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RESUMO

O presente estudo propdés uma nova metodologia ambientalmente amigavel,
baseados em solventes eutéticos naturais (NADES) alinhados a eficiéncia da
irradiacdo por microondas, para a extragdo de compostos polifendlicos presentes nas
folhas do maracujad-amarelo (Passiflora edulis Sims). Esta planta esté incluida na
Farmacopéia Brasileira e é utilizada na medicina tradicional para tratamento de
insdnia, depressdo, ansiedade, e outros, por possuir compostos de acdo sedativa,
calmante e antiinflamatéria. Inicialmente, trés extratos foram preparados seguindo
metodologias eficientes publicadas em periédicos de seletivo corpo editorial, sendo
escolhida a extracdo assistida por ultrassom (UAE), com MeOH/H20 (1:1, v/v), como
método de referéncia. Os extratos foram analisados por CLAE-DAD para comparagao
quali e quantitativa. Para o desenvolvimento do método verde de extragéo, foi utilizada
irradiacéo assistida por micro-ondas (MAE), utilizando 7 NADES diferentes. O NADES
baseado em cloreto de colina:acido latico (1:2) foi o que apresentou melhor eficiéncia
extratora quando comparado com o método de referéncia e com os outros 6 NADES
avaliados. Levando em consideracédo que os NADES sdo compostos por substancias
de baixa toxicidade e biodegradéaveis e que a MAE é uma técnica de extracao rapida,
eficiente e de baixo consumo energético, 0 método desenvolvido neste estudo
contempla os principios da Quimica Verde, podendo ser classificado como um método
verde.

Palavras-chave: Sustentabilidade. Quimica Verde. Plantas Medicinais.
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ABSTRACT

This present study proposed a new environmentally friendly methodology, based on
natural deep eutectic solvents (NADES) combined with the efficiency of microwave
irradiation, made for the extraction of flavonoids of the yellow passion fruit (Passiflora
edulis Sims). This plant partakes in Brazilian Pharmacopeia is used in folk medicine to
treat insomnia, depression, anxiety, and other symptoms, mainly due to its compounds
with sedative and calming action. Initially, were prepared three extracts following effi-
cient methodologies, reported in journals with selective editorial boards, where the ul-
trasound-assisted extraction (UAE) using MeOH: H20 1:1 (v/v) was chosen as refer-
ence extract. In developing the green extraction method, microwave-assisted irradia-
tion was used, using seven different NADES. The NADES based on choline chloride:
lactic acid (1:1) showed the best extracting efficiency when compared with the refer-
ence method and with the other six NADES evaluated. Considering that NADES are
composed of low-toxic and biodegradable substances and that microwave-assisted
extraction (MAE) is a fast, efficient, and low-energy extraction technique, the method
developed in this study contemplates the principles of Green Chemistry and is possibly
a green method.

Key-words: Sustainability. Green Chemistry. Medicinal Plants.
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1 INTRODUCAO

As plantas fazem parte da histéria da humanidade, que contou com elas para
satisfazer suas necessidades basicas, como na construgdo de abrigos, na produgdo
de alimentos e de roupas, além do uso como agentes terapéuticos na medicina tradi-
cional (GURIB-FAKIM, 2006). As primeiras descrigfes de uso de plantas na medicina
remontam aos tempos antigos, aparecendo em registros na biblia e nos papiros de
Ebers, no Egito Antigo, além de também possuir registros de plantas, como camomila
e alamo, utilizadas por neandertais no sitio de El Sidron, na Espanha (PINTO et al.,
2002; RIO GRANDE DO SUL, 2018).

Estima-se que 25% dos medicamentos utilizados atualmente sejam derivados
de plantas superiores (CALIXTO, 2000). Apesar dos avangos das pesquisas quimicas
e farmacéuticas durante o século XIX possibilitarem a produgdo de medicamentos
através do isolamento de compostos ativos de plantas e aumentarem a oferta de me-
dicamentos alopaticos, o uso de plantas medicinais dentro do conceito de medicina
tradicional tem sido observado fortemente em paises em desenvolvimento até os dias
de hoje (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019) isso porque, segundo a Organi-
zacgdo Mundial da Saude (OMS, 2019), estima-se que 75-90% da populagdo mundial
ndo tenha acesso ao atendimento primario de saude, fazendo com que o uso de pra-
ticas alternativas seja seu Unico recurso. No Brasil, a Politica e Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos foi criada em 2006 como parte das Politicas Inte-
grativas e Complementares (PICS) do Sistema Unico de Salde (SUS), promove e
reconhece as préticas populares e tem como uma das propostas ampliar opgdes te-
rapéuticas, visando oferecer a garantia de acesso a plantas medicinais e fitoterapicos
com mais seguranca e eficacia (BRASIL, 2006).

As plantas medicinais estdo distribuidas globalmente, mas possuindo uma con-
centragcdo maior em paises de florestas tropicais (GURIB-FAKIM, 2006). O Brasil pos-
sui 22% da biodiversidade global de vegetais, com um alto indice de endemismo e
diversos exemplos de plantas medicinais, porém, a maioria daquelas comercializadas
e utilizadas no Brasil sdo introduzidas, sendo as endémicas pouco conhecidas pela
populacdo (GURIB-FAKIM, 2006; PINTO et al., 2002). Dentre as espécies nativas bra-

sileiras estudadas e contempladas dentro da Relag@o de Nacional de Plantas Medici-
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nais de Interesse do Sistema Unico de Saude (RENISUS), estéo presentes trés espé-
cies de maracuja (Passiflora sp.), destacando-se o maracuja-amarelo (Passiflora edu-

lis Sims), uma das espécies mais utilizadas para alimentacao.
1.2 O Maracuja-Amarelo

As espécies do género, da familia Passifloraceae, sdo utilizadas como opgéo
terapéutica desde o século XVII e empregadas na medicina tradicional desde 1867
devido & sua agdo calmante em casos de insbnia e irritabilidade (PEREIRA; VILEGAS,
2000). Dentre as mais de 400 espécies que compdem o género (ZIBADI; WATSON,
2004), cerca de 90% sao encontradas em regides tropicais e subtropicais, e o Brasil
segue como o principal centro de diversidade, visto que aproximadamente 140 espé-

cies estdo presentes em seu territério (BERNACCI et al., 2015).

Apenas 30 das espécies do género Passiflora séo descritas possuindo frutos
comestiveis, a exemplo do chamado “maracuja”, e poucas alcangaram algum valor
comercial (PEREIRA; VILEGAS, 2000), destacando-se a espécie de maracuja-azedo
Passiflora edulis Sims., de casca roxa e seu mutante de casca amarela. No Brasil, a
espécie de maracuja-amarelo assumiu um papel de destaque na fruticultura, repre-
senta a maior parcela cultivada e comercializada das espécies do género, devido a
qualidade de seus frutos (ZERAIK et al., 2010), estando também presente na 52 edigédo

da Farmacopéia Brasileira.

As plantas do género sdo caracterizadas como trepadeiras herbaceas ou le-
nhosas, sendo o maracuja-amarelo uma planta trepadeira sublenhosa, com flores her-
mafroditas e presentes isoladas ou aos pares nas axilas foliares; os frutos séo grandes
e amarelos (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; SIQUEIRA et al., 2006). Ambos
estdo presentes na Figura 1. Este género reline em sua constituicdo metabolitos se-
cundérios como flavonoides, alcalbides, fendis, glicosideos cianogénicos e terpendi-
des (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004). Alguns desses compostos estao direta-
mente vinculados as propriedades terapéuticas das plantas do género: flavonoides e
alcaloides, por exemplo, que sdo os responsaveis pelas acGes sedativas, calmantes
e anti-inflamatorios, além de propriedades antioxidantes (PEREIRA; VILEGAS,
2000).



15

Yellow passion fruits and its cross-section, Purple passion fruit and its cross-section,

showing seeds showing seeds

Figura 1 - Flor e frutos de Maracuja-Azedo nas variedades de cor roxa e amarela
Fonte: HE et al. (2020)

Dentre as partes do vegetal utilizado de forma terapéutica destaca-se as folhas,
sobretudo nas mais jovens, pode-se encontrar como metabdlitos secundérios flavonas
C-glicosiladas (Figura 2) derivadas da apigenina e luteolina (como orientina, isoorien-
tina, vitexina, isovitexina e outros), flavonoéis e antocianinas. Os frutos além de possu-
irem de compostos polifendlicos de interesse, também apresentarem um alto valor
nutricional e vitaminico, sendo rico em polissacarideos e fibras e uma boa fonte de
pectina (ZIBADI; WATSON, 2004DHAWAN; DHAWAN.; SHARMA, 2004; HE et al.,
2020).

1.2 A Quimica Verde como aliada no estudo da biodiversidade

Para extracdo metabdlitos secundarios de interesse, histérica e majoritaria-
mente sdo empregados solventes organicos volateis e solventes alcodlicos, comu-
mente utilizados nas etapas de extracdo de, por exemplo, flavonoides (SPAGNOLLA
et al., 2009), os quais podem ser caros, toxicos e poluentes. Nas Ultimas décadas,
surgiram na literatura solventes alternativos mais baratos e seguros, como os DES
(Deep Eutectic Solvents), cujo impacto ambiental é reduzido se comparado com sol-

ventes alcodlicos, por exemplo (Bl et al., 2013).

Introduzidos por Abbott e colaboradores (2003), os DES séo caracterizados
como misturas eutéticas de 2 ou mais substancias ou componentes primarios em ra-
zBes molares especificas (ABBOTT et al., 2003). Em tais misturas, uma das substan-

cias atuara como doadora de ligagbes de hidrogénio e a outra como receptora (Bl et



16

al., 2013). As ligacbes de hidrogénio e os componentes primérios da mistura influen-
ciam no ponto de fusdo da mistura, que consequentemente serd menor que as dos
constituintes separados (GOMEZ et al., 2018). Porém, a producédo de DES pode em-
pregar componentes sintéticos que sdo muitas vezes toxicos, o que limita sua aplica-
¢&o na industria farmacéutica e alimenticia (GOMEZ et al., 2018; FERNANDEZ et al.,
2018).

Em 2011, emerge uma alternativa como subclasse de DES, os NADES (Natural
Deep Eutectic Solvents, CHOI et al., 2011;GOMEZ et al., 2018). Os NADES sao obti-
dos através de compostos naturais, como acucares, acidos organicos, uréia e deriva-
dos de cloreto de colina. Apresentando-se como bons extratores (e até melhores em
comparagdo com certos solventes organicos em certas situagdes) e representando os
principios da quimica verde, os NADES sdo, além dos solventes mais baratos, a al-
ternativa mais “verde” frente aos solventes organicos (FERNANDEZ et al., 2018;
PACHECO-FERNANDEZ; PINO, 2019).

Considerando que os NADES também justificam a presenca de macromolécu-
las pouco soluveis em agua no meio intracelular e, devido a maior solubilidade que
apresentam para metabolitos em relagdo aos meios aquosos, podem ser empregados
como meios extratores de compostos de interesse (CHOI et al., 2011). E possivel
afirmar que o emprego de NADES como meios extratores sustentaveis simula as cé-

lulas de organismos e, portanto, emprega principios da biomimética.

O uso de NADES é muito interessante do ponto de vista académico e industrial
considerando que o gasto majoritario em processos envolvendo estudos metabolémi-
cos envolve o volume de solventes empregados (DAl et al., 2013; ESPINO et al., 2015;
FUNARI et al., 2014a,b; FUNARI et al., 2016). Nesse contexto, o emprego de alterna-
tivas ambientalmente amigaveis, seguras e baratas como os NADES como solventes
extratores em estudos metaboldmicos e de controle de qualidade é especificamente
interessante para plantas medicinais caracteristicas da biodiversidade de paises em
desenvolvimento, a respeito do Brasil, uma vez que permite o estudo da diversidade
micromolecular de tais opgdes terapéuticas sem danos cumulativos aos ecossistemas
e de modo viavel até mesmo para pequenos laboratérios ou regides ecologicamente

sensiveis e onde o tratamento de residuos é elevado (DAI et al., 2013; ESPINO et al.,
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2015; FUNARI et al., 2014b; RADOCSEVIC et al., 2016). Além disso, isso é absoluta-
mente coerente com os interesses atuais de agéncias como a Organizac¢do das Na-
¢Bes Unidas, a qual possui um plano de acdo denominado Agenda de Desenvolvi-
mento Sustentavel para 2030, o qual objetiva a disseminacao de praticas inofensivas
ao meio ambiente que possibilitem de modo macroestrutural o equilibrio social, eco-
ndmico e ambiental ao redor do globo, com base em pilares como a bioeconomia, isto
€, 0 uso de materiais renovaveis no desenvolvimento de materiais e fontes energéticas
(MCCORMICK; KAUTTO, 2013; UNITED NATIONS, 2015). Coerentemente, o em-
prego de NADES como meio extrator se alinha com os principios da Quimica Analitica
Verde (DAI et al., 2013; ESPINO et al., 2015; RADOCSEVIC et al., 2016).

A Quimica Analitica Verde (Green Analytical Chemistry, ou GAC) suscita da
necessidade de tornar os processos analiticos sustentaveis e seguros. Derivada da
Quimica Verde, a GAC visa a implementacéo de técnicas da quimica verde nas prati-
cas laboratoriais, abordagens mais eficazes na redugcédo de danos e com eficiéncia
comparavel a técnicas tradicionais (GALUSZKA, MIGASZEWSKI, NAMIESNIK; 2013;
FUNARI et al, 2016). Nesse contexto, Galuszka e colaboradores (2013) formulam 12

principios para a GAC, sendo eles:

1. Técnicas analiticas devem ser diretamente aplicadas, buscando evitar o trata-

mento de amostras.
2. S&o objetivos minimizar o tamanho e quantidade de amostras utilizadas.
3. Realizacdo de medidas in situ.

4. A integragdo entre processos analiticos e operacionais economizam energia e

reduzem o uso de reagentes.
5. Selecionar métodos automatizados e miniaturizados.
6. Evitar derivagéo.

7. Deve-se evitar a geracao exagerada de residuos, providenciando também mé-

todos de tratamento dos mesmos.

8. Priorizar métodos multiparamétricos e que utilizem diversos analitos ao invés

daqueles que utilizam um de cada vez.
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9. Uso de energia minimizada.

10. Priorizar reagentes obtidos de fontes renovaveis.

11. Reagentes toxicos devem ser eliminados ou substituidos.

12. Deve-se prover meios para que a seguranga do operador seja melhorada.

Tais principios indicam que, ainda que o maior impacto do ponto de vista ambiental
se relaciona aos solventes empregados, apenas empregar solventes alternativos ndo
é suficiente para tornar a investigagdo ambientalmente segura e sustentavel. Todo o
processo analitico deve ser considerado para garantir a sustentabilidade. Assim, o
emprego de meios extratores como os NADES, aliados a técnicas extratoras mais
novas e mais eficientes do que as tradicionais - a exemplo de extra¢des assistidas a
microondas (WANG et al., 2016) - abordagens multiparamétricas que otimizem de
modo global as extracdes com economia de tempo e recursos, como Planejamento
de Experimentos (WEI et al., 2015; PILON et al., 2016), e métricas apropriadas que
quantifiquem o impacto ambiental das metodologias empregadas (GABER et al.,
2011) - sdo interessantes para se obter processos realmente alinhados com a preser-
vacdo do meio ambiente, o uso eficiente de recursos e que simultaneamente satisfa-

¢am as demandas da sociedade.

2 OBJETIVO

Desenvolver um método verde e eficiente para extragcdo de compostos; relata-
dos como responséveis pelas atividades farmacolégicas presentes nas folhas de Pas-

siflora edulis Sims.

3 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Sintese Organica e Processos
(LSOP) da Faculdade de Ciéncias da UNESP, no campus de Bauru.

3.1 Material Vegetal

O material vegetal foi coletado no dia 23 de margo de 2021, nas proximidades
do Laboratério de Quimica Analitica e Cromatografia, da Unesp do Campus de Bauru
(coordenadas 22° 20" 38.188" S 49° 1' 46.144" W). Foram preparadas exsicatas para
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identificag@o no Herbario UNBA da Faculdade de Ciéncias da Universidade Estadual
Paulista (Unesp) do Campus de Bauru.

As flores caracteristicas da espécie possuem pétalas e sépalas na cor branca
e de cor purpura na base (Figura 2). As folhas séo simples, alternas e trilobadas (Fi-
gura 3); as margens das folhas séo serrilhadas, com a base cordada e o apice acumi-
nado; o tamanho pode variar entre 7 a 12 cm para o comprimento por 11 a 13 cm na
largura (BERALDO; KATO, 2010).

Figura 2 — Flor coletada para confeccé@o da exsicata
Fonte: Arquivo Pessoal

’ e ; e \
s e ya. BV e

Figura 3 - Folha de Passiflora edulis Sims
Fonte: Sheldon Navie (2016)*

1 Disponivel em: <https://keyserver.lucidcentral.org/weeds/data/media/Html/passiflora_edulis.htm>
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Apols a coleta e separacdo, a secagem foi feita através da liofilizagdo das fo-
Ihas, que permaneceram no liofilizador por 7 dias, sendo, posteriormente, pulveriza-
das em um moinho industrial (LB Balangas, Brazil). O material resultante foi colocado

em um frasco para proteger contra umidade e calor.

3.2 Preparacao dos solventes eutéticos naturais (NADES)

Foram propostas 9 combinacgfes de diferentes compostos primarios em propor-
¢Oes de razdes molares variadas (ver Tabela 1) para serem avaliados quanto a for-
magcéo de misturas eutéticas. As combinacdes foram sintetizadas seguindo a metodo-
logia de Gomez e colaboradores (2018), sendo solubilizados em 20% de H20 m/m,
com excec¢do da combinacéo de Timol e Mentol, pois trata-se de uma mistura hidrofé-

bica.

Tabela 1 - Diferentes combinacdes para a preparacdo de NADES

COMPONENTE 1 COMPONENTE 2 COMPONENTE 3 RAZAO MOLAR

Timol Mentol 11
Acido malico Sorbitol 1:1
Acido malico Glicose Frutose 1:1:1
Acido Latico Sacarose 1:2
Acido Latico Glicose 1:2

Cloreto de colina Sorbitol 1:2
Cloreto de colina Xilitol 4:1
Cloreto de colina Glicose 11
Cloreto de Colina Acido Latico 1:1

Em vials, as diferentes propor¢des foram irradiadas em um digestor microondas
(Ethos Easy®) individualmente com ciclos de 5 min, em temperaturas que variam en-
tre 40° e 60°C. Cada ciclo individual foi repetido até que as misturas se apresentassem
de forma transparente, homogénea e uniforme. Apoés a irradiacéo, esperou-se cerca

de 5 dias para a constatagao de formagdo ou nédo de misturas eutéticas.
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3.3 Extragcdo dos metabdlitos de Passiflora edulis

3.3.1 Reproducéo de extracdes para referéncia

Através de um levantamento bibliogréafico, foram selecionados diferentes méto-
dos convencionais para a extragao dos marcadores do maracuja-amarelo (Figura 3) a
serem replicados com a finalidade de compara-los com os NADES quanto a eficiéncia

da extragéo.

[a11!

Flavonoid Ry By B, By B
i Apigenin H H H H 5]
(2] Lutcolin H H H H OH
(1) Quereetin ty H H  oOH  OH
(4] Kacmplerol H H H OH H
[ Vitexin Cgucosyl H H H H
6 Iso-vitexin I I Cudocosyl H I
53 Crentin Cylucosyl  H H H OH
(8 Isn-crientin H H C-gugosyl H OH

Figura 4 - Flavonoides presentes no maracuja-amarelo
Fonte: DHAWAN, DHAWAN, SHARMA (2004)
A primeira é uma replicagdo da extrac@o assistida por ultrassom (UAE) pre-
sente no trabalho de Ferreres e colaboradores (2007), utilizando 100 mg do material

vegetal pulverizado em uma solu¢éo 2 ml MeOH:H20(1:1).

Em seguida, foram realizadas duas extragdes hidroetandlicas. Na primeira, 20
mg do material vegetal foi colocado em uma seringa adaptada para percolagdo em
pequena escala, utilizando 3 ml de uma solu¢éo EtOH:H20 (6:4). Na segunda, 100
mg do material em uma solugdo EtOH:H20 (7:3) foram submetidos & maceragao di-
namica (320 rpm; 40°C) por 30 minutos.

Posteriormente, todos os extratos foram centrifugados por dois ciclos de 5 min
e um montante conhecido do sobrenadante foi retirado e filtrado em um microfiltro
PTFE (0,45 pum) e transferido para vials e injetados no sistema CLAE-DAD.
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3.3.2 Extracédo utilizando NADES e assistida por microondas (MAE)

Para a obtencéo do gradiente exploratério, os extratos com NADES foram pre-
parados na razdo 1:10 (planta:solvente) e submetidos a irradiagdo por microondas
durante 1h a 50°C. Posteriormente, os extratos foram diluidos na proporgéo 1:1 em
uma solugéo hidroetandlica (7:3), centrifugados por dois ciclos de 5 min e um mon-
tante conhecido do sobrenadante foi retirado e filtrado em um microfiltro PTFE (0,45

pm) e transferido para um vial para injec&o no sistema CLAE-DAD.
3.4 Anélises por CLAE-DAD

As analises exploratérias tanto dos extratos quanto dos NADES foram realiza-
das através do sistema CLAE-DAD (Shimadzu®), (bomba LC-20AT, de gaseificador
DGU-20A5R, amostrador SIL-20HT, forno de coluna CTA-10AS VP e interface CBM-
20A, DAD SPD-M20A, utilizando como fase moével H20 com 0,1% de TFA (FASE A,
aguosa) e MeCN (Fase B, organica). Para a obtencdo do cromatograma foi utilizada
uma coluna Luna cis (Phenomenex®, 250 x 4,6mm, 5um) e para a aquisi¢cao e pro-
cessamento dos dados o software LabSolutions (Shimadzu®). O monitoramento dos
experimentos foi feito a A=240 nm. Os sinais com area maiores que 400 mV-s foram

considerados picos.

As amostras foram analisadas em sistema gradiente exploratério com variagdo
de B de 5% a 100% em 60 minutos, vazdo de 1 mL min! e temperatura do forno de
30°C, método adaptado de Snyder, Kirkland e Glajch (1997).

3.5 Analises de dados

As analises estatisticas das amostras para escolha do extrato de referéncia e
as andlises preliminares entre as amostras de extracdes por NADES foram feitas uti-
lizando tabelas de one-way ANOVA, seguidos de comparacédo através do Teste Tukey
(95% de confiabilidade), sendo feitas com a utiliza¢do do software MS Office Excel ®
(2007) e R v. 4.0.3 (R Core Team, 2020). Os dados também foram analisados quanto

a normalidade através do teste de Shapiro-Wilk.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Preparagao dos solventes eutéticos naturais (NADES)

Conforme apresentado na Tabela 1, foram preparadas nove combinacdes de
compostos primarios em diferentes proporcdes. Das nove propostas, apenas em sete
foram verificadas a formac&o de misturas eutéticas, estando elas presentes na Tabela
2, incluindo seus aspectos. As demais, durante o tempo de espera, voltaram a se
solidificar ou ndo apresentaram total miscibilidade entre os componentes, sendo des-

cartadas desta avaliagéo.

Todas as sete misturas eutéticas se apresentaram como transparentes e inco-
lores, com excecdo daquela sintetizada a partir de Timol:Mentol (1:1) que, mesmo
sendo transparente como as demais, apresentou coloragdo amarelada (Figura 4).

Tabela 2 - NADES solubilizados em 20% de H20 (com excegdo de Timol:Mentol) e os aspectos das
misturas eutéticas.

Id NADESs Abreviatura Obs

#1 Timol:Mentol (1:1) Thy:Ment (1:1) Amarelo, Transparente
#2 Acido Malico:Sorbitol (1:1) MA:Sor (1:1) Transparente

#3  Acido Malico:Glicose:Frutose (1:1:1)  MA:Glu:Fru (1:1:1) Transparente

#4 Cloreto de Colina:Sorbitol (1:2) ChClI:Sor (1:2) Transparente

#5 Cloreto de Colina:Xilitol (4:1) ChCl:Xo (4:1) Transparente

#6 Cloreto de Colina:Glicose (1:1) ChCI:Glu (1:1) Transparente

#7  Cloreto de Colina:Acido Latico (1:1) ChCI:LA (1:1) Transparente

n&o formou mistura eu-
#8 Acido Latico: Glicose (1:2) LA:Glu (1:2) tética

n&o formou mistura eu-
#9 Acido Latico:Sacarose (1:2) LA:Suc tética
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Figura 5 - NADES preparados, respectivamente: (a) Thy:Ment, (b) MA:Sor, (c) MA:Glu:Fru, (d)
ChCl:Sor, (e) ChCI:Xo, (f) ChCI:Glu e (g) ChCI:LA
Fonte: Arquivo Pessoal.

A porcentagem de agua dos NADES foi fixada em 20% (m/m) devido a relatos
presentes na literatura, com excegdo do NADES #1 devido ao carater hidrofébico.
Embora a adi¢cdo de 4gua auxilie na diminui¢cdo da viscosidade (influenciada por sua
composig¢ao primaria) e contribui na extracdo de compostos polares (DAI et al., 2015;
Ql et al., 2015), em grandes propor¢des pode atuar como um “anti-solvente” ao dimi-
nuir as ligagdes de hidrogénio entre os compostos primdrios e a agua, resultando na
dissolugdo dos componentes ao invés da formagao de uma mistura eutética (DAI et
al., 2015; Ql et al., 2015; GOMEZ et al., 2018).

Tanto os NADESSs de ‘Thy:Mentol’ (1:1) quanto ‘ChCI:LA’ (1:1) ndo precisaram
de irradiagdo no microondas, formando uma mistura homogénea em poucos minutos
apds o contato entre os compostos primarios. Tal evento pode ser relacionado com a
interac@o entre os compostos na formagdo de pontes de hidrogénio. Em relagdo ao
NADES #7, é importante apontar para a alta higroscopia do Cloreto de Colina como
um fator importante em sua miscibilidade com os dois outros compostos da mistura,
que sao liquidos. Enquanto para o NADES #1, a relagdo com o menor tempo € devida
se tratar de um NADES hidrofébico (hRNADES), sendo uma das principais caracteristi-

cas a preparagdo em condi¢ces amenas de temperatura (DWAMENA, 2019).
4.2. Avaliagdo dos extratos de referéncia

Apos a analise exploratéria por CLAE-DAD (condicGes descritas na secéo 3.4),
foi possivel observar que os espectros UV referentes as bandas cromatograficas dos
compostos presentes no extrato hidrometandlico das folhas de P. edulis (Figura 5) séo
caracteristicos de flavonodides, mais especificamente flavonas, em que a banda | de
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absorcao (310-350 nm) apresenta absorbancia maior que a banda Il (250-280 nm)
(MARKHAN, 1982).

Apo6s a identificacdo dos compostos-alvo, foi realizada a avaliagdo do rendi-
mento de diferentes extragcdes. Como resposta, foi utilizado a somatéria das areas de
8 bandas cromatogréficas majoritarias do perfil cromatogréfico (Figura 5), sendo de-

sejavel o maior valor da soma das areas (Tabela 3).

AU
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\.R 19,54.;'mn " n o - ” i o
R:2119min g W2169min 7 W:2366min g

Figura 6 - Cromatograma obtido por HPLC-DAD e espectros UV do extrato hidometandlico das folhas
de Passiflora edulis .
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Tabela 3 - Area e nimero total de picos obtidos com o emprego de diferentes técnicas de extraco.

Método Solvente Areas totais (10%)* Picos*
MeOH:H20 .

Ultrassom 465,27 £ 69,89 @ 32,33+ 3,162
(1:1 viv)
EtOH:H20

Percolacéo 43,79,85+8,8°¢ 4,88 +0,78°
(6:4 viv)
EtOH:H20

Maceracao 276,25 + 124,66 © 21,44 +10,29°¢
(7:3 viv)

* Resultados apresentados como média + desvio padréo (n=9)
** Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Teste de Tukey 95% de
confiabilidade.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia ANOVA (Tabela 4)
e teste Tukey, sendo possivel a constatagdo que ha uma diferenga significativa entre
todas as médias de area e numero de picos totais. A extracdo com uso de solugdo
hidrometandlica assistida por ultrassom, sendo a mais eficiente, foi escolhida para o
norteamento das extra¢des com solventes eutéticos profundos (NADES).
Tabela 4 - Andlise de variancia one-way ANOVA para a extragdo de compostos de interesse de Passi-

flora edulis com solventes de referéncia. Onde SQ representa a Soma dos Quadrados, gl os Graus de
Liberade, MQ a Média Quadratica, F a Estatistica F.

Fonte da variagdo SQ (10 gl MQ@0® F valor-P F critico
Entre grupos 86,83 3 289,43 67,95 0,0000 3,40
Dentro dos grupos 9,79 23 4,25

Total 96,62 26

A eficiéncia da extragdo assistida por ultrassom pode estar relacionada ao
efeito de cavitagdo proporcionado pelo ultrassom, que promove ondas de forte energia
de cisalhamento que ocasiona na ruptura da parede celular e libera os compostos
polifendlicos (ABID et al., 2013). Além da metodologia, a escolha do solvente também
influencia na eficiéncia da extragdo (TIWARI, et al., 2011). Para a extragdo de com-
postos como os flavonoides é comum o emprego de solventes organicos como meta-
nol, em misturas com &gua, devido a sua seletividade quanto a polaridades dos com-
postos de interesse (CHAVES, et al., 2020).
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Embora a extrac@o assistida por ultrassom seja uma alternativa sustentavel,
devido ao baixo tempo para extragdo, eficiéncia, custo relativamente baixo e consumo
menor de solvente (PAN et al., 2012), o uso de solu¢des metandlicas deve ser evitado,
principalmente para analises farmacéuticas e alimenticias, devido a sua alta toxici-
dade (CHAVES, et al., 2020).

4.3. Analise exploratéria da extragdo utilizando NADES

A principio, foi executada uma analise exploratéria das extragdes por solventes
eutéticos. Os NADES utilizados estdo presentes na se¢do 4.1. Os extratos foram in-
jetados em triplicata. Os solventes puros foram injetados em triplicata fim de exclusao
de compostos de origem organica neles presentes. A Tabela 5 e a Figura 6 resume
os resultados obtidos.

Tabela 5 - Area e nimero total de picos obtidos com o emprego de diferentes solventes eutéticos.

NADES Abreviatura Areas totais (10%)* Picos*

#1 Thy:Ment (1:1) 90,57 + 36,88 " 15+1,0

#2 MA:Sor (1:1) 292,10 + 91,60 ¢ 24,66 +9,81
#3 MA:Glu:Fru (1:1:1) 294,42 + 4,12 Ped 24,66 + 0,57
#4 ChCl:Sor (1:2) 256,59 + 79,10 ¢ 20,66 + 8,48
#5 ChCl:Xo (4:1) 402,45 + 78,17 2b¢ 28,66 + 6,42
#6 ChCIL:Glu (1:1) 526,58 + 71,46 2P 35,00 £4,35
#7 ChCILA (1:1) 614,46 + 55,832 39,34 +£2,88

* Resultados apresentados como média + desvio padrédo (n=3).

** Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Teste de Tukey 95% de

confiabilidade.
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Figura 7 - Valores obtidos da area e numero total de picos. Os resultados sao apresentados como
média * desvio padréo (n=3).
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Apos submeter os dados a uma anélise preliminar com one-way ANOVA (Ta-
bela 6), seguida de Teste de Tukey (95% de confiabilidade), foi possivel constatar que

0s NADESSs #6 e #7 apresentaram uma maior performance extratora.

Tabela 6 - Andlise de variancia one-way ANOVA para a extracao de compostos de interesse de Passi-
flora edulis com solventes eutéticos naturais. Onde SQ representa a Soma dos Quadrados, gl os Graus
de Liberade, MQ a Média Quadratica, F a Estatistica F.

Fonte da variag&o SQ (10 gl MQ 0¥ F valor-P (10®  F critico
Entre grupos 48,40 7 69,15 15,48 6,48 2,84
Dentro dos grupos 5,804 13 4,46

Total 54,21 20

A diminuicéo da performance dos NADESs #2, #3 e #4, junto ao grande desvio
padréo entre as replicatas de #2 e #3, podem estar relacionados a alta viscosidade
das misturas. Quanto maior a viscosidade, mais lenta é a transferéncia de massa, que
influencia na habilidade extratora. Embora deva-se levar a polaridade do NADES em
consideracao, a viscosidade da mistura também desempenha um papel importante
nas extragdes, sendo aqueles com maior viscosidade possuem uma menor condutivi-
dade (DAl et al., 2016; LIU et al., 2018).

Ainda que possuisse baixa viscosidade e maior hidrofobicidade (que pode in-
fluenciar na capacidade de adentrar na parede celular), o NADES #1 teve a perfor-
mance mais baixa entre todas as amostras, que pode ser relacionada a falta de sele-
tividade do solvente com os compostos de interesse, como também devido ao mentol
possuir comportamento basico (DWAMENA, 2019).

Os NADES formados por ‘ChCIl:Xo’, ‘ChCI:Glu’, ‘ChCI:LA’ possuem eficiéncia
similar na extragao (p>0,05), tanto na quantidade de picos quanto na area total obti-
dos. Che Zain (2021) e colaboradores colocaram que tanto alcoois, quanto acidos
organicos e agucares sdo os melhores doadores de hidrogénio (HBD) em combina-
¢bes com cloreto de colina (receptora de hidrogénio - HBA) na formagéo de NADES,
principalmente para a extracdo de fendlicos e flavonoides. Em especial, o NADES
baseado em ChCI:LA (1:1) obteve um cromatograma com picos de maior intensidade
em relagdo aos demais, pois, além de apresentar a menor viscosidade, possivelmente

sua polaridade que facilitou a interagédo entre NADES-metabdlitos devido a facilitagédo
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da penetracéo na parede vegetal. Além disso, se comparado aos demais, possui um
pH menor (devido a presenca de &cido latico) o que pode influenciar a capacidade
extratora de compostos polifendlicos, uma vez que em meios com pH baixo influencia
na quebra de ligacdes entre compostos fendlicos e proteinas e polimeros de carboi-
drato (ILBAY; SAHIN; BUYUKKABASAKAL, 2014). Ademais, diversos trabalhos apre-
sentam resultados semelhantes na extragdo de compostos polifendlicos utilizando
NADES baseados em cloreto de colina e acido lactico, como os trabalhos desenvolvi-
dos por: Li e colaboradores (2015), na extragdo de compostos de cha verde (Camellia
sinensis (L.) Kuntze); Fanali e colaboradores (2021), na extragdo de compostos bioa-
tivos da pele de aveld; por Souza e colaboradores (2022), na extragdo de compostos

das folhas da pitangueira (Eugenia uniflora L.).

A migracdo de métodos de extragdo tradicionais, que utilizam solventes téxicos,
por métodos mais ‘verdes’ ndo necessita de grandes modificagdes na instrumentacéo
geralmente empregada, mas requer uma abordagem diferente no desenvolvimento do
método. A utilizagcdo de NADES como solventes extratores de compostos fendlicos
das folhas do maracuja-amarelo é uma alternativa para substituicdo de misturas hi-
droalcodlicas comumente utilizadas na produgéo de fitoterapicos. Essa substituicdo
pode ser uma alternativa para o desenvolvimento de fitoterapicos mais seguros para

pessoas hepatopatas e criangas.
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5. CONCLUSAO

O solvente eutético natural baseado em cloreto de colina e &cido latico (1:1)
possui potencial para ser substituto da extracédo de referéncia com a solu¢do hidrome-
tandlica de MetOH:H20 1:1 (v/v). A metodologia desenvolvida neste trabalho, baseada
em NADES, utiliza uma abordagem verde, pois o solvente utilizado possui componen-
tes de baixa toxicidade, sendo esses metabdlitos primarios de plantas. Além disso,
sdo biodegradaveis e, portanto, ndo geram residuos perigosos, o que também torna

0 processo mais barato, pois elimina os custos de tratamento de residuos.
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