lac 28,4+1,77 & 35,0+1,02 @ 21,0+2,00 @
Men:Ac 23,743,812 30,3+3,002" 30,0+2,90"
. Men:Lac 31,443,34 " 22,0+3.77 " 34,5+2,99 a°
Men:Ac 35,7+2,07 & 25,443,712 10,7+3,58 2"
Flor Men:Lac 30,242,44 &° 35,412,01 " 39,4+1,99 "
Men:Ac 31,8+3,44 2" 25,0+2,69 " 20,0+2,87 "
. yen 2 40,243,952 24,0+4,425" 27,647,212
e 31,0+1,254" 35,9+2,242° 28,742,874
iNDICES DE ALTERACAO CELULAR
CONTROLE 32,441,943 27,741,594 20,642,954
comos o
MMS 4,78+0,94
(4x10 mol/L)
MP (%) /SD
TR Co (0 h) 24 h 48 h
Rhizome Men:Lac 0,01+0 a# 0,01+0 a# 0,01+0 a#
Men:Ac 0,01+0 a# 0,01+0 a# 0,01+0 a#
Leaves Men:Lac 0,01+0 a# 0,01+0 a# 0,02+0 a#
Men:Ac 0,010 & 0,010 & 0,010 &
Flowers Men:Lac 0,01+0 a# 0,01+0 a# 0,01+0 a#
Men:Ac 0,010 & 0,010 & 0,030 &
oes Men:Lac 0,010 a# 0,010 a# 0,05+0 &
Men:Ac 0,010 o 0,010 o 0,050 &
CONTROL 0,01 £0 a* 0,010 a# 0,01% 0 a#

Co: controle; MI: indice mitético; TR: tratamento; h: hora. FCC: frequéncia das mudangas celulares.
Andlise de variancia (ANOVA), médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 0,05. As mesmas letras
referem-se a médias de resultados semelhantes entre os tempos de exposigédo considerados (Co-0h,
24h e 48h) no mesmo tratamento. Letras diferentes referem-se a médias diferentes entre os tempos de
exposigao considerados (Co-0h, 24h e 48h) dentro do mesmo tratamento.SD: Desvios padréo relatados
para cada tempo de analise avaliado para cada concentracdo. * indice mitético igual ao indice mitético
observado para o controle no mesmo tempo de analise. # indices de mudancas celulares iguais aos
indices de mudancas celulares para o controle para 0 mesmo tempo de analise.
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Com os resultados de nao toxicidade para os extratos, ha uma indicacao de
que esses materiais de base biolégica podem ser aplicados com seguranca em

alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos destinados ao consumo humano.
4.4 CONSIDERACOES FINAIS

Foram selecionados parametros de solvente, tempo e temperatura de extracao
de compostos bioativos presentes na Curcuma longa L. (rizoma, folha e flor), sendo
determinados como solventes dois DES hidrofébicos (mentol + acido latico e mentol
+ acido acético, razao molar 2:1 e 1:1, respectivamente), temperatura de 45 °C e
tempos de 2 a 3 horas. Estes extratos apresentaram alta capacidade antioxidante para
analises de DPPH, FRAP e flavonoides totais

Algumas analises foram realizadas para verificar as bioatividades dos extratos
e dos DES. Foram elas a atividade de quelacdo do Fe?*, atividade antimicrobiana,
capacidade de inibicdo das atividades enzimaticas da acetil e butiril colinesterase.
Para a analise de quelagao do ion de ferro e atividade antibacteriana, destacaram
extratos composto por flor e folha, e o DES puro Men:Lac. O Men:Lac e extratos
(contendo rizoma, folha ou flor) apresentaram valores de inibigdo acima de 45% para
todas as bactérias testadas, quando comparadas a capacidade antibitdtica, e
capacidades quelantes de ferro superiores a 50%. Este foi o primeiro estudo que
avaliou DES hidrofébicos quanto as capacidades antibacteriana e quelante de ferro, e
que demonstrou valores substanciais. Além disso, os extratos de Men:Lac
apresentaram maior potencial inibitério nas atividades enzimatica para acetil e
butirilcolinesterase (AChE e BChE, respectivamente), quando comparados aos
extratos de Men:Ac. Os DES Men:Lac e Men:Ac puros apresentaram 0 mesmo
comportamento. De modo geral, houve maior inibicdo da atividade enzimatica da
AChE do que da BChE, em todas as amostras avaliadas.

Também foi verificada e confirmada a n&o citotoxicidade e genotoxicidade dos
DES (mentol + acido latico e mentol + acido acético), dos extratos DES e diferentes
partes da Curcuma longa L. (rizoma, folha e flor) em células de A. cepa. Este pode ser
considerado o primeiro indicativo quanto ao uso e aplicagdo segura dos extratos de
partes da Curcuma longa L. a base de Men:Lac e Men:Ac (DES hidrofébicos

analisados) em produtos destinados ao consumo e uso humano.
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CAPITULO 5 - Efeito do extrato de Curcuma longa L. e da curcumina na estrutura

e atividade da a-amilase pancreatica suina?

Neste topico sdo apresentados os resultados do efeito na atividade da a-amilase na
presenca de curcumina, extrato de DES partes da planta Curcuma longa L., bem como
o estudo das alteragbes na estrutura da enzima, por meio do emprego das analises
de Calorimetria de titulagdo isotérmica, fluorescéncia, dicroismo circular e docking

molecular.

5.1 AVALIAGCAO IN VITRO DA INIBIGCAO DA a-AMILASE PANCREATICA SUINA E
SALIVAR HUMANA

No capitulo anterior, estdo descritos a selecdo de solventes, temperatura e
tempo ideais para a extracao de compostos bioativos presentes no rizoma, folha e flor
da Curcuma longa L.. Conforme descrito, cinco solventes eutéticos profundos (DES)
foram testados, sendo trés a base de mentol e acidos lactico, acético e laurico, dois a
base de cloreto de colina e os acidos lactico e acético e o etanol. Os parametros foram
selecionados através dos resultados das analises de DPPH, FRAP e flavonoides
totais. Como solventes, DES a base de mentol + acido latico e mentol + acido acético,
Men:Lac e Men:Ac, respectivamente, foram selecionados (OLIVEIRA et al., 2021).

A partir dos extratos e parametros selecionados, foram realizadas analises para
verificar a atividade biologica dessas amostras. Neste capitulo, sdo apresentados os
resultados das analises de interacdo entre os extratos selecionados no trabalho
anterior, bem como dos solventes puros, com a enzima a-amilase pancreatica suina
e salivar humana, conforme mostrado na FIGURA 26.

Na FIGURA 26, é possivel observar que todos os extratos com Men:Lac e DES
puro proporcionaram inibicdo acima de 95% na atividade enzimatica em ambas as
enzimas avaliadas (a-amilase salivar humana e pancreatica suina). Para o Men:Ac é
possivel perceber uma alta inibicdo para o DES puro tanto para a a-amilase salivar
humana quanto para a pancreatica suina, com redugdo quando na presenca de
rizoma, folha e flor, nessa ordem. Para o extrato Men:Ac + Flor, ndo foi possivel

observar inibicao na atividade da enzima a-amilase salivar humana.

20s resultados apresentados foram submetidos no Journal: Food Biophysics. OLIVEIRA, G,
KASPCHAK, E.; OLIVEIRA, A. LEIMANN, F. V.; PHILIPPSEN, G. S.; SEIXAS, F. A. V.; IGARASHI-
MAFRA, L.; MAFRA, M. R. Effect of curcuma longa L. extract and curcumin on Porcine Pancreatic a—
Amylase structure and activity.
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FIGURA 26 - INIBICAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE A): a-AMILASE PANCREATICA SUINA E
B): a-AMILASE SALIVAR HUMANA; DOS EXTRATOS DE () RIZOMAS; () FOLHAS; (M)

FLORES DE CURCUMA LONGA L. E (H) DES

100 A B

% de inibicdo atividade enzimatica

Men:Lac Men:Ac Men:Lac Men:Ac

DES

FONTE: a Autora (2022).

Compostos que inibem a atividade da a-amilase, para prevenir doengas como
diabetes (D'AMICO et al., 2019; KNUDSEN et al., 2019), possuem diversas aplica¢des
em alimentos e farmacos. Observando a alta capacidade de inibicdo de extratos
contendo DES Men:Lac, bem como o solvente puro, (FIGURA 26), foram realizadas
analises de fluorescéncia, dicroismo circular, calorimetria de titulagcdo isotérmica e
docking molecular, com o intuito de se obter um melhor entendimento sobre a
interacdo desses compostos com a enzima. Para essas analises, foi utilizada
curcumina e extrato a base de DES Men:Lac e rizoma (Men:Lac extrato) e a enzima
a-amilase pancreatica suina.

O extrato foi escolhido através de possiveis aplicagdes em produtos destinados
ao consumo humano, visto que os resultados de analises biolégicas anteriores
mostraram um maior potencial para esta amostra, quando comparada aquelas
contendo folhas ou flores de Curcuma longa L. (OLIVEIRA et al., 2021). Além disso,
Men:Ac possui um cheiro caracteristico de acido acético, que pode comprometer a
aceitacao do produto, reduzindo a capacidade de aplicagao.
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5.2 FLUORESCENCIA

A técnica de fluorescéncia € amplamente utilizada para estudar e analisar as
interagbes entre o ligante e proteinas. Mudangas na intensidade da fluorescéncia
podem ocorrer devido a muitos fatores, como reag¢des de estado excitado, rearranjos
moleculares, formacao de complexos de estado fundamental e devido a transferéncia
de energia (HUANG et al., 1988). A fluorescéncia foi usada para avaliar os efeitos da
curcumina e do extrato de Men:Lac na estrutura da a-amilase pancreatica porcina.
Quando a proteina é excitada em 280 nm, ela emite um pico de fluorescéncia em 331
nm que esta relacionado a presenca de residuos de proteina de triptofano. Como
mostrado na FIGURA 27a e 27c, as intensidades de fluorescéncia de a-amilase
exibiram extingdo dependente da dose com quantidades crescentes de curcumina e
extrato de Men:Lac. A medida que a concentragdo de curcumina e do extrato Men:Lac
aumenta, a intensidade da fluorescéncia diminui. Isso se deve a mudangas no
ambiente na vizinhanga da molécula do cromdéforo devido a interacéo da proteina e
do ligante diminuindo o sinal de fluorescéncia no espectro (KAYUKAWA et al., 2019).

As FIGURAS 27b e 27d mostram os graficos de Stern-Volmer para a curcumina
e o extrato Men:Lac, respectivamente. Foi observada uma correlacao linear entre a
concentragao de extingdo e a fluorescéncia maxima observada, indicando um tipo de
mecanismo de extingdo (PAPADOPOULOU; FRAZIER, 2004). O tempo de vida meédio
da fluorescéncia (10) € de aproximadamente 10° s para a-amilase e constantes de
extingdo (kq) superiores a 10'° M-'s*! s3o atribuidas a um mecanismo estatico (CAl et
al., 2015). No presente trabalho, o kq obtido foi de 9,39%x10"2 M-'s"! e 6,87x10'3 M-'s"
', para curcumina e extrato de Men:Lac, respectivamente, apresentando um
mecanismo estatico de interacdo. Este tipo de extingdo resulta de um complexo de
estado fundamental n&o fluorescente devido a energia insuficiente do extintor para
colidir com o fluoréforo no estado excitado (MATYUS et al., 2006). Esses resultados
mostram que tanto a curcumina quanto o extrato Men: Lac podem interagir com o PPA

resultando na diminuigdo da atividade enzimatica descrita no proximo topico.
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FIGURA 27 - ESPECTROS DE FLUORESCENCIA REFERENTES A: (A) ESPECTROS DE
EMISSAO NA PRESENCA DE CURCUMINA (CONCENTRACOES QUE VARIAM DE 5,6 pmol.L-1
ATE 33,5 umol.L-1); (B) GRAFICO DE STERN-VOLMER DESCREVENDO A EXTINGAO CAUSADA
PELA CURCUMINA; (C) ESPECTROS DE EMISSAO OBTIDOS NA PRESENCA MEN:LAC
(CONCENTRAGAO DE 0,6X10 ATE 3,3X10° L.mL-' DE SOLUCAO); (D) GRAFICO DE STERN-

VOLMER DESCREVENDO A EXTINGAO NA PRESENCA DE MEN:LAC EXTRATO. A
INTENSIDADE DAS EMISSOES DE FLUORESCENCIA FOI REGISTRADA EM 280 nM, E A
EMISSAO MAXIMA OCORREU EM 341 nM
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FONTE: a Autora (2022).

5.3 DICROISMO CIRCULAR (DC)

3.6x10°

O dicroismo circular (DC) € um método que auxilia a exploragdo e a

visualizacao de alteracdes na estrutura secundaria de peptideos e proteinas devido a

presenca de diferentes compostos (Zheng et al., 2020). A FIGURA 28 apresenta os

espectros de DC para o controle, a-amilase pura, na presenga da curcumina e com

extrato Men:Lac.
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FIGURA 28 - ESPECTRO UV DO DC DA a-AMILASE PANCREATICA SUINA NA PRESENCA DE
33,5 pmol.L-1 DE CURCUMINA E 0,6X10-3 yL/mL DE MEN:LAC EXTRATO
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FONTE: a Autora (2022).

No espectro caracteristico da a-amilase pancreatica suina (curva preta,
FIGURA 28) é possivel observar duas bandas negativas entre 208 e 225 nm, similar
ao relatado por Zheng et al. (2020). Essas bandas sao formadas por transigdes m —
T e n — 1 de grupos amida, que sao tipicas de conformacao a-hélice. Na presenca
de curcumina (curva vermelha, FIGURA 28) verificou-se um aumento na intensidade
dessas bandas negativas. Esse fato pode ser atribuido as interagcdes hidrofébicas
entre a curcumina e a enzima, sendo que o conteudo de a-hélice pode aumentar com
o aumento da hidrofobicidade do meio (Ding et al., 2018).

No trabalho desenvolvido por Zheng et al. (2020), os autores notaram que, por
meio de ligacdes covalentes entre acidos fendlicos e a a-amilase pancreatica suina
ocorreu um aumento na quantidade das a-hélices de 4,9% para 6,9%. O aumento da
hidrofobicidade esta relacionado as ligagbes de hidrogénio, que alteram a estrutura
secundaria da a-amilase e as redes de hidrogénio dificultam a interacao entre o sitio

catalitico da enzima e o substrato, levando a inativagao da a-amilase (Xu et al., 2019).



91

5.4 CALORIMETRIA DE TITULACAO ISOTERMICA (ITC)

A técnica de calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC) foi utilizada para
determinar a cinética enzimatica da hidrélise do amido de batata pela a-amilase. O
efeito da curcumina e do extrato (Men:Lac) foi obtido por meio da adigdo destes
compostos na célula de amostra do ITC. A FIGURA 29 (a) mostra o termograma de
injecdo da a-amilase pancreatica suina na solugédo de amido de batata (substrato
desta enzima). Observou que a intensidade do pico diminuiu na presenga dos
inibidores (curcumina e extrato), indicando uma menor taxa de reagdao e

consequentemente, uma menor conversdo do amido em agucares redutores.

FIGURA 29 - CINETICA ENZIMATICA DA HIDROLISE DO AMIDO PELA ACAO DA a-AMILASE
PANCREATICA SUINA OBTIDA POR CALORIMETRIA DE TITULACAO ISOTERMICA. (A)
TERMOGRAMA PARA CONVERSAO DE AMIDO DE BATATA (200 uL; 10 mg/mL) APOS ADICAO
DA a-AMILASE PANCREATICA SUINA (35 pL; 0,010 mg/mL). (B) GRAFICO DE MICHAELIS-
MENTEN CONVERTIDO DO TERMOGRAMA
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FONTE: a Autora (2022).

Alguns parametros cinéticos da reacdo enzimatica sdo importantes, como a
constante catalitica (Kcat) € a constante de Michaelis-Menten (Km), pois auxiliam a
compreensao do mecanismo de interagdo entre enzima e substrato e, o efeito sobre
a velocidade da atividade da enzima analisada (Eisenthal et al., 2007). A TABELA 9

apresenta os valores obtidos durante a interagdo entre a-amilase e o controle,
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curcumina e o extrato, bem como os valores do calor de decomposicédo do substrato
(AH).

TABELA 9 - CONSTANTE DE VELOCIDADE CATALITICA (Kcat), CONSTANTE DE MICHAELIS (Kw)
E CALOR DE DECOMPOSICAO DO SUBSTRATO (AH) PARA CONVERSAO DO AMIDO
DE BATATA POR o-AMILASE SUINA OBTIDA POR CALORIMETRIA DE TITULACAO

ISOTERMICA
PARAMETRO CONTROLE CURCUMINA Men:Lac EXTRATO
Keat (s1) 16,15+0,35 @ 15,45+0,07 2> 13,65+0,35 b
km (Mg/mL) 6,83+0,16 2 5,93+0,14 2 4,80+0,88 a
AH (cal/mg) -1407,50+2,12 2 -1300+£117,38 @ -1392,50+58,69 2

As médias seguidas das mesmas letras nao diferem na linha a um nivel de confianga de 95%, segundo
o teste de Tukey.

Em relagdo ao km, observa-se que nado houve diferenga significativa entre os
tratamentos, demonstrando que tanto a curcumina e o extrato atuaram como
inibidores competitivos (Rodriguez, Jon-Marc G.; Towns, 2019). Quanto a constante
catalitica (kcat) 0s valores obtidos em ordem crescente foram: controle > curcumina >
extrato. No entanto, o extrato apresentou o menor valor, diferindo do controle. Como
todos os valores de AH encontrados sao negativos (conforme TABELA 9) significa que
a entalpia dos reagentes € maior do que a dos produtos, indicando que as reagdes

sao exotérmicas e que a maior inibicdo ocorreu na presenca do extrato Men:Lac.

5.5 DOCKING MOLECULAR

O docking molecular € um modelo que se baseia em estruturas 3D das
moléculas, e pode prever a conformagéo e a probabilidade da ligagdo entre uma
enzima e os ligantes (Crampon et al., 2021). Neste trabalho, o docking molecular foi
empregado com o intuito de melhor analisar as interagdes entre a enzima a-amilase
pancreatica suina e a curcumina e o Men:Lac extrato.

A acarbose € um inibidor das a-glicosidases, que estdo envolvidas na
degradacao dos dissacarideos, oligossacarideos e polissacaridos. A acarbose é um
oligossacarideo modificado que possui um grupo N no lugar do O de uma de suas
ligagbes glicosidicas (PubChem CID:447014). Este oligossacarideo esta presente no
no trato intestinal, onde exerce suas atividades e, portanto, causa efeitos adversos
como flatuléncia, diarreia e dores abdominais (Fujisawa et al., 2005). No entanto, esse

mecanismo é muito eficiente na reducao da glicemia, o que torna a inibigdo das a-



93

glicosidases intestinais um alvo interessante para novos anti-hiperglicémicos (Kato et
al., 2017). Assim, justifica-se comparar novos candidatos a inibidores da a-amilase.
A TABELA 10 resume os escores das simulagdes de docking dos compostos
avaliados, no que diz respeito a acarbose. Nenhum dos compostos investigados neste
trabalho apresentou melhor escore relativo em relagdo a acarbose, o que significa
menor probabilidade de ligacdo a a-amilase pancreatica suina do que a acarbose.
Porém, entre eles, a curcumina foi o que obteve o melhor escore relativo e, portanto,
a maior probabilidade de se ligar a a-amilase em relagdo aos demais. Esse fato ndo
significa que os ligantes avaliados ndo se liguem a a-amilase pancreatica suina; na
verdade, indica apenas uma baixa probabilidade de os compostos se ligarem a enzima
alvo e, portanto, a necessidade de concentragdes mais elevadas para se ligarem e

inibirem a atividade enzimatica.

TABELA 10 - PONTUAGOES MEDIAS PARA COMPOSTOS AVALIADOS NAS SIMULAGOES DE
DOCKING CONSIDERANDO A ao-AMILASE PANCREATICA SUINA COMO O ALVO

cowostos  AODOCK  WOLEGRD  wia  scome
Acarbose pentasacarideo 596+0,40 -177,44+6,86  -9,0+0,0 0,917
Curcumina (CID 969516) 7,93+0,15 -119,95+0,62  -8,3%0,1 0,867
Mentol (CID 1254) 5,33+0,00  -54,07 £ 0,05 5,94 0,0 0,544
Acido Latico (CID 612) 1,96+0,03  -4522 0,07 -3,4£0,1 0,293

A FIGURA 30 mostra as melhores poses de curcumina encontradas pelo
programa Molegro a partir de trés simulagdes, indicando um padr&o de encaixe. Ja a
FIGURA 31, mostra as interagdes que a curcumina faz com residuos do sitio ativo da
a-amilase pancreatica suina. Por outro lado, na FIGURA 32, pode ser encontrado o
conjunto de poses sobrepostas do mentol e do acido lactico encontradas com o
programa Molegro. O mentol e o acido latico, foram testados uma vez que foram os
compostos utilizados no preparo do DES Men:Lac.

O fato de o programa ter encontrado varias poses idénticas, o que pode ser
visto pela sobreposicao quase perfeita, também sugere um padréao de vinculagéo. No
entanto, devido ao seu tamanho menor em comparagédo com os ligantes a-amilase

candnicos, como amido ou acarbose, esses dois ligantes podem ser posicionados em
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outro lugar no sitio ativo quando avaliados por outro programa, o que n&o é um

comportamento tipico de um ligante verdadeiro.

FIGURA 30 - POSE DE CURCUMINA ANCORADA NO SITIO ATIVO DA o-AMILASE
PANCREATICA SUINA OBTIDA EM AUTODOCK (AZUL), MOLEGRO (VERDE) E VINA (ROXO).

FONTE: a Autora (2022).

FIGURA 31 - A CURCUMINA ANCORADA NO SiTIO ATIVO DA a-AMILASE PANCREATICA SUINA.
(A) CONJUNTO DE POSES OBTIDO NO PROGRAMA MOLEGRO E (B) O RESPECTIVO
DIAGRAMA DE INTERAGAO 2D GERADO NO PROGRAMA POSEVIEW (STIERAND et al., 2006).

. .
<

Tyri51A == NH*

ArgT954

FONTE: a Autora (2022).
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FIGURA 32 - CONJUNTO DE POSES COM MELHORES PONTUACOES OBTIDAS NO PROGRAMA
MOLEGRO PARA: (A) MENTOL E (B) ACIDO LATICO

B

FONTE: a Autora (2022).

Embora as simulagbes de docking ndo possam ser interpretadas como
evidéncias empiricas, elas indicam um possivel mecanismo de ligagao e destacam os
ligantes com maior probabilidade de se ligar a partir de uma determinada biblioteca.
Nesse sentido, os resultados obtidos por docking estdo de acordo com os resultados
observados pelos ensaios de inibigdo enzimatica, onde a curcumina foi o ligante com

maior capacidade de inibigao.
5.6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, a atividade das enzimas a-amilase salivar humana e
pancreatica suina na presenga de dois solventes eutéticos profundos (DES do inglés
deep eutectic solvents) (Men:Lac e Men:Ac) e extratos de rizoma, folha e flor de
Curcuma longa L., foi avaliada. Ambos os DES inibiram mais de 95% da atividade
dessas enzimas, os extratos com as partes da planta extraidas com o Men:Lac, no
geral aumentaram a capacidade de inibicdo, de ambas as enzimas, quando
comparado a capacidade do DES puro. Ja os extratos com o Men:Ac, causou redugao
da inibicdo da atividade das a-amilases.

O efeito da curcumina e do extrato Men:Lac de rizoma na atividade e estrutura
da a-amilase pancreatica suina, foi estudado por meio das técnicas de fluorescéncia,
dicroismo circular (DC), calorimetria de titulagao isotérmica (ITC) e docking molecular.

O fato de a curcumina e o extrato Men:Lac apresentarem alta inibicdo da atividade da
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a-amilase, esta relacionado a presenga da curcumina que pode interagir com a enzima
através de um mecanismo estatico, conforme observado por espectroscopia de
fluorescéncia, e modificagao da estrutura secundaria da proteina.

Por meio da analise do ITC, foi possivel observar que na presenga da
curcumina e do extrato Men:Lac, houve uma menor taxa de reacao, relacionada a
inibicdo da atividade enzimatica. A inibigdo provavelmente ocorre por inibicdo nao
competitiva, uma vez que nenhuma diferenga significativa foi obtida para a constante
de Michalis-Menten. O docking molecular mostrou que a curcumina é o composto com
maior probabilidade de se ligar ao sitio ativo da a-amilase pancreatica suina em
comparagao com o mentol e o acido latico, compostos utilizados no preparo do DES.
Os resultados obtidos neste trabalho mostram que os extratos de curcumina e
Curcuma longa L. obtidos por extragdo empregando os DES, tém grande potencial
para serem utilizados como inibidores da a-amilase, podendo ser considerados uma

alternativa para as industrias de farmacos e alimentos.
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CAPITULO 6 — Determinacgdo da solubilidade de biomoléculas em meio aquoso

usando DES e emprego de modelos tipo COSMO?3

Neste topico esta apresentado os dados de solubilidade da quercetina, curcumina e
acido galico em meio aquoso, composto por DES ([Ch]CI + xilitol (2:1)) + 10% agua
(m/m), [Ch]CI, xilitol e [Ch]CI + xilitol e uma abordagem preditiva baseada em modelos
tipo COSMO.

6.1 SOLUBILIDADE DA QUERCETINA, CURCUMINA E DO ACIDO GALICO

Os dados de solubilidade sdo essenciais tanto para os processos de
separagao quanto para o processamento de biomoléculas de interesse industrial.
Diversas biomoléculas sao aplicadas em larga escala, nas mais diversas industrias,
sendo necessario e requerida alta pureza. A quercetina (ANDRES et al., 2017),
curcumina (MAHESHWARI et al., 2006; AK; GULCIN, 2008) e o acido galico
(PASANPHAN et al., 2008), por exemplo, sdo moléculas comumente empregadas nas
industrias quimica, alimenticia e farmacéutica por apresentarem alta atividade
antioxidante e possuirem diversos potenciais de aplicagdes tecnolégicas (YOON et
al., 2017; GHAYOUR et al., 2019).

Assim, nesta etapa do trabalho foram determinadas as solubilidades das
seguintes biomoléculas: quercetina, curcumina e acido galico; em agua pura e
combinagdes de agua + aditivos, sendo os aditivos avaliados: DES; Mistura simples
de [Ch]CI + xilitol; [Ch]CI; e xilitol.

Na TABELA 11, estdo apresentados os valores de solubilidade obtidos para
todos os sistemas. Nas FIGURAS 27-29 sao apresentados os dados de solubilidade
em termos do logaritmo natural da razao de solubilidade das misturas e em agua pura
(In S/So), tendo que S é a solubilidade em agua + aditivo e Sy é a solubilidade em agua
pura.

Para quercetina, FIGURA 33, é possivel notar um aumento significativo da
solubilidade com o aumento do teor de todos os aditivos. Como se sabe, a quercetina
€ uma biomolécula hidrofobica, (Log Kow = 1,46) (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov),
sendo assim, pouco soltvel em agua (So = 0,0048 g.L™"). Foi possivel perceber que

em concentragcdes de aditivo abaixo de 40% (m/m), houve uma menor dependéncia
30s resultados apresentados foram publicados no seguinte trabalho: OLIVEIRA, G.; WOJEICCHOWISKI,
J. P; FARIAS, F. O.; IGARASHI-MAFRA, L.; SOARES, R. D. P.; MAFRA, M. R. Enhancement of
biomolecules solubility in aqueous media using designer solvents as additives: an experimental and
COSMO-based models’ approach. Journal of Molecular Liquids. v. 318, 2020.
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entre o aumento da solubilidade e a presencga de aditivo. Quando as concentracoes
de aditivos sdo superiores a 50% em massa, a diferenca na capacidade dos aditivos
de aumentar a solubilidade da quercetina foi observada na seguinte ordem: [Ch]CI >
[Ch]CI + xilitol > DES > xilitol.

Empregando cloreto de colina como aditivo, até o limite de 70% m/m, & possivel
observar um aumento na solubilidade da quercetina em relagédo a agua pura de
aproximadamente 10000 vezes, como pode ser observado na TABELA 11.

Este fato sugere que mesmo quando a mistura de DES ou [Ch]CI + xilitol foi

aplicada, o [Ch]CI tem um efeito predominante na solubilidade da quercetina.

FIGURA 33 - SOLUBILIDADE (InS/So) DA QUERCETINA EM SOLUCAO AQUOSA DE: (m) DES; (e)
[Ch]CI + XILITOL; (A) [Ch]CI E (¢) XILITOL. AS LINHAS TRACEJADAS FORAM OBTIDAS PELO
SPLINE

10
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FONTE: a Autora (2022).

A curcumina apresenta uma menor solubilidade em agua quando comparada
com a quercetina (log Kow = 3,29 e So = 0,0014 g.L""). Foi possivel observar um
aumento na solubilidade com o aumento da concentragdao do aditivo (FIGURA 34),
mesmo comportamento encontrado para a quercetina. Quando as concentragdes dos
aditivos foram superiores a 60% (m/m), as diferengas entre eles nos valores de

solubilidade foram observadas. A capacidade de cada aditivo para aumentar a
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solubilidade da curcumina foi a mesma encontrada para a quercetina, seguindo a
ordem: [Ch]CI > [Ch]CI + xilitol > DES > xilitol. Quando [Ch]CI esteve na concentragéo
de 70%, a solubilidade aumentou até 700 vezes a da agua (TABELA 11).

Abaixo de 60%, todos os aditivos apresentaram valores préximos para a
solubilidade da curcumina, como pode ser visto na FIGURA 34. Este fato, reforgca a
hipétese que dentre os aditivos testados o [Ch]Cl é o composto que mais influencia a
solubilidade, sendo o principal responsavel pelo aumento da solubilidade das duas

biomoléculas hidrofébicas avaliadas (curcumina e quercetina).

FIGURA 34 - SOLUBILIDADE (/InS/So) DA CURCUMINA EM SOLUCAO AQUOSA DE: (m) DES; (e)
[Ch]CI + XILITOL; (A) [Ch]CI E (¢) XILITOL. AS LINHAS TRACEJADAS FORAM OBTIDAS PELO
SPLINE

7
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FONTE: a Autora (2022).

A solubilidade do acido galico, biomolécula menos hidrofébica (log Kow = 0,7
So = 6,62 g.L"), também foi avaliada conforme mostrado na FIGURA 35. Estes dados
serviram de comparagdao com oOs resultados da solubilidade das outras duas
biomoléculas, uma vez que o acido galico é significativamente mais hidrofilico do que
a quercetina e a curcumina. Conforme anteriormente observado, a aplicagao do [Ch]CI
como aditivo na agua resultou em um aumento da solubilidade da biomolécula e na

concentracao de 70%, houve aumento de até 24 vezes, conforme TABELA 11.
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Outros compostos estudados geraram aumento na solubilidade do acido galico
em meio aquoso, como os liquidos iénicos (IL do inglés - ionic liquids) (CLAUDIO et
al., 2015) e éteres de glicerol (SANGHVI; EVANS; YALKOWSKY, 2007), com aumento

de 40 e 22 vezes, respectivamente.

FIGURA 35 - SOLUBILIDADE (/nS/So) DO ACIDO GALICO EM SOLUGCAO AQUOSA DE: (m) DES;
(®) [Ch]CI + XILITOL; (A) [Ch]CI E (¢) XILITOL. AS LINHAS TRACEJADAS FORAM OBTIDAS PELO
SPLINE

4
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Aditivo em Agua (% m/m)

FONTE: a Autora (2022).

O efeito hidrotropo nos sistemas contendo DES ou mistura de [Ch]CI + Xilitol
como aditivos pode ser observado na FIGURA 35, curvas preta e vermelha. Na
pratica, o efeito hidrétropo apresenta um aumento da solubilidade seguido de redugéo,
ou seja, esse parametro esta diretamente relacionado com a concentragéo de aditivo
no sistema. O conceito e entendimento do efeito hidrétropo ainda é bastante
complexo. Alguns estudos sugerem que por meio das interagdes de atragao dipolo-
dipolo ou van der Waals, a agua ora faz preferéncia da ligagdo com o aditivo ora com
a biomolécula, que neste caso, ocorreria entre o anel aromatico do acido galico entre
a 4gua e o aditivo (SANGHVI et al., 2007; CLAUDIO et al., 2015).
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Porém, quando o efeito hidrétropo é observado para liquidos idnicos (CLAUDIO
et al., 2015) e solventes eutéticos profundos, conforme relatado neste trabalho, esta
teoria ndo é suficiente para explicar este fenbmeno e concordar com outros autores
que descartaram as interagdes -1 como a causa principal da hidrotropia (SRINIVAS
et al., 1997; MANSUR; 1999; SANGHJVI et al., 2007; CLAUDIO et al., 2015). Segundo
Soares (2020), cations nao aromaticos, como é o caso do cloreto de colina, podem
induzir o efeito hidrétropo, conforme observado neste trabalho.

No que diz respeito aos processos industriais de separacao e purificacdo de
biomoléculas, o efeito hidrotropo possui grande relevancia. Uma vez que, € possivel
propor métodos simples para solubilizar e na sequéncia precipitar o composto usando
agua como antissolvente, por exemplo.

A constante de Setschenow (Ky), € utilizada para auxiliar e identificar a
mudanga na solubilidade de um soluto devido a presenca de um hidrétropo
(SETSCHENOW, 1989). Esta constante é obtida conforme descrito na Equagao (12)
e auxilia na melhor compreensdo do fendmeno hidrotropo de um soluto
(SETSCHENOW, 1989). A constante de Setschenow é considerada uma forma
simples de descrever o efeito hidrétropo de um aditivo em um determinado solvente,
podendo predizer as regides de maior e menor solubilidade do soluto. Neste trabalho,
a equagcao foi aplicada para auxiliar no entendimento e descrever o efeito hidrotrépico
nas solugcdes aquosas estudadas (CLAUDIO et al., 2015; SOARES et al., 2020).

S

In (5) = K,.Cpy (12)
Sendo: S a solubilidade molar do soluto; So a solubilidade do soluto em agua; Kn é a
constante de Setschenow e Cy é a molaridade do hidrétropo.

Sabe-se que a constante de Setschenow esta relacionada a preferéncia do
soluto em interagir com o hidrétropo ao invés da agua, portanto, quanto maior esse
valor, maior a solubilidade do soluto (SOARES et al., 2020). As constantes de
Setschenow encontradas para sistemas com acido galico e solugbes aquosas
seguiram a seguinte ordem: [Ch]CI| > DES = [Ch]CI + xilitol > xilitol, com valores de
0,67, 0,62, 0,62 e 0,44, respectivamente. Consequentemente, como esperado, as
maiores solubilidades do acido galico seguiram esta ordem, como pode ser visto na
FIGURA 35.
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TABELA 11 - SOLUBILIDADE (S, g.L"'") DA QUERCETINA, CURCUMINA E ACIDO GALICO EM
SOLUCOES DE AGUA + ADITIVOS A 298,2 K E PRESSAO ATMOSFERICA (91 kPa)'

[Ch]CI S Xylitol S DES S [Ch]CI + xylitol S
(% m/m) (g/L) (% m/m) (g/L) (% m/m) (g/L) (% m/m) (glL)
Quercetina
0,000 0,005 10,02 0,035 10,14 0,010 9,97 0,008
10,05 0,021 20,02 0,036 20,25 0,024 19,84 0,010
20,06 0,043 30,10 0,047 30,15 0,025 29,79 0,026
29,96 0,053 40,24 0,071 39,22 0,025 39,55 0,091
40,02 0,117 50,33 0,073 49,90 0,039 49,02 0,172
50,02 0,271 59,87 0,172 59,64 0,563
59,99 0,986 69,11 0,785 69,88 1,897
65,00 27,91 74,88 2,011
69,92 51,98 78,76 6,101
84,49 9,279
89,88 11,67
94,93 14,14
100,0 16,12
Curcumina
0,000 0,001 10,02 0,027 10,14 0,026 9,97 0,020
10,19 0,018 20,02 0,028 20,25 0,028 19,84 0,021
20,40 0,017 30,10 0,039 30,15 0,029 29,79 0,025
28,07 0,027 40,24 0,040 39,22 0,030 39,55 0,025
41,15 0,029 50,33 0,042 49,90 0,040 49,02 0,044
49,94 0,043 59,87 0,053 59,64 0,059
60,03 0,083 69,11 0,057 69,88 0,094
65,00 0,434 78,76 0,185
69,96 0,976 89,88 0,385
100,0 0,598
Acido Galico
0,000 6,617 10,02 15,76 10,14 14,61 9,97 13,44
10,12 15,02 20,02 21,21 20,25 17,13 19,84 19,48
20,37 20,53 30,10 26,33 30,15 20,29 29,84 29,81
28,07 41,46 40,24 32,14 39,75 43,34 39,79 56,45
40,29 72,71 50,33 35,83 49,08 69,66 49,55 74,08
49,94 98,06 59,81 89,56 59,02 105,8
60,03 127 1 69,94 124,5 69,64 102,7
70,02 159,6 74,88 103,8
79,78 85,63
84,49 60,41
89,92 46,64
94,93 44,84
100,0 45,23

'As incertezas (u) sdo: u(P) = 10 kPa; u(T) = 0,2 °C, u(%) = 0,01% e u(S) = 0,0069/L.
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Para todas as biomoléculas avaliadas foi possivel observar diferentes
comportamentos quando utilizados os DES e as misturas [Ch]CI + xilitol. Esse efeito
cria a hipétese de que as ligagdes de hidrogénio do DES tém um papel essencial

acima no comportamento da solubilidade, como sera discutido a seguir.
6.2 LIGACAO DE HIDROGENIO NO DES

Algumas diferengas séo observadas entre as misturas de DES e [Ch]CI + xilitol
nas solubilidades de biomoléculas, conforme demonstrado nas FIGURAS 33, 34 e 35,
embora ambos os aditivos apresentem a mesma composi¢ao tedrica, tendo diferenca
apenas no preparo das solugdes. As curvas referentes a esses aditivos para cada
biomolécula sao mostradas na FIGURA 37.

Vale ressaltar, a importancia da obtencdo do DES e seu preparo adequado.
Como bem estabelecido, o DES resulta de complexos de ligagbes de hidrogénio entre
HBA e HBD (MARTINS; PINHO; COUTINHO, 2018). Em alguns casos, os compostos
formadores dos DES (HBA e HBD) sao sdlidos a temperatura ambiente, como € o
caso do [Ch]CI e do xilitol. Apds o preparo do DES, devido as ligagdes de hidrogénio,
obtém-se um solvente liquido, transparente e homogéneo (DAl et al., 2013) mesmo
em temperatura ambiente.

Antes da avaliagao da solubilidade da biomolécula na solu¢ao de [Ch]CI e xilitol,
foi necessario realizar a solubilizacdo de ambos os compostos para obter uma solugao
homogénea, exigindo pelo menos 30% em peso de agua. Como no preparo do DES
ocorre a solubilizagdo dos compostos com um teor de agua de 10%, este fato pode
indicar a formacgéao das ligagdes de hidrogénio, caracteristica do DES. Se as ligagdes
de hidrogénio formadas durante o preparo do DES n&o interferissem na solubilizagéo
das biomoléculas, uma sobreposi¢ao das curvas seria observada, o que n&o ocorre,
como pode ser observado na FIGURA 36.

Além disso, a agua pode atuar como HBA e HBD, possibilitando fortes
interagbes com os constituintes do DES. Neste trabalho, 10% de agua foi aplicada no
preparo DES (KROON et al., 2013; FOURMENTIN; GREIGE-GERGES, 2019). Sabe-
se que a adicdo de agua ao DES altera suas caracteristicas fisico-quimicas, como
reducdo da viscosidade, o que favorece a transferéncia de massa na extracao solido-

liquido, aumentando a eficiéncia de extracao e alterando da polaridade do solvente.
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Entretanto, a adicdo de agua pode levar a um enfraquecimento significativo das

interagdes entre os componentes do DES (DAl et al., 2015).

FIGURA 36 - SOLUBILIDADE (/nS/So) DE: (A) QUERCETINA, (B) CURCUMINA E (C) ACIDO
GALICO EM UMA SOLUCAO AQUOSA DE (m) DES E () [ChICI + XILITOL. AS LINHAS FORAM
OBTIDAS PELO SPLINE
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FONTE: a Autora (2022).

Estudos abordaram a interacdo DES e agua, compilando os resultados de
alguns trabalhos da literatura (ZHEKENOV et al., 2017; VILKOVA et al., 2020;
HAMMOND et al., 2020) e, perceberam que a agua pode fazer parte de um complexo
supramolecular com DES. No entanto, essas pesquisas relatam que dependendo da
concentragdo de agua (especifica para cada DES), este complexo pode se
desintegrar, ocorrendo apenas a formag¢ao de uma solugado aquosa constituida pelos
seus componentes individuais.

Em baixas concentra¢des de agua, abaixo de 20%, somente o DES pode ser
obtido, ou seja, na mistura dos compostos ocorre precipitacdo. Na FIGURA 28, pode
ser observado que concentragdes a partir de 20% de agua, tanto no DES quanto na

mistura ([Ch]CI + xilitol), tendem a gerar uma aproximag¢do na solubilidade das
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biomoléculas. Fato que poderia ser observado se houvesse a possibilidade de

avaliacdo em concentragdes igual ou abaixo de 20% de agua para a mistura.
6.3 EMPREGO DO MODELO COSMO
6.3.1 Perfis Sigma

Os perfis sigmas das biomoléculas estdo apresentados na FIGURA 37, os
quais auxiliam na verificagcdo da distribuicdo de carga nas moléculas, explicando
diferencas de polaridade, por exemplo. Usualmente, o perfil 6 de uma molécula é
mostrado na faixa entre + 0,02 e/A%. Valores menores que -0,01 e/A? sdo
considerados dentro da regido receptora da ligagao de hidrogénio. Da mesma forma,
valores maiores de +0,01 e/A? se referem a area doadora da ligagéo de hidrogénio.

Quanto maior for a area do perfil sigma na faixa entre + 0,01e /A e - 0,01e/A?,
maior é a regiao apolar de uma molécula. Ha uma inversao no sinal da densidade da
carga de polarizagdo o, ou seja, cargas negativas induzem cargas positivas que sao
demonstradas no perfil 0 e 0 mesmo vale para o contrario, cargas positivas induzem
cargas negativas. No perfil 0 da molécula da agua pode ser observado que o pico
negativo do oxigénio esta representado no lado direito do gréafico e o pico dos dois
hidrogénios estédo representados no lado esquerdo (ECKERT; KLAMT, 2002). Cada
cor na representacdo 3D das moléculas refere-se as cavidades do COSMO. O azul
indica a polarizagao negativa (parte positiva da molécula), o verde as partes neutras
e o vermelho a polarizagao positiva (parte negativa da molécula) (KLAMT; ECKERT;
ARLT, 2010).

Pode ser observado no perfil sigma do cloreto de colina que ha uma parte que
atua como receptor das ligagdes hidrogénio e para o xilitol, uma regido que atuante
como doadora de hidrogénio. Este fato auxilia no entendimento da formag¢ao do DES

utilizando estes dois compostos
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FIGURA 37 - PERFIS o E DENSIDADES DE CARGA SUPERFICIAL INDUZIDA EM 3D OBTIDOS
DO COSMO-RS DAS MOLECULAS INVESTIGADAS NESTE TRABALHO.
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FONTE: a Autora (2022).

Com relagédo as biomoléculas (quercetina, curcumina e acido galico), ao
compararmos seus perfis 0 com o da agua, pode ser notado que o acido galico possui
uma regido o negativamente forte, resultado dos seus quatro hidrogénios polares.
Para a quercetina e a curcumina, podem ser ressaltadas algumas diferencas
significativas. Ambas as moléculas possuem superficies apolares, sendo
representadas pelas cores azul-esverdeados referentes as moléculas de hidrogénio e
amarelo-esverdeado nas regides dos carbonos, conforme mostra a FIGURA 37. Como
ja descrito, o valor do log Kowda curcumina é maior que o da quercetina, fato que
corrobora com a maior superficie da curcumina na faixa apolar, tornando-a mais
hidrofébica. Estas moléculas possuem também pequenas regides na faixa de

polaridade. A quercetina, devido aos seus hidrogénios, possui um pico negativo do
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perfil o, enquanto que no perfil 0 da curcumina, pode ser observado uma area
referente as regides de ligagéo de hidrogénio devido a presenga de oxigénios polares.

Assim, por meio da interface das biomoléculas geradas pelo modelo COSMO,
foi encontrada a seguinte ordem de apolaridade: curcumina > quercetina > acido
galico. Esse comportamento corresponde ao descrito pela analise dos valores de log

Kow, citado anteriormente.
6.3.2 Determinagao da solubilidade utilizando o modelo COSMO

Os modelos termodinamicos tipo COSMO s&o baseados na quimica quantica
e termodinamica estatisticas, nao utilizam dados experimentais e podem ser utilizados
para prever o desvio da idealidade de misturas liquidas. COSMO-RS e COSMO-SAC,
sao exemplos desses modelos e foram aplicados neste trabalho para prever a
solubilidade das biomoléculas nas solugdes aquosas utilizadas. Para comparacgao dos
resultados encontrados nestes dois modelos, foi utilizada a correlagcdo de Pearson,
em termos dos coeficientes de atividades obtidos, conforme apresentado na TABELA
12. Valores de correlagao igual a zero indicam auséncia de relagdo e iguais a 1,
correlacao linear perfeita (positiva ou negativa). Para coeficientes maiores que + 0,5,
um alto nivel de correlagéo é observado (SAROUHAS, 2014).

TABELA 12 - CORRELAGAO DE PEARSON ENTRE InY ;% motecuias PREDITAS POR COSMO-SAC
E COSMO-RS, EM DIFERENTES SOLVENTES

COSMO-SAC / COSMO-RS QUERCETINA CURCUMINA ACIDO GALICO
DES + Agua 0,983 0,986 0,980
Xilitol + Agua 0,214 -0,926 0,665
[Ch]CI + Agua 0,993 0,999 0,825

Como pode ser observado na TABELA 12, foram encontrados altas e positivas
correlagdes, exceto para a mistura agua e xilitol. Esta divergéncia, pode estar
relacionada com as diferentes formas de otimizacédo e parametrizacdo empregas em
cada modelo utilizado. Apesar disso, com relagdo aos demais sistemas estudados,
mesmo com essas diferencas, foi possivel obter coeficientes de atividade
semelhantes. Na FIGURA 38, a comparacado dos resultados € apresentada e, da
mesma forma, podem ser observados as semelhanga e/ou divergéncia dos perfis

InYpiomoiecuias Preditos em diferentes sistemas.
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Por meio dos dados experimentais, foi observado uma maior solubilidade da
curcumina quando havia menores concentragdo de agua nas misturas aquosas de
xilitol (FIGURA 34). Esse comportamento foi previsto pelo modelo COSMO-RS,
considerando a redugao da Iny ;. mine QUando ocorre aumento na concentragdo do
aditivo, e nao previsto pelo COSMO-SAC (FIGURA 38B). A solubilidade é

inversamente proporcional ao coeficiente de atividade do composto, assim

correlacionando esses dois parametros € possivel a utilizagdo de modelos preditivos
como o COSMO para calculo da solubilidade. Com os resultados obtidos para
curcumina e quercetina (FIUGRA 38A e 38B), pode se dizer que esses valores estao
de acordo com os dados experimentais devido aos maiores valores negativos

de Inypiomorecuias €M Maiores teores de aditivos em agua.

FIGURA 38 — PREDIGAO DO Iny%, .. A) QUERCETINA; B) CURCUMINA E C) ACIDO
GALICO, POR MEIO DO COSMO-SAC E COSMO-RS, EM DIFERENTES SISTEMAS, A 298,2 K
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FONTE: a Autora (2022).

A solubilidade tedrica das biomoléculas foi calculada através da equacgao do
equilibrio sdlido liquido (Eq. 5), a 298,2 K utilizando as propriedades de fusdo descritos
na TABELA 13. Assim como os dados experimentais obtidos, as solubilidades

previstas para as moléculas hidrofébicas, quercetina e curcumina, aumentaram com
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a presenca do aditivo na agua. Perfis semelhantes foram obtidos pelo COSMO-RS e
pelo COSMO-SAC, FIGURA 38 A-D. Ambos, DES e [Ch]CI, exibiram boa afinidade
para moléculas hidrofébicas, evidenciada pelo aumento significativo no In S/So. Além
disso, devido as diferencas do coeficiente de atividade da curcumina predito pelo
COSMO-RS e COSMO-SAC, utilizando xilitol como aditivo, perfis contrarios de In S/So
foram obtidos. Conforme mencionado acima, a previsdo do COSMO-RS foi adequada
para este sistema.

Ao se comparar os perfis [ny;ciqo galico Obtidos pelo COSMO-RS e COSMO-

SAC (FIGURA 39) e os dados experimentais, podem ser observadas semelhangas
para o sistema com xilitol. Entretanto, para os sistemas com DES e [Ch]CI, os
resultados indicam comportamentos diferentes. O modelo COSMO-RS previu uma

queda continua No Inygiq, gaiico Para ambos os sistemas, o que discorda dos dados

experimentais correspondentes. O COSMO-SAC, por sua vez, revelou uma redugao

de Inygiiao galico@t€ UM ponto minimo, e a posterior adi¢do deste aditivo aumentou o

InYiciao gaticor iINdicando um comportamento tipico de um sistema contendo hidrétropo.

TABELA 13 - NOME, NUMERO CAS E PROPRIEDADES DE FUSAO PARA OS COMPOSTOS
APLICADOS PARA PREVISAO DE SOLUBILIDADE.

NUMERO - AH

BIOMOLECULA CAS Tt (K) (kJ.mol") REFERENCIA
Acido Galico 149-91-7 640,98 47,0 (MISRA et al., 2007)
Quercetina 117-39-5 595,20 41,50 (CHEBIL et al., 2007)
Curcumina 458-37-7 447 15 52,23 (RATHI et al., 2019)

Assim como para os dados experimentais, a solubilidade prevista de quercetina
e curcumina por COSMO-SAC e COSMO-RS (FIGURA 38) foi expressa em termos
da solubilidade relativa (logaritmo natural da razdo entre a solubilidade na mistura
(aditivo + agua) e agua pura). A solubilidade relativa do acido galico também
aumentou com o incremento do aditivo na agua, FIGURA 40, de acordo com a
previsao do COSMO-SAC. No entanto, foi observado um ligeiro aumento da
solubilidade em comparacdo com as outras biomoléculas, uma vez que a solubilidade
do acido galico em agua pura € muito maior do que a da quercetina e curcumina (cerca

de 4000 vezes). De fato, por meio do perfil sigma, FIGURA 37, notou-se uma area
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menor na faixa apolar, em comparacdo com a curcumina e a quercetina, o que
significa menor carater hidrofobico e, portanto, maior afinidade com a agua. Conforme
apresentado anteriormente, em relagdo ao coeficiente de atividade do acido galico
com [Ch]CI como aditivo, um comportamento peculiar foi encontrado para a previsao
do COSMO-SAC. Experimentalmente, um perfil semelhante foi encontrado para

misturas de DES + agua com acido galico como soluto.

FIGURA 39 - SOLUBILIDADE PREVISTA (InS/Sp) POR COSMO-SAC DE: A) QUERCETINA E B)
CURCUMINA; E COSMO-RS DE: C) QUERCETINA E D) CURCUMINA EM SOLUCOES AQUOSAS
DE: (—) DES; (—) [Ch]CI E (—) XILITOL

¥ st (B)
6
4
QO
4 2
i
0
2 - -2
= & PR B | —— 1 L | I I P -4 P [T IR NI | TS 1 1 Il
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Aditivo em Agua (% m/m) Aditivo em Agua (% m/m)
25 25
© L (D)
20 |
15
Qt:>
=2, 10
E=|
5k
0
1 i i i i i i i L i i | i 1 L | i 1 i 1 i | i 1 i 1 i 1 i
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 S50 60 70 80 90 100
Aditivo em Agua (% m/m) Aditivo em Agua (% m/m)

FONTE: a Autora (2022).
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FIGURA 40 - SOLUBILIDADE PREVISTA (InS/Sg) COSMO-SAC DO ACIDO GALICO EM
SOLUCOES AQUOSAS DE: (—) DES; (—) [Ch]CI E (—) XILITOL
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FONTE: a Autora (2022).

Na FIGURA 41, para a molécula de acido galico, € importante ressaltar que o
modelo COMO-SAC previu a formacado de hidrétropo para solugdo aquosa com
[Ch]CI. A solubilidade aumenta até a concentracéo de 30% de aditivo e se mantém
estavel quando a concentracao esta em torno de 40% e, em concentragcbes acima
desse valor para o [Ch]CI, pode ser notada uma diminuicdo na solubilidade. Uma
comparacgao entre os dados experimentais e previstos esta disponivel na FIGURA 40.
O COSMO-SAC indicou este fenbmeno para uma mistura diferente (sem doador de
hidrogénio), possivelmente indicando que a [Ch]Cl orienta o efeito hidrotrépico,
conforme observado experimentalmente. Este resultado esta de acordo com os dados
da constante de Setschenow obtidos neste trabalho. Em relagao a isso, o hidrétropo
observado é baseado na interagéo entre o anel aromatico do acido galico e os nucleos
catiénicos do cloreto de colina (CLAUDIO et al., 2015).
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FIGURA 41 — SOLUBILIDADE (InS/Sp) DO ACIDO GALICO EM: () DES — DADOS
EXPERIMENTAIS; COSMO-SAC EM SOLUCOES AQUOSAS DE: (—) DES; (—) [Ch]CI E (—)
XILITOL

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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FONTE: a Autora (2022).

6.4 CONSIDERAGOES FINAIS

Foram obtidos dados experimentais da solubilidade das biomoléculas
quercetina, curcumina e acido galico, em solu¢gdes aquosas compostas por DES
(cloreto de colina + xilitol + 10% de agua (m/m)), cloreto de colina, xilitol € na mistura
de cloreto de colina + xilitol + agua. As analises ocorreram em uma temperatura de
298,2 K utilizando a técnica de espectroscopia de UV-Vis para determinagao da
concentracdo das biomoléculas. Foi possivel perceber que ambas as moléculas
hidrofébicas avaliadas, quercetina e curcumina, apresentaram uma maior solubilidade
no sistema contendo cloreto de colina e agua, havendo maior aumento quando o
aditivo estava presente nas maiores concentragées. De modo geral, para todos os
aditivos avaliados, houve um aumento na solubilidade dessas biomoléculas. Para o
acido galico, molécula menos hidrofébica, foi possivel perceber o mesmo

comportamento, exceto para o sistema contendo DES, para o qual foi possivel
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perceber um efeito hidrétropo, que se destaca por ser interessante nos processos
industriais de separacao de compostos. Por meio na mudanca da concentracdo do
aditivo ocorre o controle no aumento ou diminui¢do da solubilidade.

Os modelos COMO-SAC e COSMO-RS foram utilizados para calculo do
coeficiente de atividade dos sistemas e, consequente usados para prever o
comportamento da solubilidade. Por meio desses resultados, assim como nos dados
experimentais, foi possivel perceber o aumento da solubilidade das biomoléculas com
o0 aumento da concentracdo do aditivo. Além desses fatores, a partir dos resultados
obtidos pelo modelo COSMO-SAC, foi possivel observar a predicao de um efeito
hidrétropo para o sistema com [Ch]CI para o acido galico. Este fato indica que o sal
de amoénio é o responsavel pela ocorréncia do efeito hidrotropo observado neste

estudo.
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CAPITULO 7 - Solubilidade de biomoléculas em solugées aquosas de DES:

Estudo experimental e in silico empregando COSMO-RS*

Os dados apresentados a seguir s&o uma continuagédo do trabalho descrito no capitulo
anterior. Neste topico sdo apresentados dados de solubilidade da curcumina, acido
galico e cafeina em solugbes aquosas de DES, seus constituintes individuas, além da
mistura simples de seus constituintes em temperatura de 298,15 K. O modelo
COSMO-RS, foi empregado para auxiliar em uma melhor compreensdo dos
resultados experimentais, bem como no calculo da polaridade de todas moléculas

utilizadas no trabalho.
7.1 SOLUBILIDADE DA CURCUMINA, ACIDO GALICO E CAFEINA

A solubilidade da curcumina, acido galico e cafeina foram avaliadas em
diferentes solugdes aquosas composta por DES1 e DES2, seus constituintes
individuais a suas misturas simples (ver Tabela 2). Esses resultados foram
apresentados em termos de solubilidade relativa (In(S/So)), onde S corresponde a
solubilidade da biomolécula em agua + aditivo e So em agua pura. As FIGURAS 42,
43 e 44, mostram os dados de solubilidade da curcumina, acido galico e cafeina,
respectivamente. Para discussao posterior, foi avaliada a solubilidade da cafeina em
DES3 e misturas contendo [Ch]CI-Xilitol (2:1) como aditivo, conforme avaliado em
nosso trabalho anterior (OLIVEIRA et al., 2020). Para auxiliar no melhor entendimento
entre as interagdes moleculares dos sistemas avaliados, foi utilizado um modelo

preditivo COSMO-RS, conforme descrito nas se¢des a seguir.
7.1.2 Dados da solubilidade e cinética de dissolugdo da curcumina

Por meio dos resultados mostrados no capitulo anterior (OLIVEIRA et al.,
2020), foi possivel notar que a adigado dos aditivos cloreto de colina ([Ch]CI), xilitol,
[Ch]CI + xilitol e DES ([Ch]CI + xilitol (2:1, razdo molar) + 10% de agua (m/m), causou
um aumento da solubilidade da curcumina em meio aquoso. Ou seja, todos os aditivos
utilizados atuaram como cossolvente. Neste trabalho, com objetivo de buscar um

melhor entendimento, e outros compostos alternativos capazes de atuarem como cos-

40s resultados apresentados foram publicados no seguinte trabalho: OLIVEIRA, G.;
FARIAS, F. O.; SOSA, F. H. B.; IGARASHI-MAFRA, L.; MAFRA, M. R. Green solvents
to tune the biomolecules’ solubilization in aqueous media: An experimental and in silico
approach by COSMO-RS. Journal of Molecular Liquids. v. 341, 2021.
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solventes, foi medida a solubilidade da curcumina em meio aquoso de solugdes
compostas por: DES utilizando alcoois como HBD'’s (1,2-propanodiol e etilenoglicol);
mistura simples do [Ch]CI + HBD, e os alcoois individuais. Os dados de solubilidade
sao apresentados a seguir.

Na FIGURA 42, é possivel observar a solubilidade relativa (In(S/So)) da
curcumina nas solugcbes aquosas citadas anteriormente. Na TABELA 14, estdo
expressos os valores de solubilidade (g.L"), ndo s6 da curcumina, mas também do

acido galico e da cafeina.

FIGURA 42 — SOLUBILIDADE RELATIVA (InS/So), DA CURCUMINA EM DIFERENTES SOLUCOES
AQUOSAS EM TEMPERATURA DE 298,15 K
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FONTE: a Autora (2022).

Pode ser observado, FIGURA 42, que todos os aditivos utilizados promoveram
um aumento da solubilidade da curcumina em meio aquoso (de até 9000 vezes).
Sendo que, a ordem dos aditivos que mais promoveram esse aumento é: DES2 > 1,2-
P > EG > DES1 > M2 > M1 > [Ch]CI. A curcumina € uma biomolécula hidrofébica,
com logaritmo da particdo octanol-agua (Log Kow de 3,2) e, consequentemente
apresenta baixa solubilidade em agua pura (So = 0,001 g.L", conforme TABELA 14).

Além do efeito cossolvente causado por esses aditivos, € possivel notar a importancia



116

do preparo do DES e das ligagdes de hidrogénio que os forma, uma vez que estes
fatos influenciaram na solubilidade da curcumina, principalmente na regido com baixa
concentracdo de agua (> 50% em peso do aditivo), principalmente na comparagao
entre DES1 e M1. A maior solubilidade da curcumina foi alcangada quando foi utilizado
os dois DES como aditivos, isso, comparado com as misturas simples de seus
constituintes (HBA e HBD). Com relagéao aos HBD's, o etilenoglicol foi o composto que
ocasionou a maior solubilizagdo da curcumina.

As diferengas nas solubilidades quando foram utilizados o DES e a mistura
simples de seus constituintes, observados neste e no capitulo anterior, reforcam a
importancia do preparo ideal do DES, e, a influéncia das ligagbes de hidrogénio na
capacidade de solubilizacao. Este fato deixa de ser observado em altas concentragdes
de agua, com consequente redugcdo na concentragdo dos aditivos. Conforme ja
relatado na literatura, certas quantidades de agua quebram as ligagdes de hidrogénio
que formam o DES, sendo assim, neste ponto esses solventes se tornam uma mistura
simples de seus constituintes. Vale ressaltar que, as quantidades ou concentragcdes
de agua necessarias para a ruptura dessas ligagdes, depende da composi¢cao e dos
constituintes do solvente (VILKOVA et al., 2020). Sendo assim, tal fato reforca que
nao é possivel afirmar que a mesma concentragdo de agua quebrara ou nao as
ligacdes de hidrogénio de todos os DES possiveis de serem preparados. Além disso,
a importancia no preparo adequado do DES é reforcada para sua adequada e eficiente
aplicagdo, bem como, para atingir as propriedades adequadas para cada DES.

O DESZ2 teve uma capacidade em dissolver a curcumina 9000 vezes mais em
relagdo a agua pura. Dessa forma, sabendo que além do estudo do tipo de solventes
e cossolventes adequados para um processo de extragcao eficaz, o tempo também é
um parametro importante para a viabilidade desses processos.

Esses fatos se destacam principalmente em escala industrial, sendo que é
necessario atingir a maxima eficiéncia no menor tempo possivel, com propésito de
reduzir custos. Sendo assim, a influéncia do tempo na dissolugéo da curcumina foi
avaliada, conforme FIGURA 43.
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FIGURA 43 — CINETICA DE DISSOLUGAO DA CURCUMINA EM: (--u--) DES2; (--e--) DES2 + 20%
DE AGUA (m/m) e (-- A--) DES2 + 80% DE AGUA (m/m)
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FONTE: a Autora (2022).

A cinética de dissolucdo foi realizada utilizando trés solventes, sendo eles:
DES2, DES2 + 20% de agua (m/m) e DES2 + 80% de agua (m/m). A escolha dos
solventes se deu para avaliar a dissolugdo com o DES puro, com uma baixa
concentragdo de agua (20%) e uma alta (80%). Na FIGURA 43, pode ser observado
dois diferentes comportamentos para os trés sistemas. Para ambas as misturas do
DES2 com a agua, a saturagao foi alcangada em tempo inferior a 30 minutos de
agitacédo. Em comparagédo ao DES2 puro, nesse mesmo intervalo de tempo, apenas
50% da solubilizagdo maxima foi alcangada (4,45 g. L-'). Neste sistema, o tempo
necessario para a saturacao foi de 120 minutos, ou seja, foi nesse ponto que os
valores de solubilizagdo se aproximaram da maxima (9275 g.L™").

Conforme ja relatado, o tempo de solubilizagdo da curcumina € menor para as
misturas DES2 + Agua em comparacdo ao DES2, isso pode ser atribuido ao fato de
que a capacidade de solubilizagédo € menor, bem como a menor viscosidade desses
sistemas. A adigdo de agua reduz significativamente a viscosidade do DES,
melhorando o fendmeno de transferéncia de massa, atingindo uma taxa de dissolugéo
rapida conforme ja era esperado (DAI et al., 2013). Como todos os DES, de modo
geral, possuem uma viscosidade maior que a da agua, era esperado que O processo

de dissolugéo fosse maior quando comparado as misturas DES + Agua (ALANON et
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al., 2020). A viscosidade pode prejudicar o processo de transferéncia de massa e,
consequentemente, diminuir a taxa de dissolugdo no estagio final (RADWAN et al.,
2012; DIAS et al., 2020).

Os resultados da cinética de dissolugéo da curcumina mostraram que a adi¢ao
de agua no DES2, como ja era esperado, contribuiu para que houvesse uma
dissolucdo mais rapida. No entanto, para essas misturas, foi possivel observar uma
menor capacidade de solubilizacdo da curcumina. Dessa forma, por meio desses
fatos, fica claro a importancia e necessidade de estudos prévios de tempo e
capacidade de solubilizacdo, para melhor eficiéncia nos processos de extragdo e

separacgao, buscando encontrar as variaveis mais influentes durante o processo.

7.1.2 Dados de solubilidade do acido galico e da cafeina

Sendo um acido fendlico e um alcaloide, respectivamente, o acido galico e
cafeina, esses compostos apresentam um carater hidrofilico elevado em relagéo a
curcumina. Nas FIGURAS 44 e 45, estao expressos os valores da solubilidade relativa
(In(S/So)) do acido galico e da cafeina, nas solugbes aquosas citadas na TABELA 2.

Os valores de solubilidade absoluta sdo mostrados na TABELA 14.

FIGURA 44 - SOLUBILIDADE RELATIVA (InS/So), DO ACIDO GALICO EM DIFERENTES
SOLUCOES AQUOSAS EM TEMPERATURA DE 298,15 K
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FONTE: a Autora (2022).

FIGURA 45 - SOLUBILIDADE RELATIVA (InS/So), DA CAFEINA EM DIFERENTES SOLUGOES
AQUOSAS EM TEMPERATURA DE 298,15 K
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FONTE: a Autora (2022).

De acordo com os resultados obtidos, e como pode ser observado na FIGURA
44, a capacidade de cada aditivo em aumentar a solubilidade do acido galico seguiu
a ordem de: M1 > M2 > DES2 > DES1 > [Ch]CI > EG > 1,2-P. Bem como observado
no capitulo anterior, alguns aditivos, exceto [Ch]CI e M1, promoveram o efeito
hidrétropo sobre o acido galico, fato que sera discutido nos proximos capitulos.

Na FIGURA 45, pode ser encontrado os dados, solubilidade relativa (In(S/So)),
da cafeina nas solug¢des aquosas ja descritas, conforme TABELA 2. Ao contrario do
observado na solubilidade da curcumina e acido galico, todos os aditivos utilizados
promoveram a redugao da solubilidade da cafeina quando comparada a agua pura. A
cafeina, em comparagdo ao acido galico e curcumina, € uma molécula mais
hidrofilicas (Log kowde -0,55). Dessa forma, ocorre uma competi¢éo entre os aditivos
e a cafeina em formar complexos de hidratos com a agua, sendo assim, predominante
o efeito dos aditivos em formarem essas liga¢cdes com a agua. A capacidade de cada
aditivo para aumentar a solubilidade da cafeina seguiu a ordem de: 1,2-P > EG >
[Ch]CI > M2 > M1 > DES1 > DES2.
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Conforme descrito no capitulo anterior, a solubilidade da curcumina, quercetina
e acido galico foram avaliados em solu¢des aquosas compostas por DES3, M3 e seus
constituintes individuais ([Ch]Cl e XY). Dessa forma, a solubilidade da cafeina nessas
solugdes aquosas também foi medida, conforme FIGURA 46 e TABELA 15. O mesmo
comportamento foi observado, em relagéo as outras solu¢gdes aquosas, ou seja, todos
os aditivos causaram uma redugao na solubilidade da cafeina em relagdo a agua pura.

FIGURA 46 - SOLUBILIDADE RELATIVA (InS/So), DA CAFEINA EM DIFERENTES SOLUGOES
AQUOSAS EM TEMPERATURA DE 298,15 K
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FONTE: a Autora (2022).
7.2 HIDROTROPIA

Conforme relatado anteriormente, a adicdo de alguns aditivos na agua
promoveu o efeito hidrotropico na solubilidade do acido galico. Todos esses sistemas
estdo apresentados na FIGURA 47. Uma discussao sobre hidrotropia é apresentada
no capitulo anterior.

As maiores solubilidades foram alcangadas quando DES2 ou M2 foi o aditivo
em uma concentragao em torno de 80% (m/m). Quando DES1, EG ou 1,2-P foram os
aditivos, a maior solubilidade ocorreu em torno de 50%, seguida da redugdo em

concentracdes de aditivos maiores.
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FIGURA 47 — SOLUGOES AQUOSAS QUE GERARAM EFEITO HIDROTROPO NO ACIDO GALICO
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FONTE: a Autora (2022).

A constante de Setschenow (Kn) foi determinada de acordo com a Equagéo
(12) apresentada no capitulo anterior, e, conforme ja relatado, a Ky auxilia na
compreensao e entendimento do efeito hidrotréopico, bem como relacionar a
preferéncia do soluto em interagir com o aditivo ao invés da agua. Os valores de KH
encontrados para sistemas com acido galico e solugdes aquosas seguiram a ordem:
DES2 = M2 = DES1 > EG > 1,2-Prop, com os valores de, 0,44, 0,43, 0,43, 0,27 € 0,25,
respectivamente. Maiores valores de Ku indicam que é maior a capacidade de
solubilizagdo do soluto em determinado solvente, ou seja, a ordem obtida esta de
acordo com a FIGURA 47.

O maior efeito hidrotropico na solubilidade do acido galico ocorreu para os
sistemas de DES2, M2 e DES1. O fator comum de todos esses aditivos é a presenca
do [Ch]CI. Conforme relatado anteriormente, quando o [Ch]CI utilizado puro como
aditivo, um aumento constante do acido galico foi alcangado. Contudo, quando
combinado com algum HBD, um efeito hidrotrépico mais forte foi alcangado em
comparagao com o HBD puro. Esse fato reforga a hipotese de que os sais quaternarios

de amdnio, como o [Ch]CI, tém uma grande contribuicdo para a solubilidade de
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biomoléculas e a necessidade de se avaliar diferentes misturas, dado o conceito de

designer de solvente, caso dos DES.

7.3 COSMO-RS

Na FIGURA 48, encontra-se os perfis o das biomoléculas utilizadas neste
trabalho (curcumina, acido galico e cafeina). Ja na FIGURA 49, estdo apresentados
os perfis sigma dos HBA e HBD’s empregados para o preparo dos DES e aplicados
como aditivos ([Ch]CI, etilenoglicol, 1,2-propanodiol, xilitol e agua), respectivamente.
Os perfis o foram obtidos por meio do modelo COSMO-RS. Estes perfis foram feitos,
com intuito de melhor avaliar e compreender as diferentes polaridades caracteristicas
das biomoléculas. Com base na distribuicdo do potencial o em diferentes regides, as
propriedades nas interagcbes intermoleculares das liga¢gdes de hidrogénio dos

substratos e produtos podem ser analisadas e avaliadas (SALLEH et al., 2017).

FIGURA 48 — PERFIL SIGMA E SUPERFICIE 3D DA CURCUMINA, ACIDO GALICO E CAFEINA
(EMPREGANDO O COSMO-RS)
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FONTE: a Autora (2022).

A polaridade pode ser definida de acordo com a forma da molécula, podendo
ser simétricas ou nao, devido ao arranjo de suas cargas elétricas (FARKAS, 1999).
Em termos das areas das regides apolares, como pode ser observado nas FIGURAS

48 e 49, as biomoléculas mais apolares seguem a ordem: cafeina > curcumina > acido
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galico, com relagdo aos constituintes usados como aditivos, a apolaridade segue a
seguinte ordem: 1,2-P > EG > XY > [Ch]CI > Agua.

FIGURA 49 - PERFIL SIGMA E SUPERFICIE 3D DO CLORETO DE COLINA ([Ch]ClI), ETILENO
GLICOL, 1,2-PROPANODIOL, XILITOL E AGUA (EMPREGANDO O COSMO-RS)
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FONTE: a Autora (2022).

Alguns estudos, sugerem que a fragdo apolar ou hidrofébica, € a parte
responsavel pela forgca motriz que gera a interagao entre soluto e aditivo, quando ha
presenca de agua (BOOTH; ABBOTT; SHIMIZU, 2012; BOOTH; ABBOTT; SHIMIZU,
2015). A interacdo entre a agua e o soluto € mais fraca do que a interagao entre a
agua e a agua, uma vez que sao compostas por ligagdes de hidrogénio. Devido a isso,
a forte interagao entre soluto e hidrétropo, na presencga de agua, ocorre por meio da
associacao entre as porgbdes hidrofdbicas dessas moléculas, fato que gera
aglomeracédo do hidrétropo em torno do soluto. Conforme descrito anteriormente, o
efeito hidrétropo foi observado nos sistemas compostos por acido galico. Os aditivos
geraram aumento na solubilidade da curcumina, enquanto a cafeina mostrou uma
reducao na solubilidade em comparagdo com a solubilidade em agua pura. Assim,
para uma melhor compreensao dessas interagdes, estudos baseados em hidrotropia
foram comparados em todos os sistemas. Corroborando com esse fato, Abranches e

colaboradores (2020), descreveram que a interagao hidrofébica entre um aditivo e um
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soluto em meio aquoso é a forca motriz para o acumulo do aditivo. Dessa forma, o
calculo da porcentagem de apolaridade obtida com o uso do COSMO-RS, auxilia na
compreensao dessas interacbes. Nesse mesmo trabalho, os autores verificaram
através da técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN), que as metades
apolares dos hidrotropos tém propensao estatisticamente menor para interagir com a
agua, sugerindo a ideia de associacdo das metades apolares dos hidrétropos e as
porcdes ndo polares do soluto, favorecendo o aumento da solubilidade.

Apesar de a cafeina ser o soluto com maior percentual de cargas apolares, foi
a unica biomolécula que teve redugdo da solubilidade em relacdo a agua pura, na
presenca de aditivos. Este fato, pode ser relacionado com o tamanho da cadeia
quimica da cafeina com massa molar de 194,19 g.mol!, que é bem menor que a
curcumina com massa molar de 368,38 g/mol-', por exemplo, reduzindo a superficie
de contato entre soluto e aditivo. Em relagao ao acido galico, o efeito hidrotrépico foi
observado devido ao menor percentual de cargas de apolaridade. Essa biomolécula
apresenta a apolaridade mais proxima a apolaridade dos aditivos, quando comparada
a curcumina e a cafeina. Esse fato esta de acordo com a hipotese de que o numero
de hidrétropos ao redor do soluto € maximo quando ambos, hidrétropo e soluto,

possuem similaridade na apolaridade.
7.4 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, foi determinada a solubilidade da curcumina, do acido galico e
da cafeina em temperatura de 25 °C, em diferentes solugbes aquosas. Essas
solucdes, foram compostas por diferentes DES, seus constituintes individuais e a
mistura desses constituintes. Os resultados mostraram diferentes comportamentos
nesses sistemas. A solubilidade da curcumina aumentou com a adigdo de todos os
aditivos, em comparacdo com a agua pura. A cafeina, por sua vez, apresentou
comportamento contrario, quando os aditivos promoveram redugao significativa de
sua solubilidade. Para o acido galico, a maior parte dos aditivos avaliados resultou em
efeito hidrotrdpico.

Os processos industriais possuem grande interesse em sistemas que
apresentam o efeito hidrétropo, visto que esse fato permite a manipulacdo da
solubilizagdo ou precipitacdo da biomolécula alvo. Adicionalmente, nos sistemas

estudados, a combinagao entre [Ch]Cl e HBD parece ser essencial para alcangar um
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maior efeito hidrotropico, conforme observado pela constante de Setschenow,
reforgando a aplicabilidade do conceito de designer de solvente.

Por meio do emprego do modelo preditivo COSMO-RS, foi possivel calcular a
porcentagem de polaridade das biomoléculas, aditivos e agua, estudadas. Essa
ferramenta, auxiliou e ajudou na compreensido e entendimento frente a interagcéo
desses compostos. Contudo, foi possivel observar que, além desses percentuais,
outros fatores influenciam a solubilizagdo, como a linearidade e o tamanho da cadeia
quimica dos constituintes de um determinado sistema.

Além da solubilidade, a cinética de solubilizagdo da curcumina foi avaliada.
Embora os maiores indices de solubilidade tenham sido alcangados em maiores
concentragdes de DES, observou-se que a adicao de agua aumenta a velocidade de
saturacao do sistema, com consequente reducao da viscosidade desses solventes. O
fato de a velocidade de saturacdo do sistema com DES puro ser menor quando
comparado com sistemas onde agua foi adicionada, ocorre devido a alta viscosidade
do DES, que afeta diretamente o processo de transferéncia de massa.

Por fim, os resultados encontrados neste estudo mostram que a interagao
molecular e a solubilizagdo sdo processos complexos, influenciados e dependentes
de diferentes parametros. Portanto, tempo e eficiéncia da solubilizagao precisam ser

estudados e priorizados no desenvolvimento de cada especifico processo.
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CAPITULO 8 - Conclusdes, Desafios Futuros e Producgéo Cientifica

No capitulo 8 serdo apresentadas as conclusbées obtidas apds os resultados
experimentais alcancados, bem como da revisdo da literatura sobre o tema. Além
disso, seréo descritas as principais produgées cientificas e os trabalhos realizados em

parcerias durante a execug¢éao da tese.
8.1 CONCLUSAO

Sao inumeras as possiveis combinacdes entre doadores e receptores de
hidrogénio para o preparo dos DES (do inglés — deep eutectic solvent), sendo dessa
forma, considerados como solventes designers. Durante o processo de extragdo dos
compostos bioativos presentes no rizoma, folha e flor da Curcuma longa L., cinco
diferentes DES’s foram preparados e empregados como agentes extratores e a
técnica de extragao assistida por ultrassom foi utilizada. Dos cinco DES’s dois eram
hidrofilicos, compostos por cloreto de colina e acido latico e cloreto de colina e acido
acético, e trés hidrofébicos, preparados a base de Mentol + Acido Latico e Mentol +
Acido Acético. O etanol foi utilizado como solvente de comparacado devido a sua ampla
utilizagao na extragado de compostos bioativos.

Durante a selecdo do solvente, tempo e temperatura de extracido, foram
realizadas nos extratos obtidos as analises de DPPH, FRAP e flavonoides totais.
Como ja era esperado, devido as caracteristicas dos compostos bioativos e dos
solventes empregados, os dois DES hidrofébicos (mentol + acido latico e mentol +
acido acético) apresentaram as melhores performances, sendo entdo selecionados
para as etapas seguintes. O etanol, por sua vez, apresentou menor capacidade de
extracao de compostos bioativos, quando comparado aos DES empregados. Tendo
em vista as dificuldades durante os processos de extragao, principalmente em fungao
dos solventes convencionalmente empregados apresentarem certa toxicidade, a
utilizacao dos DES pode auxiliar a minimizar a influéncia humana na degradacao do
meio ambiente.

Além dos solventes, foram selecionadas a temperatura de 45 °C e tempos de
2 até 3 horas como parametros do processo. A partir dos extratos e solventes
selecionados, foram realizadas algumas analises para testar as suas possiveis

atividades biologicas. Essas analises foram: capacidade antioxidante; flavonoides
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totais; agdo antimicrobiana; quelagéo do ion de Ferro?*; efeito inibitério nas atividades
das enzimas hidrolisantes (a-amilase) e colinesterases. Em todas as amostras foram
encontrados resultados satisfatorios de diferentes bioatividades. Além disso, os
extratos e os DES mostraram-se atoxicos as células de Allium cepa L.. Estes fatos
indicam a possibilidade e a potencialidade de aplicacdo dessas amostras em produtos
destinados ao consumo humano.

Os DES e extratos selecionados mostraram alta capacidade de inibicao das
enzimas a-amilase pancreatica suina e salivar humana. No entanto, os extratos
obtidos com o DES mentol e acido acético apresentaram uma menor capacidade de
inibicdo, quando comparado ao DES mentol e acido latico. Para melhor compreensao
quanto a interacdo entre a enzima a-amilase pancreatica suina e a curcumina e 0s
dois DES a base de mentol acidos latico e acético, estes foram submetidos a analises
de fluorescéncia, dicroismo circular (DC), calorimetria de titulagcédo isotérmica (ITC) e
docking molecular.

As analises de fluorescéncia e DC mostraram que n&o houve desnaturacao
da estrutura da a-amilase, tanto na presenga da curcumina quanto do extrato e DES.
A analise do ITC mostrou que na presenga da curcumina e do extrato houve uma
nao competitiva, uma vez que nenhuma diferenga significativa foi obtida para a
constante de Michalis-Menten. O docking molecular mostrou que a curcumina € o
composto com maior probabilidade de se ligar ao sitio ativo da a-amilase em
comparagao com o mentol e o acido latico. Os resultados obtidos neste trabalho
mostram que a curcumina e o extrato apresentam grande potencial para serem
utilizados como potenciais inibidores da a-amilase, podendo ser aplicados pela
industria farmacéutica e alimenticia para inibir a hidrélise do amido no corpo humano.

A solubilidade de biomoléculas (curcumina, quercetina, acido galico e
cafeina), foi avaliada em solugbes aquosas e aditivos compostos por DES e seus
constituintes (cloreto de colina, xilitol, 1,2-propanodiol e etileno glicol). Os aditivos
aumentaram a solubilidade da curcumina e quercetina em agua, mesmo estas
apresentando caracteristicas de hidrofobicidade. A adicdo do cloreto de colina em
agua causou efeito hidrétropo na solubilidade de acido galico. Todos os aditivos
aplicados, causaram uma redugao da solubilidade da cafeina comparada a

capacidade de solubilizagdo da agua pura.
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Estes resultados demostram que alguns aditivos podem ser aplicados com
finalidade de aumentar a solubilidade de compostos que possuem baixa afinidade com
a agua. O efeito hidrétropo também € interessante em escala industrial, uma vez que,
pode-se controlar o aumento e redugao de solubilidade, de acordo com a
concentracdo do aditivo. Os modelos tipo COSMO auxiliaram na compreensao da
interacdo entre essas moléculas, sendo capaz de prever até o efeito hidrétropo

causado no acido galico.

8.2 DESAFIOS FUTUROS

Espera-se que esse trabalho auxilie na melhor compreensao de interagao dos
DES com os compostos de interesse, bem como fomente a aplicagdo desses
solventes para extracdo de compostos com alto potencial de aplicabilidade em
produtos destinados ao consumo humano. Devido as diversas bioatividades e a nao
toxicididade apresentadas tanto nos DES puros, quanto nos extratos, percebe-se a
ampla capacidade destes em serem incorporados em produtos alimenticios, farmacos
e cosmeéticos a fim de promover a saudabilidade.

Testes prévios mostraram a possibilidade de incorporacdo dos extratos
hidrofébicos em balas de gelatina. Como o DES utilizado € composto por mentol, seria
interessante o estudo para viabilidade de aplicacdo desses extratos em gomas de
mascar, sabor laranja, por exemplo, uma vez que as amostras apresentam coloragao
alaranjada. Ha uma grande gama de possibilidade de aplicacdo desses extratos em
produtos destinados ao consumo humano, contudo, analises posteriores de
manutencgao das atividades bioativas sdo necessarias.

Do ponto de vista de interagdo entre essas moléculas, ha muito a ser
explorado. Até o presente momento, ndo é encontrado na literatura uma convergéncia
de resultados para explicar e prever o efeito de hidrotropia, por exemplo. Os modelos
tipo COSMO se mostram alternativas interessantes no auxilio destas compreensdes,
além de serem vantajosos, pois podem reduzir analises experimentais, bem como o

uso de produtos de alto valor agregado.
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