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RESUMO

O acafrédo da terra (Curcuma longa L) é conhecido por sua ampla utilizacdo na
industria de alimentos por sua coloracdo alaranjada caracteristica e sua
utilizacdo em temperos, sendo uma das especiarias utilizadas no preparo do
curry. O acafrdo da terra também apresenta interesse farmacol6gico por
possuir compostos bioativos, os curcuminoides. Esta série de compostos
possui uma ampla faixa de atividades que despertam o interesse da industria
farmacéutica, e com isso pesquisadores de todo o mundo tém buscado
entender os mecanismos de atividade e de extragdo desses compostos. Na
busca por processos mais eficientes de extracdo e andlise, € encontrado na
literatura a utilizacdo de solventes toxicos nas analises e extracdes dos
curcuminoides. Por serem processos com potenciais aplicacfes industriais, a
utilizacao rotineira desses solventes pode expor os analistas a ambientes
altamente insalubres, além de gerar grandes quantidades de residuos toxicos.
Diante disso, este trabalho desenvolveu um método de andlise, por HPLC-
PAD/UV-Vis, e extragdo de curcuminoides, por Extracdo Assistida por
Microonda (MAE), do agafrdo da terra, utilizando solventes de baixa toxicidade
e sustentaveis, como bioetanol e Solventes Eutéticos Naturais Hidrofébicos
(hNADES). Para o desenvolvimento dos métodos foram utilizados
planejamentos experimentais em que foi possivel obter um método eficiente,
com agua e bioetanol como fase movel, para analises por HPLC-PAD/UV-Vis e
o hNADES Timol:Mentol (1:1,m/m), como solvente extrator por MAE. Os dois
métodos desenvolvidos apresentaram maior eficiéncia e menor impacto
guando comparados com métodos da literatura, sendo o método extrator 43%

mais eficiente do que os métodos comparados.

Palavras chave: Quimica Verde, Produtos Naturais, Quimiometria, Extracdo por

solventes, Microondas.



ABSTRACT

Turmeric (Curcuma longa L.) is widely known for its application in food industry,
for its characteristic bright orange color, and for its use in various spices, being
one compound of curry. Turmeric also shows a big phamracological interest, for
having a series of bioactive compounds, known as curcuminoids. These
componds have a wide range of activities that arouse interest of the
pharmacological industries, and with that, researchers form the whole world
have been trying to understand its mechanisms for activity in the human body
as well as its extraction from the turmeric. The search for more efficient analysis
and extraction procedures leads to a scientific structure based on the utilization
of toxic solvents. With potential applycability in an industrial environment, the
continuous utilization of these dangerous solvents can expose analysts to highly
unhealthy environments, as well generate a great amount of residues. That
said, this work has developed a analysis method for curcuminoids by HPLC-
PAD/UV-Vis and extraction by Microwave Assisted Extraction (MAE), using low
toxicity and sustainable solvents, as bioethanol and Hydrophobic Natural Deep
Eutetic Solvents (hNADES). For the development of these methods, it was
applied different experimental designs, in which, it was possible to obtain a
efficient method of analysis, based on water and bioethanol as mobile phases in
HPLC-PAD/UV-Vis and hNADES based on Thymol and Menthol (1:1, m/m) as
solvent for the MAE. Both methods showed higher efficiency and lower
environment impact when compared to methods obtained from literature, as the

developed solvent showed 43% higher efficiency in curcuminoid extraction.

Keywords: Green Chemistry, Natural Products, Chemometrics, Exctraction by

solvent, Microwaves.
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1. INTRODUCAO

1.1 Agafrao daterra e seus curcuminoides

O acafrdo da terra (Curcuma longa L.), também conhecido apenas por
curcuma, é um membro da familia Zingiberacea, uma das maiores de sua
ordem, Zingiberales, sendo cultivada amplamente em regides tropicais e
subtropicais ao redor do mundo, com relatos de seu uso em praticas medicinais
gue apontam para o século | da Era Antiga, o que corresponde ha cerca de 7
mil anos atras, sendo um dos principais constituintes da medicina Ayurveda,
uma das primeiras praticas medicinais desenvolvidas em todo o mundo
(BIANCHINI; POSSEBON, 2014). Ayurveda significa,
em sanscrito, ciéncia (veda) da vida (ayur), e € conhecida como a mae da
medicina, uma vez que deu origem as praticas medicinais chinesas, gregas e
romanas, que posteriormente, ganharam reconhecimento por diversas técnicas
medicinais em relacdo ao tratamento de enfermidades por meio de plantas.
Neste periodo, o uso de acafrdo da terra era comum para o tratamento de
diversas doencas do figado e para a manutencdo da higiene oral (SCHOLZE,
2014).

O periodo de desenvolvimento das primeiras praticas e sistemas
medicinais da histéria, como a Ayurveda, foi marcado pela utilizacéo de plantas
como tratamento para 0os mais variados tipos de enfermidades, fazendo com
gque os homens, se voltassem a natureza, em busca de respostas e
medicamentos. O desenvolvimento destas praticas caracteriza-se como um
conhecimento empirico, passado de geracdo em geracdo dos primeiros
curandeiros. Desta forma, é possivel se tracar um paralelo entre o
desenvolvimento da sociedade humana, e a utilizacdo de algumas plantas,
entre elas o acafrdo da terra. A espécie em questdo, mostra um laco téo forte a
espécie humana, que, nos dias de hoje, ndo é mais encontrada nenhum
exemplar selvagem de acafrdo da terra na natureza, indicando que populacdes
desta espécie estejam restritas a areas de desenvolvimento humano (SUETH-
SANTIAGO et al., 2015).
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Esta forte ligacdo pode ser ressaltada ainda mais ao se observar as
ingestbes diarias curcuminoides, 0s compostos majoritarios presentes no
acafrdo da terra, em paises que apresentam um laco cultural da utilizagédo
desta espécie, como a india. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indica
uma ingestao diaria de curcuminoides de 0 a 3mg/kg, enquanto a ingestao de
acafrdo da terra na dieta indiana é de aproximadamente de 2 a 2,5g por dia
para um individuo de 60Kg, o que corresponde a uma ingestdo diéria de
aproximadamente 60 a 100 mg de curcumina, denotando a forte presenca

desse composto na cultura regional (AMALRAJ et al., 2017).

O acafrdo da terra pode ser encontrado comercialmente em trés formas
distintas. Entre estas, as mais utilizadas nas industrias alimenticias e
farmacéuticas para fins de extracdo de compostos de interesse, por exemplo,
sdo as rizomas e o po6 das rizomas, que contém 0s compostos de interesse em

maior quantidade.

A curcuma tem sido usada por muito tempo em culturas indianas e
chinesas como colorantes alimenticios, sendo a base para temperos como o
curry (uma mistura de especiarias e temperos que, ha maioria das vezes,
consiste de acafrdo da terra, cravo, paprica, gengibre, cardamomo, coentro,
cominho, pimenta e canela) e outras mostardas, e também para fins
medicinais, onde possui uma ampla gama de atividades (AMALRAJ et al.,
2017; SCHOLZE, 2014; SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

O aspecto terapéutico do acafrdo da terra esta relacionado com a

presenca de um grupo conhecido como curcuminoides (Figura 1).

Entre as atividades farmacolégicas conhecidas pela comunidade
cientifica, encontram-se acfes antioxidantes, antiprotozodrias, antivenenosas,
antimicrobianas, antimalaricas, anti-inflamatérias, antiproliferativas,
antiangiogénicas, antitumorais e antienvelhecimento. A clUrcuma tem sido
usada também, para o tratamento de Ulceras, infec¢cdes parasiticas, varias
doencas de pele, doencas autoimunes e tratamento de doencas sexualmente
transmissiveis (AMALRAJ et al., 2017; BROUET; OHSHIMA, 1995;
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CALCAGNO et al., 2019; PRIYADARSINI, 2014; RAJAKUMAR; RAO, 1994,
SCHOLZE, 2014; SUETH-SANTIAGO et al., 2015).
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Figura 1- Estrutura dos curcuminoides

Atualmente, a conhecida atividade biologica do acafrdo da terra € devida
principalmente aos curcuminoides, um grupo de compostos fendlicos de cor
dourado-alaranjada, sem nenhuma contraindicacdo conhecida. Entre este
grupo de compostos, a curcumina (CUR), é o composto majoritario, com cerca
de 75 a 80% da composicao total de curcuminoides nas raizes e nas rizomas
da planta. Mais recentemente, no entanto, atividades semelhantes aquelas
anteriormente apenas empregada a curcumina, podem ser encontradas nas
duas outras estruturas, a demetoxicurcumina (DMC) e a Dbis-
demetoéxicurcumina (bDMC), fazendo destas estruturas também, compostos-
alvo para o desenvolvimento de novos farmacos, de mesmo impacto que o
composto principal (AHSAN et al., 1999).

Entre todas as atividades do grupo de curcuminoides descritas
anteriormente, a atividade anticancer tém sido extensivamente investigada nos
altimos anos, sugerindo um potencial papel tanto para a prevencao quanto para
o tratamento de uma grande variedade de canceres, incluindo gastrointestinal,
de mama e de pulméo, uma vez que os curcuminoides suprimem a formacao
de espécies mutagénicas e podem levar células danificadas a apoptose

(CALCAGNO et al., 2019). Outra caracteristica que favorece o potencial
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anticancer € que os curcuminoides apresentam um forte potencial quelante
com metais como Ga®*", Fe** e Cu®* e podem ser utilizadas como carregadores
farmacéuticos em tratamentos contra o cancer e patologias provindas da
deficiéncia de ferro (FERRARI et al., 2013).

Quanto as propriedades fisico-quimicas destes compostos, como pode
ser visto na Figura 1, uma grande similaridade estrutural é encontrada nestas
moléculas, sendo estas formadas, por um grupo aromatico metoxi, um conector
insaturado com duas carbonilas e um tautomerismo ceto-endlico. A
hidrofobicidade desses compostos pode ser identificada nas estruturas, sendo
provindas dos grupos aromaticos presentes. Estruturas tautoméricas também
influenciam na hidrofobicidade dos trés compostos, também em sua polaridade,
e por consequéncia, bioatividade, fazendo com que esses compostos sejam
pouco sollveis em agua (PRIYADARSINI, 2014; SCHOLZE, 2014; SUETH-
SANTIAGO et al., 2015; TONNESEN, 1992).

Esta caracteristica, no entanto, faz com gque estes compostos ndo sejam
absorvidos completamente pelo organismo humano, o que leva ao pouco uso
de formulacbes contendo estas estruturas na medicina atual. Entretanto,
estratégias eficientes tém sido encontradas para aumentar a absorcao destes
compostos no organismo, alcancando resultados satisfatorios em formulacées
sintéticas baseadas nas estruturas dos curcuminoides, mantendo sua atividade
farmacoldgica, alterando suas propriedades cinéticas no organismo
(PURPURA et al., 2018) e, também, na administracdo de curcuminoides com
piperina, um composto proveniente da pimenta preta (Piper nigrum) que,
quando aplicados concomitantemente, alcangam uma absor¢cao 2000% maior

do que com curcuminoides administrados isoladamente (SHOBA et al., 1998).

O acafrdo da terra apresenta outro grupo de compostos de interesse
para a industria de 6leos essenciais e perfumaria que sdo 0s sesquiterpenos
(Figura 2), responséveis pelo o aroma caracteristico do acafrdo da terra. Suas
composi¢cdes na matriz variam de acordo a espécie da planta, em uma série de
compostos. Entre os mais conhecidos encontram-se: a-felandreno (1),
turmerona (2), curlona (3), curcufenol (4), terpineol (5) e linalol (6). A maioria

desses compostos estdo presentes em maior concentracédo nas folhas e menor
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concentracdo nas rizomas e nhas raizes, enquanto apenas a turmerona (2)
apresenta uma grande concentragcdo nas rizomas, cerca de 46,8% da
composicao total (SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

R AD A0

{1} a-felandrenc (2} turmerona (3} curlona
o OH
I |
= P)
| |
o o~
{4} curcufenal {4) terpinelol (5] limalkal

Figura 2- Estrutura dos sesquiterpenos volateis (S.V.) mais comumente encontrados no
acafrdo da terra.

Por se tratar de uma planta com diversos tipos de aplicacdes, e em
diversas areas, o estudo do acafréo da terra ganha ainda mais profundidade e
importadncia ao se identificar a forte relagcdo que essa espécie tem com o
desenvolvimento de diversas culturas em nossa sociedade. Desde a separacao
da curcumina do p6 do acafréo da terra, que foi reportado em 1815, métodos
mais avancados de extracdo ainda estdo sendo estudados na busca de um

melhor rendimento na obtencdo dos curcuminoides.

Com essa busca por melhores rendimentos de curcuminoides e por
essas substancias possuirem carater hidrofobico, muitos processos que
demandam muitas etapas e utilizam substéncias tdoxicas como solventes
extratores, que geram a acumulacdo de residuos toxicos e riscos a saude dos
analistas. Com o aumento da demanda por extracdo de curcuminoides, esses
processos podem ser custosos do ponto de vista energético e gerar sérios
danos ao meio ambiente (GALUSZKA; MIGASZEWSKI; NAMIESNIK, 2013;
ARMENTA; GARRIGUES; DE LA GUARDIA, 2015; FUNARI et al., 2014).
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Portanto, abordagens mais verdes que nédo utilizam substancias toxicas
e menor consumo de energia e tempo, mantendo ou aumentando o rendimento
dos curcuminoides nas extracdes, podem ser mais seguras e menos custosas.
A aplicacdo dessas abordagens torna-se possivel com a aplicacdo dos

principios da Quimica Verde e da Quimica Analitica Verde.

1.2 A Quimica Verde e Quimica Analitica Verde e sua importancia para o

desenvolvimento de uma ciéncia sustentavel

Propostos em 1998 por Anastas e Warner, os doze principios da quimica
verde foram formulados para servir como uma linha de base para o que pode
ser entendido como uma nova estrutura de desenvolvimento cientifico, onde
pesquisadores desta area buscam resultados parecidos ou ainda superiores
baseando-se nestes principios em comparacdo com os métodos tradicionais de
extracdo de compostos de matrizes naturais, que geralmente utilizam-se de
solventes perigosos (ANASTAS, P.T., WARNER, 1998; CHEMAT et al., 2019;
LENARDAO et al., 2003).

Derivada da Quimica Verde, a Quimica Analitica Verde (GAC) abrange a
filosofia da Quimica Verde em processos analiticos, pois esses processos, de
modo similar a quimica sintética, também podem causar danos consideraveis
ao meio ambiente, principalmente na geracdo de residuos (GALUSZKA;
MIGASZEWSKI; NAMIESNIK, 2013). Esforgos tém sido feitos para reduzir o
impacto negativo de analises quimicas ao meio ambiente e para facilitar a
implementacdo de praticas de desenvolvimento sustentavel em laboratérios
analiticos. De maneira similar a Quimica Verde (GC), a Quimica Analitica
Verde (GAC) propde seus 12 principios de desenvolvimento cientifico:

1. Técnicas de analises diretas devem ser aplicadas para se evitar o
tratamento de amostras.

2. Quantidades minimas de amostras devem ser avaliadas.

3. Medidas in situ séo preferiveis.
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4. Integracao de processos analiticos e operacdes gastam menos recursos
energéticos e devem ser perfomados ante a analises isoladas.

5. Processos automatizados e miniaturizados devem ser desenvolvidos.
6. A derivacdo da amostra deve ser evitada.

7. Geracdo de grandes quantidades de residuos em processos analiticos
devem ser evitados, e todo residuo deve ser tratado corretamente.

8. Métodos multi-analito e multi-variavel sdo preferiveis.

9. O uso de recursos energéticos deve ser 0 minimo.
10.Reagentes obtidos de fontes renovaveis devem ser preferidos.
11.Reagentes toxicos devem ser substituidos ou eliminados.

12. A seguranca do operador deve ser aumentada.

1.3 Um olhar aprofundado sobre a utilizacdo do acafrdo da terra em

processos laboratoriais rotineiros

De modo similar & busca de novas tecnologias e métodos laboratoriais
mais eficientes, a comunidade cientifica, nos ultimos anos, se volta aos seus
meétodos classicos e rotineiros, buscando entender mais profundamente o
impacto ambiental que estes causam tanto ao meio ambiente em geral quanto
a saude de seus operadores (CHEMAT et al., 2019).

Uma das etapas mais poluidoras, e quase insubstituivel dos métodos
analiticos € a extracdo. No processo de extracdo, além da busca por eficiéncia,
deseja-se que 0s solventes extratores possuam maior pressao de vapor para
facilitar a etapa de secagem do extrato, sendo estes solventes conhecidos por
VOCs (compostos organicos volateis) que sao téxicos (VIAN et al., 2017).

Estima-se que milhdes de litros de residuos toxicos sédo gerados todos
0s anos pelos laboratorios ao redor do mundo (ARMENTA; GARRIGUES; DE
LA GUARDIA, 2015; FUNARI et al., 2014). Esse fato pode estar relacionado

com a utilizacao de antigos protocolos consolidados.
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Assim, o desenvolvimento de novos protocolos que visam a substituicdo
desses solventes toxicos por outros de menor ou nenhuma toxicidade poderia
ndo s6 assegurar a saude dos analistas como, também, reduzir os custos dos
procedimentos extrativos devido a reducdo de etapas e geracdo de residuos
toxicos. Estes conceitos deram origem a principios que formulam uma nova
estrutura de desenvolvimento cientifico, preocupada com o bem-estar e
seguranca do operador, em conjunto com a busca de menores taxas de
poluicdo, menor geracdo de residuos e demandas energéticas. Devido a esses
fatos, a quimica verde vem ganhado espaco na comunidade cientifica nos
altimos anos ao propor principios de desenvolvimento cientifico sustentavel e
nao prejudicial (ARMENTA; GARRIGUES; DE LA GUARDIA, 2015; CHEMAT
et al., 2019; VIAN et al., 2017)

Tendo como objetivo uma melhor compreensdo das técnicas e de
solventes utilizados pela comunidade cientifica nas ultimas décadas para
procedimentos de rotina laboratorial do acafrdo da terra (como extracdes e
andlises), uma revisao bibliografica foi desenvolvida, do periodo de 1992,
sendo este 0 ano conhecido como o ano do nascimento da Quimica Verde,
bem como da realizacdo da ECO 92, uma cupula realizada na cidade do Rio de
Janeiro que juntou chefes de Estado de diversos paises para tratar sobre
assuntos do meio ambiente, até 2019.

Foi se levantada, nesta revisdo, informacfes de diferentes técnicas e
processos aplicados para a andlise e para a extragdo de curcuminoides do
acafrdo da terra, e estes dados, posteriormente, foram agrupados para uma

melhor comparacao de cada caracteristica estudada.

A revisdo mencionada foi realizada com os dez estudos mais relevantes
de cada ano que envolviam o termo “extragdo de curcuminoides” (curcuminoid
extraction) em diferentes agregadores de artigos cientificos, onde a relevancia
de cada estudo foi avaliada caso a caso, uma vez que artigos cientificos com
mais aplicabilidade, mais descricdo das atividades realizadas, e com mais

citacbes foram priorizados.
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Nesta revisdo, os estudos foram separados pelas caracteristicas dos
solventes utilizados em seus processos de extracbes, em cinco grandes
categorias, de acordo com PRAT et al.,, 2015, que se utiliza de critérios de
seguranca, saude e meio ambiente, alinhado as recomendacfes europeias de
aplicabilidade destes compostos (Tabela 1), sendo os solventes recomendados
classificados por PRAT et al., 2015 como seguros na aplicagdo em processos
rotineiros, com menor impacto para o0 meio ambiente e para o analista (em tons
de verde) e em solventes problematicos e indesejaveis, classificados como
solventes toxicos, prejudiciais e danosos ao operador e ao meio ambiente em
sua volta, (em tons de amarelo e vermelho) incluindo categorias intermediarias
para estas classes. Quanto ao emprego de cores na revisao efetuada, foram
aplicadas tonalidades diferentes para representar a classificagcdo proposta por
PRAT et al.,, 2015, em solventes pertencentes a mesma categoria, portanto,
tons mais fracos representam solventes menos perigosos e mais
recomendados, enquanto tons mais fortes e mais vibrantes representam

solventes mais perigosos.

Tabela 1- Categorias de solventes utilizadas na revisdo segundo PRAT et al. 2015

Classificagéo do Solvente Exemplos

Recomendados Agua, Etanol isopropanol, n-butanol, acetato de etila,
etanoato de butila, anisol, sulfolano

Recomendados/ProblematicosMetanol, t-butanol, alcool benzilico, etilenoglicol,
acetona, ciclohexanona, acetato de metila

Problematicos Metiltetraidrofurano, heptano, metilciclohexano, tolueno,
xilenos, clorobenzeno, acetonitrila, dimetilsulféxido

Problematicos/Perigosos Eter metil-tert-butilico, tetraidrofurano, ciclohexano,
acido férmico, piridina, diclorometano

Diisopropil  éter, 1,4-dioxano, pentano, hexano,
dimetilformamida, dimetilacetamida, trietilamina

Dietil éter, benzeno, cloroférmio, tetracloreto de
carbono, nitrometano, hexametiltriamida fosférica

Liguidos ibnicos

*Solventes que ndo apareceram no estudo de referéncia de PRAT et al, 2015, mas foram

encontrados ao longo da revisdo de dados levantada entre 1992 e 2019.
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A primeira parte de todo processo analitico que foi estudada nesta
revisdo, foram os solventes utilizados nos processos de extracdo de
curcuminoides do acafrdo da terra, onde os solventes utilizados nos artigos
cientificos selecionados foram agrupados de acordo com as classificacfes de
PRAT et al., 2015, em solventes recomendados e solventes problematicos ou

perigosos.

Na figura 3 é possivel se observar que, no caso do acafrdo-da-terra,
mostra-se uma diminuicdo significativa na utilizacdo de solventes indesejaveis
ao longo dos anos nos processos de extracdo de compostos de interesse,
levando a uma completa eliminagdo desses solventes nos ultimos anos
englobados pela revisdo, o que pode estar relacionado com uma crescente
preocupacdo dos pesquisadores com questdes ambientais e bem-estar dos
analistas. No entanto, os dados levantados a respeito a outra parte do
processo analitico, de igual importancia e impacto ambiental, mostra que o0s
processos de analise de extrato do acafrdo-da-terra, realizados por HPLC, ndo
mostra um resultado de similar significancia para o desenvolvimento de uma
quimica verde e sustentavel, uma vez que a diminuicdo da utlizacdo de
solventes roblematicos ndo foi tdo proeminente, sendo o0s solventes

problematicos os majoritarios em todos os biénios analisados (Figura 4).

1862- 1864 - 1906- 1008- 2000- 2002- 2004- 2006- 2008- 2010- 2012- 2014- 2016- ZOTB-
1863 1885 1807 1900 2001 2003 2005 2007 2008 2011 2013 2015 2017 2018

==t Solventes recomendados —a== Solventes problematicos e indesejaveis

Figura 3- Comparagéo entre porcentagens de estudos que envolvem solventes recomendados
e solventes problematicos e indesejaveis nos processos de extracdo do acafrdo da terra
usados no periodo de 1992 - 2019. Fonte: Autor.
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O resultado encontrado para os processos de analise de curcuminoides,
de maneira contraria ao obtido na andlise dos processos de extracdo dos
compostos de interesse do acafrdo da terra, indica que a etapa de analise de
compostos ainda é problematica dentro do desenvolvimento cientifico e que
essa etapa deve ser tratada com mais atencdo pelos pesquisadores,
denotando uma resisténcia da comunidade cientifica na substituicdo dos
solventes tradicionais de analises por cromatografia liquida, como acetonitrila e

metanol, por solventes menos toxicos e poluentes, como o etanol, por exemplo.

1902- 1004- 1980- 1098- 2000- 2002- 2004- 2006- 2008- 209D- 2012- 2014- 2016- 2018-
1863 16885 1987 1889 2001 2003 2005 2007 2008 2011 2013 2015 2017 2019

Solventes recomendados . Solventes problematicos e indesejaveis

Figura 4- Comparac¢édo entre porcentagens de estudos que envolvem solventes problematicos e
indesejaveis e solventes recomendados para analise de compostos do acafrdo da terra no
periodo de 1992 - 2019. Fonte: Autor.

O emprego de solventes como acetonitrila e metanol, no entanto, é
justificado pela comunidade cientifica pela absorcdo em baixos comprimentos
de onda, fazendo com que, nenhuma interferéncia destes compostos na
analise. Destaca-se também, a baixa viscosidade destes compostos, tornando-
os de aplicacdo mais rapida e facil, quando comparado a utilizacao de etanol
como fase movel, que apresenta caracteristica viscosidade quando misturado
com agua para utilizacdo como fase movel de cromatografia liquida de alta

eficiéncia, por exemplo (WELCH et al. 2009).
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No entanto, deve-se destacar o papel que estes solventes apresentam
em procedimentos consolidados para andlise, uma vez que a utilizacdo
desmedida destes solventes implica em uma maior geracdo de residuos
toxicos tanto para o0 meio ambiente, como para a saude humana (ARMENTA;
GARRIGUES; DE LA GUARDIA, 2015; CHEMAT et al.,, 2019; VIAN et al.,
2017; PRAT et al., 2015)

Um olhar aprofundado as técnicas de extracdo e de analise de cada
artigo cientifico selecionado fez-se ideal para uma melhor identificacdo da
utiizacdo de diferentes solventes e técnicas nestes processos pela

comunidade cientifica com o passar dos anos.

Sobre o0s processos de extracdo (Figura 5), observou-se 0 uso
majoritario da técnica de maceracdo dindmica para a extracdo de
curcuminoides do acafréo da terra, e uma analise aprofundada nos solventes
aplicados a estes processos (Figura 6), ressalta a grande aplicabilidade de
solventes verdes em sua maioria, enquanto a0 mesmo tempo, ressalta-se a
importancia da substituicdo de solventes de potencial negativo para o meio
ambiente, uma vez que uma parcela significativa dos solventes aplicados neste
tipo de técnica, pode ser considerada perigosa, sendo provinda da utilizacdo de

hexano nestes processos.
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Figura 5- Comparacéo entre diferentes técnicas de extracdo de curcuminoides do acafrao da
terra pela comunidade cientifica no periodo de 1992 - 2019. Fonte: Autor.
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Figura 6- Comparacdo entre diferentes solventes aplicados em processos de maceracao
dinamica para a extracéo de curcuminoides do acafrdo da terra pela comunidade cientifica no
periodo de 1992 - 2019. Fonte: Autor.

De maneira similar ao resultado obtido para as técnicas de extracao,
uma grande variedade de técnicas de andlise de extratos de Curcuma longa L.
foi encontrada (Figura 7), sendo que a maior parte dos resultados, envolve
deteccdo dos compostos supracitados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), sendo uma estratégia conhecida de separacdo destes
compostos, onde a maioria dos empregos desta técnica utiliza-se de
procedimentos em fase reversa (PRIYADARSINI, 2014; JADHAV; MAHADIK;
PARADKAR, 2007; MONDAL; GHOSH; MOULIK, 2016).
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Quanto aos solventes utilizados nestes processos de analise (Figura 8),
foi identificada a grande aplicabilidade de solventes problematicos para
identificacdo e quantificacdo destes compostos. Deve-se ressaltar, que embora
estes solventes, ndo sejam categorizados como perigosos, a grande
guantidade de solventes que estas analises demandam, tornam esses

procedimentos ainda mais questionaveis pela o6tica da Quimica Verde

B HPLC

aTLC

O RMN

B Espectrofétometro
m GC-MS

O Outros

(ARMENTA; GARRIGUES; DE LA GUARDIA, 2015; FUNARI et al., 2014;
PRAT et al., 2015 WELCH et al. 2009).

Figura 7- Comparacao entre diferentes técnicas de andlise de curcuminoides do acafrdo da
terra pela comunidade cientifica no periodo de 1992 - 2019. Fonte: Autor.
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Figura 8- Comparacéo entre diferentes solventes aplicados em processos de andlise por HPLC
de curcuminoides do acafrao da terra pela comunidade cientifica no periodo de 1992 - 2019.
Fonte: Autor.

1.4 Solventes Eutéticos Naturais Profundos (NADES), como uma nova
tendéncia para a extragao de compostos de interesse de matrizes naturais

complexas

Os solventes eutéticos naturais profundos (NADES) sdo uma subclasse
de um grupo conhecido como misturas de baixa temperatura de transicao de
fase (Low Temperature Transition Mixtures), sendo caracterizados como

misturas eutéticas.

O s LTTMs, em geral, compartilham caracteristicas de interesse para um
solvente, como por exemplo, baixa pressdo de vapor, estabilidade térmica e
nao inflamabilidade, apresentando uma menor toxicidade do que solventes
tradicionais. O termo eutético, que da nome a esta classe de solventes, esta
relacionado a uma mistura de dois ou mais componentes que apresentam um
ponto minimo de fusdo em um diagrama de fases, consideravelmente menor
aos pontos de fusdo das substancias isoladas (DURAND; LECOMTE;
VILLENEUVE, 2016) (Figura 9).
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Figura 9- Diagrama de fases de uma mistura de dois compostos com a representacdo de uma
mistura eutética. Adaptado de DURAND; LECOMTE; VILLENEUVE, 2016.

Subdivisbes desse grupo de misturas podem ser encontrados ao se
agrupar misturas que partilham caracteristicas em comuns, como liquidos
idnicos (IL) e “solventes” (misturas) eutéticos profundos (DES). Entretanto, o
uso dos termos que definem as diversas misturas de baixa temperatura de
transicdo pela comunidade cientifica em geral, por vezes é confusa e a
discussdo entre as diferencas entre uma subclasse e outra deste grupo, €
difusa e vaga (DURAND; LECOMTE; VILLENEUVE, 2016).

A grande, e principal, diferenca entre os liquidos ibnicos e os solventes
eutéticos profundos pode ser encontrada nos constituintes dessas misturas,
uma vez que os ILs sao formados exclusivamente por espécies ibnicas, sendo
formados por processos compostos de uma série de etapas. Além de
necessitar de processos onerosos, os ILs demandam de alta pureza e qualquer
impureza na mistura, pode afetar significativamente as propriedades fisicas e
quimicas, tornando-as de dificil aplicagdo (FRANCISCO; VAN DEN
BRUINHORST; KROON, 2013; PACHECO-FERNANDEZ; PINO, 2019; PAIVA
et al., 2014).
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No entanto, os solventes eutéticos tém ganhado significativo interesse
da comunidade cientifica nos ultimos anos como solventes verdes, por estes
apresentarem biodegradabilidade e sustentabilidade (DURAND; LECOMTE;
VILLENEUVE, 2016; ESPINO et al., 2016; FRANCISCO; VAN DEN
BRUINHORST; KROON, 2013).

A formacéo de um solvente eutético ou mistura eutética € o resultado da
combinacdo entre uma molécula com a capacidade de doar ligacbes de

hidrogénio (HBD), e outra molécula capaz de recebé-las (HBA) (Figura 10).

Cloreto de colina Cloreto de colina Cloreto de colina
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Figura 10- Esquema de formacdo de um DES através da formacdo de uma ligacdo de
hidrogénio. Adaptado de FRANCISCO; VAN DER BRUINHORST; KROON, 2013.

A formacéo da ligacao de hidrogénio e interacdes de Van der Walls entre
0S compostos é a causa principal do abaixamento do ponto de fusdo da
mistura, uma vez que a associacdo dessas moléculas leva a uma
deslocalizacdo energética na estrutura cristalina dos sélidos em questéo,
responsavel por um aumento da entropia durante a transicao de fase, levando
a diminuicdo consideravel no ponto de fusdo (CVJETKO BUBALO et al., 2018;
FRANCISCO; VAN DEN BRUINHORST; KROON, 2013). A forca das ligacbes
de hidrogénio formadas esta diretamente relacionada a temperatura. Em geral,
uma ligacdo de hidrogénio mais forte causara um maior decréscimo no ponto
de fusdo da mistura, uma vez que uma maior estabilizacdo da estrutura
formada foi alcangcada (CVJETKO BUBALO et al., 2018).
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De modo diferente do que foi encontrado com os liquidos idnicos nos
altimos anos, o potencial verde dos solventes eutéticos foi comprovado ao se
realizar estudos sobre sua biodegradabilidade, onde varias classes de DES
foram avaliadas em meios aquosos com oxigénio, levando em 28 dias, a uma
biodegradacdo maxiama de 69,3% para DES baseados em aminas e agucares
(ZHAO et al.,, 2015), indicando que a substituicdo de solventes organicos
tradicionais por diferentes classes de misturas eutéticas, representa um avanco

dos conceitos da Quimica Verde e Quimica Analitica Verde.

Entretanto, os solventes eutéticos, em geral, apresentam uma
desvantagem significativa na sua utilizagdo que deve ser ressaltada. De
maneira geral, a diminuicdo do volume total causada pela mudanca de estado
fisico, implica em menores movimentos moleculares e maiores viscosidades,
por consequéncia, tornando sua aplicacdo mais complexa, mas nao
impossivel(CHOI et al., 2011; CVJETKO BUBALO et al., 2018; DAI et al., 2016;
DAI; VAN SPRONSEN; et al., 2013; DAI; WITKAMP; et al., 2013; DURAND;
LECOMTE; VILLENEUVE, 2016; FERNANDEZ et al., 2018; FRANCISCO; VAN
DEN BRUINHORST; KROON, 2013; ZHAO et al., 2015).

A grande viscosidade dos DES difere com sua composicdo, mas em
todos os casos, pode ser amenizada com a adicdo de certas quantidades de
agua. Entretanto, doses de &agua devem ser adicionadas com cuidado a
mistura, uma vez que quantidades grandes podem influenciar na ligagcdo de
hidrogénio até um ponto onde ndo exista mais uma mistura eutética entre os
componentes de interesse e a agua, mas sim a dissolucdo dos componentes
pela quebra da estrutura supramolecular formada pela rede de ligagdes de
hidrogénio (CVJETKO BUBALO et al., 2018; DAI et al., 2016; DAI; VAN
SPRONSEN; et al., 2013; DAI; WITKAMP; et al., 2013; FRANCISCO; VAN
DEN BRUINHORST; KROON, 2013; ZHAO et al., 2015).

Outra alternativa para auxiliar na diminuicado da viscosidade dos DES ¢ a
utilizacdo de temperaturas proximas a 40°C e 50°C. Essa faixa de temperatura
provoca diminui¢do significativa da viscosidade, pois em temperatura ambiente
ocorre menores vibragdes devido a menor energia cinética disponivel,

enquanto que em temperaturas mais altas, quando energia cinética €
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empregada a mistura, ocorre a quebra de barreiras intermoleculares, fazendo
com que condi¢cdes mais amenas viabilizem o livre movimento sem causar
dano a estrutura supramolecular da rede de ligacdes de hidrogénio (CVJETKO
BUBALO et al., 2018; DAI et al., 2016; DAI; VAN SPRONSEN; et al., 2013;
DAI; WITKAMP; et al., 2013; FRANCISCO; VAN DEN BRUINHORST; KROON,
2013; ZHAO et al., 2015).

Mais recentemente a descoberta dos DES, uma nova classe de DES foi
adiocioanda ao roll de classes de solventes verdes ao se utilizar moléculas
naturais na formacgdo da misturas eutéticas. Essas misturas foram classificadas
como NADES (Natural Deep Eutetic Solvents) e partiha as mesmas
caracteristicas jA mencionadas de um solvente eutético, fazendo com que a
fronteira que separe os conceitos de DES e NADES encontre-se apenas no
tipo de componentes utilizados na formacao da mistura (DURAND; LECOMTE;
VILLENEUVE, 2016).

A descoberta dos NADES est4d associada a estudos de defesa e
sobrevivéncia de alguns organismos em situacfes extremas, como secas
intermitentes e condicbes de frio intenso, levando a processos de
revivescéncia. Foi reportado por Choi et al, 2011 que uma mistura eutética
natural pode conter dgua na estrutura supramolecular da mistura, o que faria
com que, nas condi¢des citadas anteriormente, moléculas de 4gua que fazem
parte do solvente, fiquem presas em sua forma liquida, impossibilitado sua
evaporacdo ou congelamento. Esse processo indica que plantas que se
mostrassem visivelmente mortas, estando secas e quebradicas, ainda
apresentavam sinais e caracteristicas que indicavam sua atividade como um
organismo vivo, uma vez que os NADES atuam como provedores de agua para
sua sobrevivéncia por certo periodo. Posteriormente ao periodo de extrema
falta de agua, quando os niveis exteriores de agua voltaram ao normal, as
plantas em questdo voltaram a ter sinais normais de atividade (CHOI et al.,
2011).

A grande vantagem da utilizacdo de DES e NADES se encontra na
possibilidade de desenvolvimento de um solvente especifico que contenha

caracteristicas desejadas para cada aplicagcdo. O numero de NADES que
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podem ser formados é cerca de 10° combinagdes (CVJETKO BUBALO et al.,
2018; ESPINO et al., 2016; ZHAO et al., 2015), além de serem de facil preparo
e baixo custo de obtencdo dos constituintes isolados (CVJETKO BUBALO et
al., 2018; DAl et al., 2016; DAI; VAN SPRONSEN; et al., 2013; DAI; WITKAMP;
et al., 2013), pois esses constituintes podem ser encontrados facilmente na

natureza, como acucares e acidos organicos.

Os métodos mais comuns para o preparo dessas misturas baseiam-se
em aquecimento e agitacdo em placas magnéticas, técnicas de banho-maria, e
métodos de evaporagdo usando um rotaevaporador, sendo consideradas
técnicas simples, empregando cerca de 45 a 90 minutos de preparo (DAI;
WITKAMP; et al., 2013; ESPINO et al., 2016).

Outra subclasse de solventes eutéticos que vem ganhando destaque é
dos Solventes Eutéticos Naturais Profundos Hidrofébicos (Hydrophobic Natural
Deep Eutectic Solvents, hNADES), cujas misturas sao formadas

exclusivamente por compostos naturais hidrofobicos.

No inicio do desenvolvimento de solventes Eutéticos naturais, a
pesquisa restringiu-se ao estudo de misturas formadas por compostos
hidrofilicos, uma vez que a utilizacdo de compostos de carater hidrofébico para
a formacédo destas misturas, foi reportada pela primeira vez, apenas em 2015,
onde foram utilizados para a extracdo de acidos graxos e biomoléculas de um
ambiente aquatico (RIBEIRO et al, 2015.)

Outras aplicacbes de sucesso de solventes eutéticos naturais
hidrofébicos encontraram sucesso, mostrando seu potencial como solvente
para microextracdes, e para extracdes de componentes de folhas (ARAIN, et
al, 2016; CAO, CHEN et al., 2019; CAO, JUN et al.,, 2017; DE FARIA et al.,
2017).

A maioria dos hNADES pode ser preparada sob condicbes amenas de
temperatura e agitacdo, gastando menos tempo e energia em relacdo a
preparacdo dos NADES tradicionais.Essa subclasse de solventes eutéticos

possui as mesmas caracteristicas dos NADES, porém com seletividade
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compativel com a maioria dos solventes hidrofobicos usados em processos de
extragcOes tradicionais que possuem conhecida toxicidade (DWAMENA, 2019;
VAN OSCH et al., 2015, 2019).

1.5 Extragdo Assistida por Microondas (Microwave-assisted extraction,

MAE)

De modo geral, as estratégias mais comuns de extracdo de compostos
de suas matrizes exigem grandes quantidades de solventes (que podem ser
toxicos ao meio ambiente e ao analista) para obter maior eficiéncia em uma
miriade de métodos que vao da simples agitacdo de mistura a extracdo das

amostras por horas em sistemas de refluxo (ZHAN et al., 2011).

Uma alternativa as técnicas tradicionais de extracdo € a Extracdo
Assistida por Micro-ondas (MAE). A MAE proporciona maior eficiéncia na
extracdo em menor tempo, utilizando radiacdo micro-ondas em que é possivel
controlar a temperatura e programar gradientes de temperatura como precisao
através da poténcia aplicada. (GOMEZ et al., 2018; LI; NGADI; MA, 2014;
WAKTE et al., 2011). Além de extracdes, a MAE é uma técnica rapida e

eficiente para o preparo dos NADES.

O consumo energético da MAE chega a ser 650 vezes menor do que o
consumo das técnicas de agitacdo para preparo dos NADES, sendo uma
técnica que estd de acordo com o0s principios da quimica analitica verde
(GOMEZ et al., 2018; GOMEZ et al., 2018). Além disso, devido a precisdo nos
parametros como poténcia, temperatura e tempo, a MAE permite otimizacfes

gue potencializam a eficiéncia da técnica para um determinado fim.
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2. OBJETIVO

O objetivo do trabalho foi utilizar abordagens verdes, sustentaveis e
eficientes para extracdo quantitativa de curcuminoides do acafrdo da terra
(Curcuma longa L.), aplicando estratégias verdes para a analise destes

compostos.

2.1 Estratégias l6gicas para se alcancar os objetivos propostos

A primeira etapa desenvolvida neste projeto, foi o desenvolvimento de
uma revisdo bibliogréfica, citada anteriormente, onde as estratégias mais
utiizadas pela comunidade cientifica para a extracdo e andlise de
curcuminoides do agafrao da terra foi identificada. A partir destes resultados, foi
desenvolvido um método cromatografico verde para a analise destes
compostos por HPLC-PAD/UV-Vis, onde foi avaliada a eficiéncia desta técnica
ao se utilizar bioetanol e agua como fase mdével em uma abordagem
multiparamétrica e multivariada. Os resultados desta etapa foram avaliados
estatisticamente, e indicaram as melhores condi¢cdes para a analise destes

compostos.

Em seguida, foi desenvolvido o método de extracdo de curcuminoides
por MAE, utlizando planejamento experimental, e estes extratos foram
avaliados por HPLC nas melhores condi¢cdes encontradas na etapa anterior.

Para fins de comparacdo, foram realizadas extracbes com solventes

tradicionais, como etanol e metanol para a extracdo de curcuminoides.
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3. MATERIAIS E METODOLOGIAS

3.1 Materiais utilizados

Bioetanol (EtOH, food grade, Agro Industrial Taruma Ltda, Brasil),
Etanol (EtOH, HPLC grade, LiChrosolv, Merck KGaA, Alemanha), H,O
ultrapurificada em sistema Milli-Q (Millipore, USA), &cido acético (grau analitico,
Synth, Brasil), glicerol =2 99,5% (GLY, Sigma Aldrich, Estados Unidos da
América), d-glicose = 99,5% (GLU, Sigma Aldrich, Estados Unidos da América),
sacarose = 99,5% (SAC, Sigma Aldrich, Estados Unidos da América), acido
latico = 85% (LA, Sigma Aldrich, Estados Unidos da América), d-sorbitol = 98%
(SOR, Sigma Aldrich, Estados Unidos da América), d-acido malico = 98% (MA,
Sigma Aldrich, Estados Unidos da América), cloreto de colina = 98% (CC,
Sigma Aldrich, Estados Unidos da América), d-frutose = 99% (FRU, Sigma
Aldrich, Estados Unidos da Ameérica), I-prolina = 99% (PRO, Sigma Aldrich,
Estados Unidos da Ameérica), 1-tetradecanol = 97% (1TD, Sigma Aldrich,
Estados Unidos da América), acido decanoico = 98% (DEC, Sigma Aldrich,
Estados Unidos da América), I-mentol = 99% (MEN, Sigma Aldrich, Estados
Unidos da Ameérica), timol = 99% (THY, Sigma Aldrich, Estados Unidos da
América), acido oleico = 99% (OLE, Sigma Aldrich, Estados Unidos da
América) e acido citrico =2 99% (CA, Sigma Aldrich, Estados Unidos da

América) foram usados nesta parte do trabalho.

O p6 da raiz de C. longa foi adquirido comercialmente em supermercados da
regido de Bauru, no estado de Séo Paulo, Brasil, tendo sua utilizacdo aprovada
no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado, com cadastro n® AOA1927.

3.2 Instrumentacao utilizada

Analises por HPLC-PAD foram realizadas em um equipamento Jasco©
(Japan) equipado com um injetor automatico AS-2055, forno CO-2060, detector
MD-2015 e bomba com 4 canais PU-2089s. Trés colunas cromatograficas

foram utilizadas nos momentos inicias do desenvolvimento do método verde de
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analise em diferentes planejamentos fatoriais fracionarios, sendo elas: Luna(2)
Phenomenex Cig (5um 250x4,6mm), XBridge Waters RP (5um 150x4,6mm) e
XSelect Waters CSH fenil-hexil (5pm 150x4,6mm) sendo amparadas por uma
pré-coluna Safety Guard Phenomenex Cig (5pum 7x2mm). O volume de injec¢éo
utilizado para todas as analises foi de 20 pLe as analises foram monitoradas
em A =250 nm e A =425 nm. O software utilizado foi o ChromNAV© [Build 3]
(Jasco). Cada coluna cromatografica foi equilibrada com 5x seu volume morto.

Andlises de UHPLC-MS foram realizadas em um equipamento
Shimadzu® (Nexera UC, Kyoto, Japan), compost por um controlador CBM 20-
A, um degasser DGU-20A, uma bomba quaternaria Nexera X2 LC-30AD, um
auto-injetor Nexera X2 SIL-30AC), um compartimento para coluna termoestavel
CTO-20AC, e um espectrobmetro de massas quadrupolo em interface ESI
LC2020. O método HPLC-PAD foi transposto para UHPLC-MS com a ajuda de
um software gratuito chamado HPLC calculator versdo 3.0 (GUILLARME;
HEINISCH; ROCCA, 2004). A separagédo foi obtida em uma coluna Cig de
dimensées 150 x 2.10 mm, 1.7 pm (Kinetex, Phenomenex®, USA). Os
componentes da fase mével foram agua e etanol HPLC grade, no seguinte
gradiente: 47.4-100% B em 30 min. A vazéo do sistema foi de 0,2 mL.min?, a
temperatura do forno do sistema foi mantida em 35° e o volume de injecao foi
de 1 pL. A coluna foi equilibrada com 5 ml da fase mével inicial. Os espectros
de massas foram obtidos nos modos de ionizagdo positivo e negativo. As
condicdes do espectrobmetro de massas foram: vazdo do gas nebulizador, 1,5
L-min*; vazdo do gas secante, 15 L-min*; A voltagem do detector foi de 0,1 kV.

O espectrémetro de massas foi operado na faixa de 100 a 1000 m/z (full-scan).

3.3 Preparo das amostras

Para o desenvolvimento do método cromatografico por HPLC-PAD foi
realiza a extracdo por maceracdo dinamica em que 0,5g do p6 da amostra foi
embebido em 10 ml de uma mistura hidroalcoolica, utilizando etanol de cereais
95°GL (EtOH), numa propor¢cdo de EtOH:H,O 7:3 (v/v), sob agitacdo de
250rpm em um agitador magnético (Heidolph, Alemanha), durante uma hora a
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temperatura ambiente. A solucdo foi centrifugada em uma microcentrifuga
(BioPet Technologies, global trade, Brasil) por 3 minutos a 7200 rpm. O
sobrenadante foi filtrado em microfiltro de PTPE 0,45pum (Simple Pure —

Allcrom, Brasil) para posterior analise por HPLC.

3.4 Célculos estatisticos

Célculos de efeitos de parametros, bem como graficos de probabilidade
e elaboracéo de tabelas ANOVA para cada planejamento foram realizados nos
softwares GNU Octave 4.2.1 (John W. Eaton) e Libroffice Calc v. 6.4.6.2 (The
Document Foundation, USA). As superficies de resposta foram plotadas no
software Statistica 7 (StatSoft®, USA).

3.5 Desenvolvimento do método cromatografico verde a partir de uma

abordagem multiparamétrica e multivariada

No desenvolvimento do método cromatografico para analise dos
curcuminoides de C. longa foi utilizada uma abordagem multiparamétrica e
multivariada, utilizando-se um planejamento experimental, iniciando pela
triagem dos parametros com a realizacdo de planejamento fatorial fracionario
de cinco variaveis e dois niveis (2y°%).

No planeamento fatorial fracionario foram utilizados valores codificados,
ou niveis, variando de niveis baixos (-1) e niveis altos (1) e um ponto central (0)
com réplicas (Tabela 3). Foi realizado um planejamento fatorial fracionario
diferente para cada uma das trés colunas cromatograficas estudadas. A partir
dos resultados obtidos através do planejamento fatorial fracionario da melhor
coluna cromatografica encontrada, um modelo de ajuste fino foi desenvolvido
através de um planejamento Doehlert com as 3 variaveis da etapa de triagem
que mostraram significancia para a resposta estudada, nhum nivel de confianga
de 95% (Tabela 4), em busca das melhores condicbes de extracdo dos

compostos de interesse.
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Tabela 2- Variaveis e niveis estudados no planejamento experimental fracionario para o
desenvoimento do método de analise verde de curcuminoides de C. longa por HPLC-PAD

Variaveis Luna C18 XBridge RP XSelect fenil-hexil
-1 0 1 -1 0 1 -1 0 1
X1 (%) 21,05 31,58 42,1 19,7 29,7 39,7 22,9 32,9 42,9
X2 (%) 84,21 94,74 100 71,8 81,8 91,8 62,3 72,3 82,3
X3 (°C) 35 47,5 60 35 575 80 35 57,5 80
X4 (%) 0 0,5 1 0 05 1 0 0,5 1
X5 (ml/min) 0,6 0,8 1 0,6 0,8 1 0,6 0,8 1

Tabela 3- Planejamento fatorial fracionario 2v**

X1 X2 X3 X4 X5
Experimento/

Variavel (% Inicial (% Final de (% de Vazéo do

Temperatura .
de EtOH) EtOH) ( P ) HAc) sistema

1 -1 -1 -1 -1 1

2 1 -1 -1 -1 -1

3 -1 1 -1 -1 -1

4 1 1 -1 -1 1

5 -1 -1 1 -1 -1

6 1 -1 1 -1 1

7 -1 1 1 -1 1

8 1 1 1 -1 -1

9 -1 -1 -1 1 -1
10 1 -1 -1 1 1
11 -1 1 -1 1 1
12 1 1 -1 1 -1
13 -1 -1 1 1 1
14 1 -1 1 1 -1
15 -1 1 1 1 -1
16 1 1 1 1 1
CP1* 0 0 0 0 0
CpP2* 0 0 0 0 0
CP3* 0 0 0 0 0
CP4* 0 0 0 0 0
CP5* 0 0 0 0 0
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Tabela 4- Planejamento Doehlert de 3 variaveis

Experimento % inicial de EtOH Temperatura Vazao
DO1 (CP1)* 0 0 0
DO2 (CP2)* 0 0 0
DO3 (CP3)* 0 0 0
DO4 1 0 0
DO5 0,5 0 0,866
DO6 0,5 0,817 0,289
DO7 -1 0 0
DO8 -0,5 0 -0,866
DO9 -0,5 -0,817 -0,289
DO10 0,5 0 -0,866
DO11 0,5 -0,817 -0,289
DO12 -0,5 0 0,866
DO13 0 -0,817 0,577
D014 -0,5 0,817 0,289
DO15 0 0,817 -0,577

* Experimentos de Ponto Central

A resposta utilizada nos planejamentos do desenvolvimento do método
cromatografico foi a Green Cromatographic Fingerprinting (GCF, Eq. 1)
(SOUZA et al, 2021). Essa métrica € uma adaptacdo da métrica Green
Chromatographic Fingerprinting Response (GCFR) desenvolvida por Funari et
al. 2014 para a elaboracéao de fingerprinting de matrizes complexas.

GCF:n**(%)*(%){Eq.lJ

Onde n é o numero total de picos de um determinado cromatograma, t €
o tempo de retencdo do ultimo composto de interesse, FP é a secdo do
cromatograma com um numero menor de picos, e MP é a secdo do
cromatograma que tem o maior numero de picos (SOUZA et al, 2021; FUNARI,
et al. 2014).
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3.6 Preparacdo das misturas eutéticas NADES e hNADES

O preparo das misturas eutéticas foi realizada em proporc¢des fixas entre
0os componentes (Tabela 5) de acordo com trabalhos que relatam que essas
propor¢cdes formam misturas eutéticas utilizadas em extracdes de compostos
fendlicos. Os NADES (misturas #1 a #9) e hNADES (misturas #10 a #14) foram
preparados em vials de borossilicato de 4 cm (5 mL). Em cada vial foram
adicionados os componentes nas propor¢des molares informadas na Tabela 3.
Os vials foram devidamente fechados, colocados em um tubo de teflon (24,5cm
X 5cm) e levados ao micro-ondas. Para a preparacdo das misturas foi
programada uma poténcia de 500W e temperaturas de 50°C para os NADES e

30°C para os hNADES. As misturam permaneceram no micro-ondas até a

formacéo de liquido.

Tabela 5- NADES e hNADES preparados

Mistura Componente Componente Componente Razdo t Obs. Referéncia
1 2 3 molar (min)
NADES#1 Acido malico  Sorbitol - 1:1* 10 Incolor (GOMEZ et al., 2018)
NADES#2 Acido malico Glicose Frutose 1:1:1* 30 Amarelado (DAl et al., 2016)
NADES#3  Acido latico  Sacarose - 2:1* 10  Incolor (RUESGAS-RAMON;
FIGUEROA-ESPINOZA,;
DURAND, 2017)
NADES#4  Acido latico Glicose - 1:2* 5 Levemente (DAl et al., 2016)
amarelado
NADES#5 Cloreto de Sorbitol - 1:2* 10 Incolor (NAM et al., 2015)
colina
NADES#6 Cloreto de Glicose - 1:1* 15 Levemente (DAl etal., 2016; DUAN et al.,
colina amarelado 2016)
NADES#7 Prolina  Acido malico - 1:1* 20 Incolor (DUAN et al., 2016)
NADES#8 Cloreto de Glicerol - 12 10 Incolor (DUAN et al., 2016)
colina
NADES#9  Acido latico Glicerol - 1:1* 10 Incolor (DUAN et al., 2016)
hNADES#10 Acido oleico Mentol - 1:1 5 Incolor (TERESHATOV; BOLTOEVA;
FOLDEN, 2016)
hNADES#11 1- Mentol - 1:2 5 Incolor (VAN OSCH et al., 2019)

47



tetradecanol

hNADES#12 Acido Mentol - 1:2 5 Amarelado (VAN OSCH et al., 2019)
decanoico
hNADES#13 Timol Mentol - 11 5 Levemente (VAN OSCH etal., 2019)
alaranjado
hNADES#14 Timol Mentol - 1:2 5 Levemente (VAN OSCH etal., 2019)
alaranjado

* Adicionado 20% em massa de agua

3.7 Processo de extracdo em micro-ondas (MAE)

Todas as misturas eutéticas (NADES e hNADES) estudadas foram
utilizadas para extracdes de curcuminoides de C. longa assistidas por micro-
ondas em triplicatas. Para cada 500 mg de mistura eutética foi adicionado
50mg de p6 da raiz de Curcuma longa L. em vial de borossilicato (4 cm d.i., 5
mL) e introduzido em tubos de Teflon (24,5cm x 5¢m) do sistema de digestéo.
Todas as extracdes foram realizadas sob irradiagdo micro-ondas por 7 minutos,
a 30°C e 100W. Apés a extracdo, as misturas foram diluidas em 500 mg de
EtOH, colocadas em um microtubo de 1,5 mL (Eppendorf, Olen, Brasil) e
centrifugada em microcentrifuga (Biopet Technologies, Brasil) por 3 minutos em
7200 rpm. Apoés a centrifugacdo, 500 pL de sobrenadante foram coletados,
filtrados em microfiltro de 0,45 um PTFE (Phenomenex, USA) e injetados no

sistema CLAE nas condicfes descritas na secao 4.2.

3.8 Planejamento de composto central (CCD) com hNADES #13 por MAE
Um planejamento de composto central com 4 variaveis (Tabela 6) foi

utilizado para otimizar a condicdo 6tima da extracdo com a mistura eutética #13
(TI:MEN 1:1) por MAE.
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Tabela 6- Planejamento experimental de composto central com 4 variaveis para otimizacéo da

extracdo por MAE utilizando hNADES#13

Proporcao
planta/solvente Poténcia (X2) Temperatura (X3) Tempo (X4)
(X1)

BXPENMENto. - dificado (E?:]') Codificado F;\fva;' Codificado F(i%a;' Codificado (F;fz')
1 -1 0,3 -1 300 -1 40 -1 22,5

2 1 0,8 -1 300 -1 40 -1 22,5

3 -1 0,3 1 700 -1 40 -1 22,5

4 1 0,8 1 700 -1 40 -1 22,5

5 -1 0,3 -1 300 1 60 -1 22,5

6 1 0,8 -1 300 1 60 -1 22,5

7 -1 0,3 1 700 1 60 -1 22,5

8 1 0,8 1 700 1 60 -1 22,5

9 -1 0,3 -1 300 -1 40 1 47,5

10 1 0,8 -1 300 -1 40 1 47,5
11 -1 0,3 1 700 -1 40 1 47,5
12 1 0,8 1 700 -1 40 1 47,5
13 -1 0,3 -1 300 1 60 1 47,5
14 1 0,8 -1 300 1 60 1 47,5
15 -1 0,3 1 700 1 60 1 47,5
16 1 0,8 1 700 1 60 1 47,5
17 (CP1)* 0 0,6 0 500 0 50 0 35
18 (CP2)* 0 0,6 0 500 0 50 0 35
19 (CP3)* 0 0,6 0 500 0 50 0 35
20 (CP4)* 0 0,6 0 500 0 50 0 35
21 (CP5)* 0 0,6 0 500 0 50 0 35
22 -2 0,1 0 500 0 50 0 35
23 2 1 0 500 0 50 0 35
24 0 0,6 -2 100 0 50 0 35
25 0 0,6 2 900 0 50 0 35
26 0 0,6 0 500 -2 30 0 35
27 0 0,6 0 500 2 70 0 35
28 0 0,6 0 500 0 50 -2 10
29 0 0,6 0 500 0 50 2 60

* Experimentos de Ponto Central
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A resposta utilizada neste estudo foi a soma das &reas das bandas
cromatograficas referentes aos curcuminoides encontrados no leito

cromatografico nas analises por HPLC-PAD a A = 250 nm.

3.9 Reproducédo (adaptada) de meétodos da literatura de extracdo de

curcuminoides de Curcuma longalL.

Para a comparacdo do método de extragcdo otimizado, foram escolhidos
3 trabalhos que utilizam NADES (CA:GLU, 1:1, mol/mol)] (LIU et al., 2019),
solucdo hidroalcodlica (MeOH:H20, 8:2, v/v) (BENER et al.,, 2016) e EtOH
(LI; NGADI; MA, 2014). Na extragdo com NADES (LIU et al., 2019), 50 mg de
amostra foi imergida em uma mistura de 5g de NADES (CA:GLU) sob agitacdo
contante por 1 h em um agitador magnético MR Hei-Tech (Heidoplh,
Alemanha) a 50°C. Uma quantidade de 0.7 mg da mistura foi diluida em 0.3 mg
de solugéo EtOH:H,0O (7:3,m/m), colocada em um microtubo (Eppendorf, Olen,
Brasil) e centrifugada em microcentrifuga (Biopet Technologies, Brasil) por 10
minutos e 9000 rpm. O sobrenadante (1 mL) foi filtrado em microfiltro de PTFE
(Phenomenex, USA) e injetado no sistema CLAE nas condigbes descritas na
secéao 4.2.

Na extracdo com EtOH (LI; NGADI; MA, 2014), uma proporcéo de 1:200
(amostra:EtOH, m/m) foi colocada em vial de borossilicato de 4 cm (5 mL) com
metade do volume preenchido. O vial, devidamente fechado, foi colocado
dentro de um tubo de teflon (24,5cm x 5¢cm) e levado ao micro-ondas digestor
durante 7 minutos, a 25°C e 80W. Apds a irradiacdo, a mistura foi centrifugada
em microcentrifuga (Biopet Technologies, Brasil) por 3 minutos e 7200 rpm.
Uma quantidade de 0.7 mg do sobrenadante foi diluida em 0.3 mg de solucao
EtOH:H,0 (7:3,m/m), filtrada em microfiltro de 0,45 um de PTFE (Phenomenex,

USA) e injetada no sistema CLAE nas condi¢gbes descritas na secao 5.6.

Na extragdo com solucéo hidroalcodlica (MeOH:H,0, 8:2) (BENER et al.,
2016), uma mistura de 0,1 g de amostra com 20 g de solucdo hidroalcodlica foi
colocado em um vial e em um tubo de teflon (com as mesmas medidas ja
citadas), e levada ao sistema de digestao por micro-ondas por 5 minutos em
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1500 W. Apo6s a irradiacdo, a mistura também foi centrifugada em
microcentrifuga (Biopet Technologies, Brasil) por 3 minutos e 7200 rpm. Uma
quantidade de 0.7 mg do sobrenadante foi diluido em 0.3 mg de etanol, filtrado
em microfiltro de 0.45 um PTFE (Phenomenex, USA) e injetado no sistema

CLAE nas condi¢cfes descritas na secao 4.2.

3.10 Anédlises térmicas e caracterizacdo espectroscOpica da mistura

eutética

A obtengao das curvas de DSC (Differential Scanning Calorimetry) foi
realizada utilizando-se uma quantidade 2-5 mg de amostra, colocada em um
cadinho com tampa perfurada, sendo submetido a um completo aquecimento e
resfriamento, de -90°C a 30°C. As analises foram realizadas em um fluxo de

aquecimento de 5°C min™.

Os espectros infravermelhos foram obtidos em um espectrofotbmetro
FTIR Bruker Vertex 70. As analises das misturas eutéticas, bem como de seus
percursores, foram processadas considerando o intervalo espectral de 675 cm™

até 4000 cm™, com resolucéo de 4 cm™ e 32 scans por espectro.
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3.11 Coeréncia dos métodos desenvolvidos com os principios da Quimica

Analitica Verde

A coeréncia dos métodos de andlise e de extracdo desenvolvidos neste
trabalho, com cada um dos 12 principios da Quimica Analitica Verde foi
avaliada de acordo com a métrica AGREE (Analytical GREEness), que estipula
uma escala de 0 a 1 como resultado final para os métodos desenvolvidos e
replicados da literatura, sendo o resultado 1 (representado pela coloracao
verde escura) aquele mais coerente com o0s principios estipulados, e o

resultado 0, aquele com menos coeréncia (PENA-PEREIRA et al, 2020).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Determinacdo dos principais parametros cromatogréaficos por

Planejamento Fatorial Fracionario 2>

O planejamento fatorial fracionario foi realizado com o intuito de
determinar as variaveis cromatograficas de maior interferéncia na separacdo
dos compostos de C. longa por HPLC, utilizando agua e bioetanol como fase
movel. Os valores das variaveis foram definidos de maneira diferentes entre as
colunas cromatograficas estudadas, uma vez que cada coluna possui suas
limitacdes em relacdo a quantidade de agua, acido e temperatura, conforme
apresentado na Tabela 2.

A resposta utilizada para avaliar as variaveis foi uma funcéo
desejabilidade da resposta GCF (Equacédo 1) e a resolucdo média das bandas
cromatograficas dos curcuminoides encontrados (Tabela 7).

Tabela 7- Resultados de GCF, Resolucao Média e desejabilidade dos planejamentos fatoriais
fracionarios para cada coluna cromatografica estudada

Coluna/ Luna C18 XBridge C18 XSelect fenil-hexil
Resposta
GCF**  Resolucao D* GCF**  Resolucao D* GCF** Resolucao D*

TR1 3,0661 9,00 0,06 0,7156 10,71 0,00 0,7204 9,41 0,23
TR 2 12,0966 15,48 0,17 7,3345 2,99 0,17 0,6644 5,43 0,16
TR 3 0,0000 15,49 0,00 1,4709 6,37 0,14  0,7309 7,68 0,21
TR4 84,6681 64,75 0,98 3,0968 3,29 0,12  4,0637 3,15 0,26
TR 5 3,0995 1,33 0,00 1,0946 2,78 0,03 3,6096 7,40 0,45
TR 6 79,4595 20,43 0,52 10,5934 2,47 0,12 0,8133 2,11 0,08
TR 7 5,9280 15,69 0,12 3,7749 6,18 0,27 1,4302 7,25 0,28
TR 8 45,3337 7,43 0,22 23,1267 2,93 0,30 4,6815 2,93 0,27
TR 9 12,2785 13,27 0,16 0,7271 8,28 0,00 0,0000 11,71 0,00
TR10 60,1951 68,01 0,84 2,4142 3,26 0,10 0,4817 1,28 0,00
TR 11 14,3276 59,07 0,38 0,8510 3,88 0,04 0,0000 4,75 0,00
TR 12 76,6088 14,25 0,42 10,4066 2,24 0,00 4,3339 3,55 0,30
TR13 11,8736 59,78 0,35 1,6397 3,27 0,08 1,1322 6,70 0,24
TR 14 37,1207 1,93 0,06 20,5375 2,31 0,09 10,4584 1,70 0,20
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TR15 21,9993 3,78 0,10 8,1393 3,61 0,25 4,3217 5,51
TR 16 60,7595 2,82 0,13 5,5524 3,28 0,17 6,4499 2,14
CP1** 13,5439 15,23 0,18 1,2416 2,57 0,03 8,1051 4,60
CpP2*+* 13,5439 15,22 0,18 4,0835 2,48 0,07 8,1021 4,60
CP3** 13,5378 15,00 0,18 4,3028 2,49 0,07 8,4112 4,57
CP4** 11,7179 15,19 0,17 9,7185 2,46 0,11 8,4112 4,61
CP5** 13,5439 15,19 0,18 9,7185 2,44 0,10 8,6262 4,62

0,41
0,23
0,50
0,50
0,50
0,51
0,51

* Desejabilidade encontrada entre GCF e Resolucdo Média de Curcuminoides
** Green Cromatographic Fingerprinting

*** Experimentos de Ponto Central

Baseado na andlise dos resultados de desejabilidade obtidas para os
trés planejamentos fatoriais fracionarios realizados, foi possivel se perceber
gue a coluna cromatografica Luna Ci;g se mostrou a mais eficiente para a
separacdo dos compostos de interesse das trés colunas cromatogréaficas
estudadas, mostrando, em média, melhores valores de GCF, Resolucao Média,
e por consequéncia, de desejabilidade global, utilizando bioetanol e agua como

fase movel.

Dentre os demais experimentos deste planejamento fatorial fracionario,
observa-se que os resultados estdo de acordo com o principio da funcédo de
desejabilidade, onde o experimento TR10, que apresenta a maior Resolucao
Média de curcuminoides encontrados, teve, como resposta final, uma
desejabilidade inferior a alcancada pelo experimento TR4, uma vez que seu

respectivo GCF, foi menor.

Portanto, dentre os experimentos realizados para a coluna Luna C18, o
experimento TR4 foi o que apresentou a melhor separacdo dos dois grupos
principais presentes na amostra com boa resolucdo cromatogréafica, em um
tempo menor de andlise (Figura 11), cujas condi¢cdes cromatogréaficas foram: %
inicial de EtOH = 42,1%, %final de EtOH = 100%, Temperatura = 35 °C % de
HAc = 0% e Vazéo do sistema = 1 ml/minuto. Deve-se destacar também, o
grande numero de bandas cromatograficas separadas neste experimento, fato

gue contribuiu positivamente para a resposta, uma vez que se utilizou o peso
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maximo para picos encontrados nos cromatogramas obtidos, segundo a
equacao do GCF (Equacéo 1).
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200000 o

18
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Figura 11- Cromatograma do Experimento TR4, com melhor desejabilidade global. 42,1-100%
de EtOH em 35°C, com 0% de &cido acético, em 1 ml.min™. Cromatograma obtido em 250nm.

Para a determinacdo das principais parametros cromatograficos
(variaveis) com 95% de confianca, foi plotado o Grafico de probabilidade de

contrastes (Fig. 12a) e porcentagem de contrastes (Fig. 12b).

Pela analise dos gréficos foi possivel identificar que os contrastes C1, C3
e C5, pertencentes as variaveis X1 (% inicial de EtOH), X3 (Temperatura) e X5
(Vazao), apresentaram maior importancia na separacdo dos constituintes.
Estes contrastes podem ser identificados como aqueles que estdao além da
faixa do t critico, calculado pelo teste t de Student (linha laranja na Figura 12a).
Além das variaveis citadas, a interacdo entre a variavel X1 e X3 também

apresentou significancia em um estudo com 95% de confianca (Figura 12b).
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E importante ressaltar que somente o Grafico Normal de Probabilidade
(Figura 12a) ndo é suficiente para se definir a significancia ou ndo de um
parametro estudado, pois o grafico de probabilidade pode apresentar
significAncia para um certo contraste, porém esse contrate possui uma
porcentagem pequena de efeito e assim poderia ser considerado desprezivel
para a resposta. Desta maneira, a analise da figura 8b se faz necessaria, pois é
possivel avaliar a porcentagem de cada contraste, indicando a contribuicao
com que cada variavel afeta a resposta estudada. Com isso, € possivel
observar que os contrastes C5, C1 e C3, respectivamente, sdo 0s que
contribuem mais para a resposta estudada, contabilizando entre interacdes de

primeira e de segunda ordem, 70,44% de contribuig&o na resposta.

€1

Figura 12 - Graficos normais de a) probabilidade de contrastes b) porcentagem de

contrastes
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4.2 Ajuste das variaveis mais importantes (Planejamento Doehlert) e
calculo do modelo mateméatico para o método cromatogréafico verde do

sistema HPLC

A determinacdo das variaveis que afetam significantemente a resposta
estudada leva a elaboracdo de um novo planejamento experimental em busca
de um resultado 6timo de separacdo dos compostos de interesse. Como 3
variaveis foram determinadas como significantes nos calculos estatisticos
realizados, tendo estas, diferentes contribuicbes na resposta (Figura 12a e
12b), optou-se pelo desenvolvimento de um planejamento Doehelert, pois esse
planejamento possui um nimero menor de experimentos necessarios para trés
fatores de significancia quando comparado a outros planejamentos
experimentais de ajuste fino, bem como diferentes niveis de estudo para cada

parametro.

Como o planejamento de Doehlert possui diferentes quantidades de
niveis para as diferentes variaveis, foi atribuido maior numero de niveis de
acordo com o maior valor de contraste. Portanto, para variavel X1 foram
atribuidos 5 niveis, para X3 foram atribuidos 3 niveis e para X5, que afeta mais

significativamente a resposta estudada, foram atribuidos 7 niveis.

Os valores reais dos diferentes niveis estudados neste planejamento
foram calculados por relagdes matematicas ao se estabelecer o ponto central
dessa série de experimentos (Tabela 8) como as melhores condicdes da etapa
anterior de desenvolvimento (planejamento fatorial fracionario). As demais
variaveis que ndo apresentaram significancia foram estabelecidas como
constantes nas melhores condi¢cdes encontradas no experimento TR4. Para a
X2 (% final de etanol) foi atribuido o valor de 100% e X4 (% de &cido acético na
fase moével) 0%.

Através da andlise dos resultados obtidos nesta parte do
desenvolvimento do método verde (Tabela 8), foi possivel observar que a %
inicial de EtOH (X1) nas analises aparenta ter um comportamento quadratico,
uma vez que porcentagens medianas de etanol apresentaram uma maior
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desejabilidade, enquanto os extremos positivos e negativos nao obtiveram

grandes resultados de desejabilidade, bem como a temperatura (X3). No

entanto, a vazao do sistema (X5), aparenta ter um comportamento linear, uma

vez que maiores valores de vazao no sistema apresentam resultados melhores

de desejabilidade, sugerindo um modelo mateméatico descrito por estas

caracteristicas. Com os valores de desejabilidade obtidos pelo planejamento

Doehlert de célculos de regressédo foram empregados e estdo apresentados na

tabela ANOVA (Tabela 9) para determinar um modelo matematico do sistema

para determinar um ponto 6timo com as melhores condi¢cdes para separacéao e

resolucao das bandas cromatograficas do fingerprinting de C. Longa.

Tabela 8- Planejamento Doehlert de 3 variaveis com valores codificados e reais

% inicial de EtOH Temperatura Vazao do sistema Respostas
(X1) (X3) (X5)
Experimento  Codificado Real (%) Codificado Real (°C) Codificado Real (mL.min®™ GCF* Res. D**
)
Méd.
DO1 (CP1)*** 0 42,1 0 35 0 1 100,10 34,59 0,32
DO2 (CP2)*** 0 42,1 0 35 0 1 180,50 32,27 0,46
DO3 (CP3)*** 0 42,1 0 35 0 1 169,15 32,99 0,45
DO4 1 52,6 0 35 0 1 91,36 14,48 0,06
DO5 0,5 47,4 0 35 0,866 1,17 179,42 87,71 0,91
DO6 0,5 47,4 0,817 45 0,289 1,05 154,51 17,82 0,19
DO7 -1 31,6 0 35 0 1 37,68 31,35 0,00
DO8 -0,5 36,8 0 35 -0,866 0,83 48,27 33,19 0,13
DO9 -0,5 36,8 -0,817 25 -0,289 0,94 98,95 28,61 0,27
DO10 0,5 47,4 0 35 -0,866 0,83 155,64 14,66 0,11
DO11 0,5 47,4 -0,817 25 -0,289 0,94 145,19 26,84 0,33
DO12 -0,5 36,8 0 35 0,866 1,17 149,32 32,53 0,41
DO13 0 42,1 -0,817 25 0,577 1,11 193,70 29,61 0,44
DO14 -0,5 36,8 0,817 45 0,289 1,05 192,69 13,72 0,00
DO15 0 42,1 0,817 45 -0,577 0,88 208,33 16,35 0,19

*Green Cromatographic Fingerprinting

** Desejabilidade encontrada entre GCF e Resolugdo Média de Curcuminoides

***Experimentos de Ponto Central
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Tabela 9- Andlise de variancia por ANOVA para o modelo cromatogréfico verde de andlise de
curcuminoides de Curcuma longa L.

Médias Testes F
ANOVA  Somas Quadraticas Graus de Liberdade Quadraticas
Calculado Tabelado
Regresséo 0,54397 7 0,07771 1,8605 6,1532
Residuos 0,16707 4 0,04177
Total 0,71105 11
Erro Puro 0,01179 2 0,0059 13,17083 18,8264
Falta de ajuste 0,15528 2 0,07764
Variacdo explicada (%) 76,50
Maxima variacéo explicada (%) 98,34

Porém, o teste F1 (entre razBes entre médias quadréaticas da regressao
e dos residuos), apresentou valor inferior a média dos residuos, indicando uma
contribuicdo menor da regressao do que dos residuos entre os valores preditos
pelo modelo e os valores reais. Além disso, o teste F2 (médias quadraticas da
falta de ajuste e do erro puro), apresentou valor inferior & média quadratica da
falta de ajuste, indicando pouca significancia estatistica.

A falta de ajuste de um modelo esta relacionada a falta de similaridade
dos valores preditos pelo modelo em relacdo aos valores reais obtidos durante
0s experimentos, de uma forma, onde se é possivel descartar a contribuicdo do
erro aleatorio das analises (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

Entretanto, mesmo com a falta de ajuste detectada, o planejamento de
Doehlert indicou condi¢des de alta desejabilidade, com valores altos de GCF e
de Resolucdo das bandas cromatograficas (Experimento DO5, Tabela 8)
podendo ser usado como o melhor resultado empirico para a separacao dos
compostos de C. longa por HPLC, utilizando bioetanol e agua (Figura 13).
Nesse experimento as condi¢cdes atribuidas foram: X1 = 47,4% de EtOH, X2 =
100% de EtOH, X3 = 35°C, X4 = 0% de HAc, X5 = 1,17 ml.min ™
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13- Cromatograma com maior desejabilidade para o planejamento Doehlert, 42,1-100% de

EtOH em 35°C, com 0% de acido acético, em 1 ml.min™. Cromatograma obtido em 250nm.

4.3 Testes de repetitividade do melhor resultado empirico

Para atestar a reprodutibilidade do melhor resultado empirico encontrado

(DO5) foram realizadas analises em triplicatas (Tabela 10).

Tabela 10- Experimentos de reprodutibilidade da melhor condicdo cromatogréafica determinada
para o método verde desenvolvido para analises de extratos de C. longa por HPLC

Experimento GCF* Resolugéo média das bandas
cromatograficas
DO5 179,42 87,71
RP1 170,3 80,19
RP2 172,6 78,22
RP3 177,4 78,98

*Green Cromatographic Fingerprinting

Os erros relativos de cada resposta estudada foram calculados pela
seguinte equacéao:
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X=y

Erro relativo (%) = * 100 (Eq.2)

Onde x equivale a média das respostas obtidas nos experimentos de
repetitividade e y equivale ao valor obtido como a melhor resposta do modelo
empirico. Os erros relativos para cada resposta observada foram de 3,34%
(GCF) e 9,78% (Resolucéo), indicando que o método desenvolvido apresenta
uma boa reprodutibilidade, pois os erros foram menores do que 10% (ICH,
2015).

4.4 |dentificacdo dos compostos de interesse por LC-PAD-MS e HPLC-

PAD

Apo6s o desenvolvimento do método verde foi realizada a identificagcao
dos constituintes por LC-MS para nortear o desenvolvimento do método de
extracdo verde dos curcuminoides de C. longa. Para a identificacdo dos
curcuminoides foram analisados 0s espectros UV e espectros de massas e
comparados com dados da literatura (HE et al., 1998; JADHAV; MAHADIK;
PARADKAR, 2007; REVATHY et al., 2011; HE et al., 1998; MONDAL; GHOSH,;
MOULIK, 2016). Com isso, foi possivel identificar os curcuminoides e seus
respectivos tempos de retencdo no fingerprinting obtido pelo método verde
desenvolvido (Tabela 11 e Figura 14).
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Figura 14: Cromatograma obtido por HPLC-PAD e espectros UV encontrados para o grupo de
curcuminoides

Tabela 11- Curcuminoides identificados do extrato hidroalcodlico de C. longa por LC-PAD-MS

Banda tg (min) UV (nm) [M+H]"  [M-H]” [M+Na]" [M+K]"* Composto Referéncia

1 6,49 263, 434 369 367 391 - CUR  MONDAL;
GHOSH;

MOULIK,

2016;HE
et al, 1998.

2 7,23 242,428 339 337 351 377 DMC  MONDAL;
GHOSH,;

MOULIK,

2016;HE
et al, 1998.

3 7,89 248, 422 309 307 331 347 bDMC MONDAL;
GHOSH;

MOULIK,

2016;HE
et al, 1998.

4.5 Triagem dos NADES para extra¢cdes dos curcuminoiddes por MAE

Quatorze misturas eutéticas (NADES e hNADES) (Tabela 4) com
diferentes polaridades, viscosidades, composicdes e capacidades de
solubilizagéo foram preparadas neste estudo com a finalidade de se avaliar a

extracdo de curcuminoides do acafrao da terra. Entretanto, apenas treze destas
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foram selecionadas para testar a eficiéncia de extracao, pois apés submetidas
ao teste de estabilidade em que ficaram em repouso em um dessecador por
um periodo de 1 més, onde se foi avaliado se a mistura final era estavel no
estado liquido ou ndo, a mistura eutética #4 (Acido Latico e Glicose 1:2) se

solidificou e, portanto, foi descartada para os estudos posteriores.

Dentre as misturas eutéticas hidrofilicas, os NADES baseado em &cido
latico (#3 e #9) foram os que apresentaram maior eficiéncia na extracao dos
curcuminoides. Enquanto que a maior eficiéncia dentre as misturas eutéticas
hidrofébicas foi obtida pelos hNADES baseado em mentol e timol (#13 e #14)
(Tabela 12, Figura 15).

Tabela 12- Valores médios de area total de curcuminoides obtidos nas extragbes com as
misturas eutéticas.

Mistura Composicéo (mol:mol) Area total de DPR (%)
curcuminoides
encontrados
NADEs#1 A0 Maé'lc_i)e Sortibol 166,32:10 ° 5.60

Acido Malico e Glicose e 5
NADES#2 Frutose (1:1:1) 192,45-10 5.89

Acido Lético e Sacarose

5

NADES#3 (2:1) 467,19-10 2.79

NADES#5 Cloreto de ?f-hzr;a e Sorbitol 123,67-10 5 18.019

NADES#6 Cloreto de C(:flir;a e Glicose 173,38:10 ° 19.54

NADES#7 Prolina e Acido Malico (1:1) 208,05-10 ° 5.91

NADES#8 Cloreto de Colina e Glicerol 322.36.10 ° 375

(2:1)

NADES#9 Acido Latico e Glicerol (1:1) 394,99:10 ° 0.26
hNADES#10 Acido Oleico e Mentol (1:1) 298,44-10 ° 12.47
hNADES#11 1'tetrad°de(f1n)°| e Mentol 298,18-10 ° 9.36
hNADES#12 Acido Dec"’;gf’l';o e Mentol 256,26-10° 10.92
hNADES#13 Timol e Mentol (1:1) 478,16-10° 4.25
hNADES#14 Timol e Mentol (1:2) 373,67-10° 6.72
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Figura 15- Comparacédo entre as somas das areas dos curcuminoides encontrados para cada
mistura eutética

Ao se calcular a média relativa entre a eficiéncia dos NADES (Zarea
total/8) e hNADES (Zérea total/5), obtém-se &rea relativa de 2.56-10" para os
NADES e 3.41-10" para os hNADES. Esses valores refletem em uma eficiéncia

1,33 vezes maior dos hNADES em relagéo aos NADES.

A principal desvantagem dos NADES quando comparado aos solventes
convencionais € sua alta viscosidade inerente. A viscosidade é conhecida por
prejudicar a eficiéncia do NADES como solventes de extracdo, pois resulta em
uma transferéncia de massa lenta. A viscosidade dos NADES difere
enormemente de acordo com sua composicdo, mas em todos 0s casos pode
ser reduzida pela adicdo de uma certa quantidade de agua (CHOI et al., 2011;
DAI; VAN SPRONSEN; et al., 2013). No entanto, a diluicdo da extensédo do
NADES ou DES com &gua (acima de 49%)), resultard na perda das ligacfes de
hidrogénio existentes e, consequentemente, no desaparecimento da estrutura
supramolecular da mistura eutética (DAI et al., 2016; GUTIERREZ et al., 2009).
Por esse motivo, foi adicionado apenas 20% de agua (em massa) aos NADES
avaliados neste estudo (Tabela 10).
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Em contrapartida, os hNADES sdo menos viscosos e, portanto, nao
necessitam de adicdo de outros solventes. Outra propriedade importante € que
em extragbes de matriz vegetal, a hidrofobicidade dos hNADES facilita a
permeabilizagdo na membrana celular (CAO, CHEN et al., 2019; CAO, JUN et
al., 2017; DE FARIA et al., 2017), o que pode ter proporcionado essa maior
eficiéncia relativa em relacdo aos NADES. Além disso, no processo de
preparacdo dos hNADES deste trabalho, a temperatura utilizada foi menor do
que a temperatura utilizada para a formacdo dos NADES (secdo 2.5),
convergindo com os principios da GAC. Diante dos dados obtidos, o melhor
hNADES (mistura eutética #13, formada por Timol e Mentol 1:1 [mol:mol]) foi
escolhido para realizar a otimizacdo da extragdo por planejamento

experimental multivariado.

Deve-se ressaltar, no entanto, o grande potencial que a mistura eutética
NADES#3 apresenta, apresentando a segunda maior eficiéncia na extragéao de
compostos de interesse do acafrdo da terra, fazendo-o deste, de outra mistura
em potencial para o desenvolvimento de um novo método de extracdo, desta

vez, com NADES hidrofilicos.

4.6 Caracterizacdes térmicas das misturas eutéticas hNADES#13 e

hNADES#14

As andlises espectroscopicas e térmicas foram realizadas para confirmar
a formacdo de mistura eutética na composicdo mentol:itimol. Para efeito de
comparacao, foi realizado o estudo nas propor¢des 1:1 (#13) e 1:2 (#14) m/m,
pois. os NADES/hNADES consistem em uma mistura de um aceptor de
ligacdes de hidrogénio (HBA) e um doador de ligac6es de hidrogénio (HBD)
que interagem entre si, promovendo um grande abaixamento do ponto de
fusdo, quando comparado com os compostos percursores (EL ACHKAR;
FOURMENTIN; GREIGE-GERGES, 2019; SANTANA et al.,, 2019). Porém,
esse efeito somente é observado em misturas eutéticas, ou seja, em misturas

com proporgdes definidas entre seus componentes.
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As curvas obtidas nas analises de TG-DTA (Figura 16a) apresentam
uma unica perda de massa entre 90 — 180°C (MENT) e 95 — 190°C (THY),
correspondendo ao evento endotérmico em 188°C e 195°C na curva
correspondente ao DTA, atribuidas a evaporacdo dos compostos
(CELEBIOGLU; YILDIZ; UYAR, 2018; YILDIZ et al., 2018). Os eventos
endotérmicos em 54°C (THY) e 49°C (MENT) na curva DTA, sem perda de
massa correspondente na curva do TG, sdo associadas a fusao dos

compostos.

Quanto as curvas de DSC (Figura 16b), quando a mistura THY:MENT
(1:1) é resfriada de 30° para -90°C, um pequeno evento exotérmico €
observado perto de -11,6°C (AH = 1.518 J g*), que pode estar associado a
cristalizacdo da amostra. Entretanto, quando a amostra é aquecida, um evento
endotérmico é observado préximo de -2,72°C (AH = 4.062 J g™), relacionado &
fusdo. Devido a pequena entalpia relativa desses eventos, € sugerido que
apenas parte da amostra sofre cristalizacdo, e consequentemente, fusdo. Além
disso, € importante ressaltar a mudanca presente na linha de base durante o
processo de aguecimento, préximo de -59,7°C, associada a transicao vitrea da
mistura (MORRISON; SUN; NEERVANNAN, 2009). Esse comportamento
térmico € similar a mistura de proporcao molar 1:2. Para essa mistura, a curva
de DSC mostra a cristalizacdo em -10,6°C (AH = 2.727 J g™) no resfriamento, e
a fusdo em -2,57°C (AH = 2.989 J g% e a transicéo vitrea em -59,3°C durante

0 aquecimento.
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Os pontos de fusdo apresentados pelas duas misturas eutéticas

confirmam as expectativas das misturas eutéticas profundas, apresentando

pontos de fusdo significativamente menores em comparagdo aos seus
percursores (Timol: 49°C — 51°C e Mentol: 38°C).
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Figura 16- Curvas de a) TG-DTA e b) DSC para as misturas eutéticas hNADES baseadas em

timol:mentol e seus percursores.

4.7 Caracterizacdo espectroscopica das misturas eutéticas hNADES#13 e

hNADES#14 compostas por Mentol e Timol

As andlises dos espectros FTIR (Figura 17) foram focadas nas bandas

associadas com as vibragGes dos grupos hidroxila, uma vez que esse grupo

pode estar envolvido na formacdo dos hNADES pelo estabelecimento de

ligacdes de hidrogénios entre as espécies. Os espectros FTIR dos percursores

estdo de acordo com aqueles reportados na literatura (AL-AKAYLEH et al.,
2019; CHOONARA et al.,, 2015; MICHALSKA-SIONKOWSKA; WALCZAK;
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SIONKOWSKA, 2017; WU et al.,, 2021; YILDIZ et al., 2018), em que foi
observado que mentol e timol apresentam bandas préximas de 3232 cm *
caracteristicas do grupo hidroxila.

Figura 17- Espectros FTIR das misturas eutéticas baseadas em mentol e timol.
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As misturas eutéticas em guestdo mostram-se muito similares entre si,
apresentando combinacgdes dos espectros de seus percursores, com excecao
da significante alargamento e deslocamento hipsocrémico da banda associada
com as vibracdes vO-H dos grupos hidroxilas, apresentando um Av = 94 cm™.
Esse resultado confirma que o grupo hidroxila de THY e MENT esta envolvido
nas interagdes intermoleculares previstas de uma mistura eutética profunda
(DA SILVA et al., 2020; PAVIA et al., 2009; RIBEIRO et al., 2015).
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4.8 Otimizacdo dos parametros de extracdo dos curcuminoides pelo

hNADES#13 por MAE

A mistura #13 (hNADES #13) foi submetida a otimizacdo das condi¢cdes
de extracdo por MAE utilizando Planejamento do Composto Central (CCD) em
que 4 parametros foram investigados: Proporcdo planta/solvente [X1
(massa/massa)]; Poténcia do micro-ondas [X2 (W)]; Temperatura [X3 (°C)] e
Tempo [X4 (min)].

As respostas das analises por CCD (Tabela 13) foram avaliadas em um
nivel de significancia de 95%. Os resultados dos efeitos entre os parametros
estudados indicaram que, no nivel de confianca avaliado, as variaveis Poténcia

(X2) e Temperatura (X3) afetam significantemente as respostas (Figura 18)

(3)Temperature(L) /% %3,?1229
Temperature(Q) /// 1-3,15515
Power(Q) -2 00111
1Lby3L 7 7)2.386328
1Lby4L /// 2.359243

(4)Time(L) 7)-1,79389
3Lby4L 7131324 |
Proportion(Q) 121415
{1)Proportion{L) %,9892302
1wby2L 7 ////}-501205
2Lby3LY 4295397
2LbyaL V7 ///|,3144005
(2)Power(L) 7777777/} 2557539
Time(Q) 7777/ -08611

p=05

Figura 18- Grafico de Pareto dos efeitos obtidos como resultado das analises do planejamento
de composto central (CCD).

Com isso, os resultados foram analisados por superficie de resposta
(RSM) (Figura 19) e para isso, as variaveis nao significativas foram fixadas em
valores (dentro do dominio experimental) que estdo de acordo com os

principios da quimica verde e GAC, sendo a variavel X1 fixada em um valor
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que se utiliza menor volume de solvente (razdo planta/solvente = 1; codificado
X1 = 2) e a variavel X4 fixada em um valor que proporciona menor tempo de
extracdo (tempo = 10 min; codificado X4 = -2).

Tabela 13- Area total de curcuminoides obtidos nos experimentos de CCD.

Experimento Area Total de Experimento  Area Total de

Curcuminoides Curcuminoides

(1015) (1075)
CCD1 174,83 CCD16 482,44
CCD2 405,11 CCD17 (PC1) 409,15
CCD3 160,81 CCD18 (PC2) 400,09
CCD4 258,31 CCD19 (PC3) 395,91
CCD5 227,38 CCD20 (PC4) 394,76
CCD6 523,12 CCD21 (PC5) 389,01
CCD7 205,57 CCD22 49,516
CCDs8 501,88 CCD23 604,62
CCD9 137,15 CCD24 165,66
CCD10 320,29 CCD25 313,74
CCD11 126,52 CCD26 37,12
CCD12 314,33 CCD27 415,92
CCD13 72,65 CCD28 367,23
CCD14 539,89 CCD29 412,84
CCD15 75,61

A partir da RSM foi possivel determinar o modelo (Eg. 3) para calcular os

valores 6timos das variaveis significativas (Tabela 14).

A = 92073769.730303 - 5937476,8655303X2% + 8912115,277778X3 -
6486650,6155303X3? (Eq.3).

Tabela 14- Condi¢gBes 6timas determinadas para a extragdo de curcuminoides de Curcuma
longa L. por MAE utilizando hNADES#13 como solvente.

Proporcéo planta:solvente (m/m; X1) Poténcia (X2) Temperatura (X3) Tempo (X4)

1:1 500W 63.4°C 10 min
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Figura 19- Grafico de superficie obtido do planejamento de CCD para os parametros
temperatura e poténcia.
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Figura 20- Cromatograma obtido como ponto 6timo do modelo desenvolvido para a extragdo de

curcuminoides de C. longa L. 42,1-100% de EtOH em 35°C, com 0% de &cido acético, em 1
ml.min™. Cromatograma obtido em 250nm.

by

De maneira semelhante a realizada no desenvolvimento do método
cromatografico verde de separacdo de curcuminoides para HPLC, uma tabela

ANOVA foi desenvolvida para se analisar a analise de variancia do modelo de
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extracdo proposto com hNADES#13 (Tabela 15). A partir das informacdes
obtidas dos testes F apresentados na tabela ANOVA (Tabela 15), foi possivel
se detectar falta de ajuste no modelo proposto, uma vez que o teste F2 (entre
erro puro e falta de ajuste), indica uma forte significancia para a falta de ajuste.
A partir do modelo matematico determinado (Eq. 2) foi possivel calcular a area
total dos curcuminoides prevista para as condi¢fes 6timas (Ap = 95134942) e
comparar com o resultado experimental obtidos (Aexp = 86741176+7%, n = 3,
Figura 20). E possivel observar que a diferenca entre o valor predito e o

experimental foi bem proxima, aproximadamente 9%.

Tabela 15- Analise de variancia por ANOVA para o modelo de extracdo de curcuminoides de
Curcuma longa L. com hNADES#13.

Médias Testes F
ANOVA Somas Quadraticas Graus de Liberdade Quadraticas
Calculado Tabelado
Regressao 4,73-107 3 4,73-107 37,01 2,991
Residuos 3,204,73-10%° 25 1,284,73-10"
Total 7,934,73.10"° 28
Erro Puro 1,804,73-10" 24 7,504,73-10" 18,63 4,26
Falta de ajuste  1,404,73-10" 1 1,404,73-10"
Variagéo explicada (%) 59,7
Méxima variacdo explicada (%) 77,3

4.9 Comparacao entre os métodos da literatura com o método otimizado

para a extracdo de curcuminoides com hNADES#13

Os métodos da literatura foram reproduzidos com adaptacéo (secéo 3.8)
para comparacdo com o método otimizado para extracdo com o hNADES #13,
cujos cromatogramas estdo apresentados na Figura 21, sendo baseados na

utilizagc&o de solventes tradicionais como Etanol (a) e Metanol (b) por MAE.

Também foi reproduzido o método desenvolvido por LIU et al, 2019
baseado na utilizagdo de NADES formados por acido citrico e glicose (1:1) (c).
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Figura 21- Cromatogramas de extracdo assistida de micro-ondas (MAE) de curcuminoides de
Curcuma longa com solventes tradicionais. a) Extracdo com Etanol b) Extracdo com Metanol e
c) Extragdo com NADES CA:GLI 1:1 proposto por LIU et al. 2019. Todos os cromatogramas
foram obtidos a partir de 42,1-100% de EtOH em 35°C, com 0% de &cido acético, em 1 ml.min°

! em 250nm.

E possivel observar na Tabela 16 e no grafico da Figura 22 que o
método desenvolvido foi mais eficiente do que todos os métodos da literatura
reproduzidos, sendo que o0 método desenvolvido apresentou eficiéncia,
aproximadamente, 43% superior a do método mais eficiente reproduzido. (Com
etanol como solvente em MAE) (LI; NGADI; MA 2014).

Destaca-se também, a baixa resolucédo obtida nos trés cromatogramas
provindos de extracbes com solventes tradicionais, mostrando a vantagem
ainda maior da utilizacdo do meétodo desenvolvido para a extracdo de
curcuminoides do acafrdo da terra usando o solvente eutético natural profundo

hidrofébico desenvolvido neste estudo.
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Tabela 16- Comparacao entre os métodos de extracéo da literatura e o método desenvolvido
para a extracdo de curcuminoides de C. longa.

Método Solvente CUR DMC bDMC YArea**
LIU et al. (2019) CA:GLU 10199460+10 * 3836581+4 14036041+8
(2:1,mol/mol)
BENER et al. MeOH:H,O * * * 28918060+2
(2016)
(8:2, viv)
Ll; NGADI; MA EtOH * * * 37146800+7
(2014)
Método THY:MEN 49110461+14 17251272+4 20379443+3 86741176%7
desenvolvido

(1:1, mol/mol)

* N&o foi possivel calcular a area dos compostos isolados devido a baixa resolucdo e
separacao dos compostos encontradas nestas anélises.

** Valores expressos em areat%DPR. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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Figura 22- Comparacao de técnicas de extragcao de curcuminoides de C. longa L.

4.10 A métrica AGREE (Analytical GREEness) como indicativo do
potencial verde dos métodos desenvolvidos
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Para se avaliar o potencial verde dos dois métodos desenvolvidos, foi
aplicada a métrica AGREE (Analytical GREEness). Esta métrica, baseia-se nos
12 principios da Quimica Analitica Verde, para avaliar os processos do
desenvolvimento cientifico analitico, aplicando valores de 0 a 1 para cada
principio da Quimica Analitica Verde, onde o resultado 1, indica um processo
que esta mais de acordo com o parametro em questdo, considerando-o mais
verde. Estas medidas séo realizadas a partir de alguns parametros pré-
estipulados sobre a utilizacdo de solventes e determinados equipamentos, por
exemplo, indicam valores diferentes na escala de 0 a 1 (PENA- PEREIRA et al.
2020).

Os valores expressos na Tabela 17 indicam os resultados obtidos pela
métrica AGREE, em que cada principio da Quimica Analitica Verde foi
pontuado e o resultado total esta indicado na Figura 22. Para comparacao
entre os métodos foram mensurados tanto o método de analise por CLAE

guanto o método de extracao.

Tabela 17 — Valores obtidos pela métrica AGREE para os métodos desenvolvidos e para as

reproducdes da literatura.

Principios Método Método Método Método NADES
daGAC  pNADES. — EtOH-MAE  MeOH-MAE CAGL
MAE* ('\hk;";%g“ (BENER et al., 2016) (LIU et al., 2019)

1 0,30 0,30 0,30 0,30

2 0,87 0,87 0,86 0,87

3 0,33 0,33 0,33 0,33

4 1 1 1 1

5 0,5 0,5 0,5 0,5

6 1 1 1 1

7 0,42 0,31 0,07 0,31

8 0,44 0,44 0,44 0,44

9 0,75 0,5 0,5 0,5

10 1 0,5 0,5 0,75

11 1 1 0,5 1

12 0,8 0,8 0,7 0,8

* Método desenvolvido neste trabalho.
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Figura 23- Pictogramas contendo os escores pela métrica AGREE para a) Método verde
desenvolvido hNADES-MAE, b) Método adaptado de LI; NGADI; MA (2014) EtOH-MAE, c)

Método adaptado de BENER et al (2016) MeOH-MAE; d) Método adaptado de LIU et al (2019)
NADES CA:GLI 1:1.

A pontuacdo geral é mostrada no meio do pictograma com valores
proximos a 1, no qual a coloracdo verde escura indica que o método avaliado é
mais verde. O desempenho do procedimento em cada um dos critérios de
avaliacao foi refletido na cor do segmento com o numero correspondente do

critério.

Os resultados obtidos pela métrica AGREE indicam que o método
desenvolvido para a extracdo de curcuminoides do acafrdo-da-terra por
hNADES-MAE e posterior analise por HPLC-PAD/UV-Vis (Figura 23a) € o que
apresenta a maior abrangéncia dos principios da Quimica Analitica Verde,
podendo ser classificado como um método verde. As maiores pontuacdes
obtidas pela métrica foram alcancadas devido ao fato de o método ser
multivariavel, ter utilizado solventes de baixa toxicidade (EtOH e hNADES), e
por ter utilizado MAE como técnica de extracdo, que proporciona uma baixa

demanda energética e alta eficiéncia extratora.
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5. CONCLUSOES

Este trabalho demonstrou que o Solvente Eutético Natural Hidrofébico
(hNADES) constituido por timol e mentol (1:1 m/m) apresentou alta eficiéncia
extratora de curcuminoides do acafrdo quando comparado com solventes
tradicionais e NADES hidrofilicos. Aléem isso, o hNADES de timol e mentol é um
solvente de baixa viscosidade e simples preparo, que necessita de menor
namero de experimentos, sua composicdo possui compostos de baixa
toxicidade, resultando em menor impacto ambiental e mais seguro para a
saude humana. Apds a otimizacdo das condi¢cdes de extracdo, o hNADES
mencionado apresentou capacidade extratora 43% superior a de solventes
tradicionalmente utilizados em extracdes de curcuminoides, como as misturas
hidroalcodlicas com metanol e etanol, solventes geralmente utilizados em

grandes quantidades em uma ampla gama de processos analiticos.

Além método de extracéo, foi desenvolvido neste trabalho um método de
andlise de curcuminoides por HPLC-PAD que possui muitas vantagens
ecolégicas e sustentaveis, como compatibilidade ambiental, baixo custo,
rapidez e menor consumo de energia, sendo baseado na utilizacdo de etanol
de cereais, de origem renovavel. Adicionalmente, o método verde apresentou
altos niveis de GCF (Green Cromatographic Fingerprintig) e de Resolucao para
0s curcuminoides estudados, pois 0 desenvolvimento foi baseado no emprego
de uma abordagem multiparamétrica de planejamento de experimentos
envolvendo cinco variaveis, e que esta de acordo com os principios da Quimica
Verde e da Quimica Analitica Verde, ao se tratar de uma diminuicédo

significativa de experimentos necessarios em detrimento a tentativa e erro.

Por serem alternativas viaveis, espera-se que os métodos desenvolvidos
possam ser considerados como possiveis candidatos a substituicdo dos
métodos de analise tradicionais, utilizados rotineiramente em diversos
laboratoérios ao redor do mundo e que se utilizam de grandes quantidades de

solventes probleméaticos, como acetonitrila e metanol.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram por fim, a possibilidade da

mudanca de uma estrutura cientifica antiga baseada na utilizacdo de solventes
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e técnicas tradicionais, mostrando-se como mais um avanco da Quimica Verde
em guiar o desenvolvimento sustentavel do conhecimento cientifico de maneira

eficaz e segura.
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