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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar uma alternativa segura e sustentavel para extrair
marcadores (&cido galico, catequina e rutina) das folhas de goiabeira (Psidium guajava L.),
utilizando uma promissora classe de solventes verdes, denominada Solventes Eutéticos
Naturais (Natural Deep Eutectic Solvents, NADES). As extracdes com NADES foram
comparadas com extracdes convencionais relatadas na literatura cientifica e farmacopéias.
Foram comparadas as eficiéncias de 4 extrag0es convencionais com as de 4 combinagfes de
NADES. Em todas as extracdes foi utilizado 1 grama de material vegetal para 20 mL de
solvente. Dentre os métodos avaliados, a extracdo utilizando NADES baseado em cloreto de
colina : &cido latico (1:3, mol/mol) e ultrassom foi a que apresentou a maior eficiéncia de
extracdo dos marcadores (1) acido galico, (2) catequina e (3) rutina das folhas de P.guajava.
Os NADES séao formados por substancias naturais obtidas de fontes renovaveis (metabolitos
primarios das plantas), sendo essas biodegradaveis e de baixa toxicidade e, portanto, sdo

solventes com grande potencial para substituir os solventes convencionais .

Palavras-chave: Psidium guajava L., Metabdlitos secundarios, NADES.



ABSTRACT

This work aimed to evaluate a safe and sustainable alternative for extracting markers (gallic
acid, catechin and rutin) from guava (Psidium guajava L.) leaves, using a promising class of
green solvents, called Natural Deep Eutectic Solvents (NADES). The extractions with NADES
were compared with conventional extractions reported in the scientific literature and
pharmacopoeias. The efficiencies of 4 conventional extractions were compared with those of
4 combinations of NADES. In all extractions, 1 g of plant material was used for 20 mL of
solvent. Among the methods evaluated, extraction using NADES choline chloride : lactic acid
(12:3, mol/mol) based and ultrasound showed the highest extraction efficiency for the markers
(1) gallic acid, (2) catechin, and (3) rutin from P.guajava L. leaves. NADES are formed by
natural substances obtained from renewable sources (primary plant metabolites), which are
biodegradable and of low toxicity and, therefore, are solvents with great potential to replace

conventional solvents.

Key-words: Psidium guajava L., Secondary Metabolites , NADES.
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1. INTRODUCAO

A biodiversidade das plantas medicinais e 0 conhecimento de suas propriedades quimicas e
fitoterapicas passados de geracdo para geracdo, bem como seu uso na medicina tradicional
proporcionou praticas de cura, prevencdo e tratamento de doencas pela humanidade (FIRMO
etal, 2011; ROSSI et al., 2021). Os conhecimentos medicinais sobre as plantas séo datados de
longos séculos em que diferentes culturas e povos usufruiam de seus componentes e as
utilizavam de diversas formas, cada qual com modo de preparo e finalidade (EMBRAPA,
2010).

No século XX o desenvolvimento de pesquisas voltadas aos extratos vegetais medicinais
proporcionou a descoberta e isolamento de principios ativos e substancias de interesse
terapéutico como taninos, alcaléides, compostos fenolicos, 6leos essenciais e vitaminas
(EMBRAPA, 2010; FIRMO et al, 2011; ZAGO, 2018). Dessa maneira, a sintese de novos
medicamentos a base de plantas foi intensificada e, por vezes, os remédios sintéticos foram
substituidos por esses devido a grande diversidade vegetal disponivel, baixo custo de producao
e efeito colateral menos nocivo ao organismo (GADELHA et al, 2013).

Esta preferéncia foi confirmada por dados apresentados pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), em que 80% da populagdo mundial fazia uso das plantas medicinais ou medicamentos
produzidos por meio de substancias vegetais (ZARDETO-SABEC et al, 2019). Isto impactou
também no interesse econdmico sobre essas, movimentando mundialmente cerca de US$18
bilhdes de dblares em 2005 (KHAN & RAUF, 2014), ja no Brasil, a venda dos medicamentos
derivados de plantas cresce cerca de 10% ao ano, alcancando em 2001 US$ 550 milhGes
(BRASIL, 2006) e, atualmente o mercado farmacéutico brasileiro atingiu o faturamento de R$
53, 9 bilhdes (BRASIL, 2017).

Enfatiza-se também que a criacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) em 2006 facilitou o acesso pela populacdo brasileira aos extratos vegetais e
fitoterapicos de modo seguro, assegurando a qualidade dos produtos, valorizando o avanco
industrial e fornecendo solugdes tecnoldgicas e terapéuticas (BRASIL, 2006; GADELHA et
al, 2013). Outro fator notavel dos compostos vegetais fazerem parte da medicina brasileira foi
a insercao desses pelo Sistema Publico de Saude (SUS), permitindo que tanto os pacientes

como os profissionais de saude tivessem outras opgdes de tratamento além daquelas
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convencionais, garantindo acesso aos servicos relacionados a fitoterapia e a inclusao social
(BRASIL, 2006).

Ainda, as diretrizes da PNPMF proporcionaram que a biodiversidade brasileira fosse
priorizada por meio de incentivos as pesquisas e ao desenvolvimento de plantas medicinais,
sendo que essa representa de 15 a 20% da biodiversidade mundial, em que 24% sdo espécies
vegetais. Dentre essas, a Psidium guajava L. (goiabeira) € uma das espécies de grande interesse
econdmico e medicinal, com variadas propriedades fitoterapicas, sendo presente por toda a
América do Sul e bem distribuida em diversas regies do Brasil (ROCHA et al., 2020).

1.1 Psidium guajava L.

A Psidium guajava L., popularmente conhecida como goiabeira € uma espécie pertencente
ao género Psidium da familia Myrtaceae, originaria da América Central e norte da América do
Sul , sendo plantada principalmente nas regides subtropicais e tropicais, com disseminacao
pelos colonizadores europeus para colénias asiaticas e africanas (LANDAU et al., 2020).

Como notavel representante do grupo das Angiospermas, a familia Myrtaceae possui uma
biodiversidade vegetal de ampla distribuicdo, sendo abundante e rica nos diferentes biomas
brasileiros (RIBEIRO et al., 2022) e, concentradas nas regides tropicais da América, Asia e
Australia.

Mundialmente, essa familia é representada por cerca de 4000 espécies, distribuidas em 140
géneros, ja na flora brasileira ha 1030 espécies de arbustos e arvores, dispostas em 23 géneros
(TRINDADE, 2019). Dentre os géneros presentes na familia Myrtaceae, destaca-se o género
Psidium L.,que possui importancia econdmica no Brasil, e cuja espécies presentes apresentam
frutos de sabor exotico e sdo ricas em compostos fendlicos, 6leo essencial e caroteno
(DURAES et al., 2015).

O género possui uma variedade de espécies, cerca de 110 a 130 espécies de arvores e arbustos,
com folhas simples e opostas com venacdo broquidédroma, e flores pentdmeras, solitarias,
axilares ou pequenos cachos (Figura 1a). Além disso, os frutos se desenvolvem apresentando
muitas sementes, que sdo caracterizadas por um tegumento externo e embrido coclear com
cotilédones apicais (DURAES et al., 2015) (Figura 1b).
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Figura 1: Psidium guajava. (2): flor da goiabeira; (b): frutos goiaba branca e
vermelha
Fontes: Abrafrutas, Meu Pomar

Dentre as espécies presentes no género Psidium, enfatiza-se a Psidium guajava L. ou
goiabeira, uma espécie pioneira e considerada como a mais importante do género. A goiabeira
é um arbusto ou arvore frutifera, podendo atingir até 8 metros de altura e, apresenta uma copa
aberta, com numerosos e grandes ramos (Figura 2a), suas folhas possuem de 7 a 15 cm de
comprimento, 3 a 6 cm de largura e sdo opostas e simples do tipo oblongas ou ovaladas,
margem inteira, apice obtuso ou acuminado e base obtusa (Figura 2b) tronco da goiabeira pode
medir de 20 a 30 cm de didmetro, descamante, liso e tortuoso (Figura 2c). Suas flores sdo
brancas, ocorrendo entre os meses de Setembro a Novembro, podendo surgir isoladas ou em
inflorescéncia de duas a trés flores monoclinas, com possibilidade de autofecundacéo. Ja os
frutos sdo em forma de baga, com 10 cm de didametro com a polpa apresentando coloragédo
avermelhada ou branca (DURAES et al., 2015, MELO, et al., 2020; SILVA, 2020;
TRINDADE, 2019).

Figura 2- Goiabeira (Psidium guajava). (a): arvore da goiabeira; (b):
folha de P. guajava; (c):tronco
Fonte: Autoria propria
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A Psidium guajava esta presente em toda a América do Sul, Europa, Africa e Asia devido a
sua facil adaptacgdo a diversas condic@es climaticas, no Brasil ha também sua ampla distribuigéo
em diferentes regiGes e dominios fitogeograficos, como Amazodnia, Caatinga, Cerrado e Mata
Atlantica (SILVA, 2020). A planta de goiabeira e suas partes possuem consideraveis utilidades
ambientais e econdémicas, como aplicacao na restauracdo de areas degradadas de preservacao
permanente e valor de produgdo R$ 973.137,00 no Brasil, sendo os Estados de Pernambuco,
Bahia, Sdo Paulo e Parana dentre os principais maiores produtores do fruto (Figura 3) (IBGE,
2021; MELO et al., 2020).

MT

MS

¥

40-1.032 [ll1303-4655 [5.999-12786 []16.741-42.047 [J]70.772 - 345682 Sem informagao
Figura 3: Mapa dos estados brasileiros do valor da
producédo de goiaba (em mil reais).
Fonte: IBGE (adaptado)

Em diferentes culturas e paises, principalmente as folhas da goiabeira sdo usadas de maneiras
distintas, nos paises asiaticos usam seus extratos contra diarreia, diabetes mellitus, Glceras,
febres, espasmos, entre outros. Nos paises africanos, as partes da goiabeira sdo aplicadas contra
célicas estomacais, hipertensao, reumatismo, amebiase, escabiose e faringite. J& na América
do Norte, seu uso se faz contra gastroenterite, febre, hipoglicemia, dermatite e infecgdes. E nos
paises da América do Sul séo aplicados para combater dor reumatica, tosse, conjuntivite,
pneumonias, parasitoses, laringite, dentre outros. No Brasil, sua utilizacdo fitoterapica
principalmente advinda da extracdo das folhas, é aplicada contra problemas digestivos,
inflamacGes em mucosas, insuficiéncia gastrica, diarreia, etc. (FERREIRA, 2009).

As propriedades medicinais citadas anteriormente da P. guajava estdo relacionadas com a

presenca dos principios ativos: alcaldides, taninos, flavondides, terpendides, carotenoides,
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saponinas e 6leos essenciais (ROCHA et al., 2020). Suas folhas por apresentarem composi¢do
quimica como os taninos, flavondides e Oleo essencial sdo relevantes na medicina,
principalmente para variados usos fitoterapicos, contra atividades antimicrobianas, antifingica,
antioxidante, anti-hipertensivo e antiproliferativa de células cancerigenas (MELO et al., 2020).

Assim, para extrair esses compostos tanto da Psidium guajava como de outras plantas
medicinais que séo relevantes para a fitoterapia, a industria farmacéutica e pesquisas cientificas
buscam alternativas para o desenvolvimento de metodologias quimicas que retirem os

compostos secundarios sendo uma préatica sustentavel, como a Quimica Verde.

1.2 Quimica Verde

O avanco de praticas sustentaveis abrange a transformacéo de processos quimicos prejudiciais
ao meio ambiente, aprimorando-os com métodos que apresentem menor nocividade ou
utilizando reagentes e solventes alternativos de baixa toxicidade e biodegradaveis (PRADO,
2003). A aplicacdo de novas metodologias sustentaveis foi elaborada pela Quimica Verde que,
segundo Anastas e Warner (1998) a definiu como o “desenvolvimento de produtos e processos
quimicos que visam reduzir ou eliminar o uso e a geracao de substancias perigosas”.

Devido a esta preocupacdo da Quimica Verde de evitar e eliminar toda e qualquer substancia
ou processo quimico que fosse agressivo ao meio ambiente e aos seres vivos, 12 principios
foram instituidos e postulados pelos quimicos Paul Anastas e John C. Warner no intuito de uma
quimica auto-sustentavel, que sdo (FERREIRA et al., 2014):

1. Prevencdo: a prevencao € a melhor opcdo do que tratar ou limpar os residuos das
reacdes quimicas apos forma-los;

2. Economia Atomica: escolha projetar os métodos sintéticos a fim incorporar desde o
inicio, toda a massa dos reagentes do produto;

3. Sintese de Produtos Menos Perigosos: a sintese de produtos quimicos devem gerar
sempre compostos com toxicidade minima ao ser humano e ao meio ambiente;

4. Modelo de Produtos Seguros: o desenvolvimento de produtos quimicos devem visar
que esse exerca sua atividade de forma efetiva sendo 0 menos toxico possivel;

5. Solventes e Auxiliares mais Seguros: a utilizagdo de constituintes como solventes,
agentes de separacao, secantes, entre outros, durante 0s processos quimicos devem, se
possivel, serem ausentes ou quando usados inofensivos;

6. Busca pela Eficiéncia de Energia: ao realizar procedimentos quimicos, é preciso

reconhecer seus impactos ambientais e econémicos, sempre conduzindo-os para
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minimizar o uso energético, como métodos produzidos a pressdo e temperatura
ambiente;

7. Uso de Fontes Renovaveis de Matéria-Prima: preferéncia do uso de matérias-primas
renovaveis aquelas ndo-renovaveis;

8. Minimizacdo da Formacgdo de Subprodutos: deve-se evitar 0 uso desnecessario de
bloqueadores, protecdo/desprotecdo, modificacdo temporaria por processos fisicos e
quimicos em razéo da geracdo de residuos ao final desses processos;

9. Catdlise: a aplicacdo de reagentes cataliticos nos procedimentos € melhor do que os
reagentes estequiomeétricos;

10. Desenho para a Degradacéo: os produtos quimicos precisam ser elaborados/desenhados
para que, ao final de seus usos, ndo sejam inofensivos e permanegam no ambiente;

11. Andlise em Tempo Real para a Prevencdo da Poluicdo: sera necessario que as
metodologias analiticas criadas monitorem, em tempo real, a formacao de substancias
prejudiciais;

12. Quimica Intrinsecamente Segura para a Prevencdo de Acidentes: durante o0s
procedimentos quimicos, deve-se atentar a escolha e a0 modo de uso das substancias
para que essas ndo causem acidentes como vazamentos, explosdes e incéndios
(FERREIRA et al., 2014; LENARDAO et al, 2003; SILVA et al., 2005).

Uma das questdes que os 12 principios da Quimica Verde enfatiza é a busca por substancias
mais sustentaveis, que diminuam ou eliminem o impacto prejudicial que esses compostos
fazem ao ambiente e a salde humana (BRITO, 2022). Os solventes comumente utilizados no
processos produtivos sdo tdxicos, mutagénicos, carcinogénicos, volateis, inflamaveis e
explosivos, além de causarem impactos na camada de ozénio, bioacumulativos e sdo obtidos
de fontes n&o-renovaveis (UNGER 2022). Dessa forma, foram desenvolvidos os solventes
sustentaveis a fim de substituir esses nocivos, chamados de Natural Deep Eutectic Solvent
(Solvente Eutético Natural “Profundo’), mais conhecidos pela sigla NADES (CHOI 2011).

Os NADES fazem parte do grupo de solventes eutéticos (DES) e sdo formados por dois ou
mais elementos, em que um atua como doador de ligacdes de hidrogénio e outro o receptor do
hidrogénio, formando fortes interacGes intermoleculares. Os componentes que formam o
solvente organico sdo de procedéncias naturais provenientes usualmente de metabdlitos
primarios das plantas, como aminoacidos, acglcares e acidos organicos (CHOI, 20011; SAVI,
2019).  Dentre os componentes mais utilizados para a sintese de NADES estdo: cloreto de
colina, glucose, acido citrico, &cido malico, frutose, sacarose, xilitol, etc (SANTANA et al,
2021).
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Além disso, suas caracteristicas como baixa toxicidade, biodegradabilidade, alta capacidade
de solubilizacdo de substancias diversas, viscosidade ajustavel, baixo ponto de fusdo, menor
gasto energético (UNGER, 2022), elevada capacidade de solubilizagdo tanto de compostos
polares como apolares, dentre outros, possibilitaram a aplicacdo do NADES na extracdo de
compostos secundarios de espécies vegetais, sobretudo das plantas medicinais que possuem
grande impacto na indudstria farmacéutica, de cosméticos e alimentos (CRUZ, 2018; SAVI,
2019). Dessa forma, os NADES atendem 4 dos 12 principios essenciais a Quimica Verde ao
extrair principios ativos, que sdo: solventes e auxiliares mais seguros, busca pela eficiéncia de
energia, uso de fontes renovaveis de matéria-prima e quimica intrinsecamente segura para a
prevencao de acidentes (UNGER, 2022).

2. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar alternativas mais seguras e sustentaveis para
a extracdo dos marcadores das folhas de goiabeira (P. guajava). Especificamente, foram
realizadas extracOes utilizando diferentes NADES como solventes extratores e a eficiéncia foi

comparada com a de extragdes convencionais.

3. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi realizado no grupo Green Biotech Network do Laboratoério de Sintese

Organica e Processos (LSOP), da Faculdade de Ciéncias, UNESP, campus de Bauru.
3.1 Material botanico

As folhas de P. guajava foram coletadas no dia 10 de novembro de 2022 no periodo da tarde
na época de primavera, proximas ao Biotério e ao Laboratorio de Quimica Analitica e
Cromatografia, localizados no Campus da UNESP de Bauru (22°20'57.1"S 49°01'50.7"W).

Posteriormente a coleta, as folhas de goiabeira foram lavadas e congeladas por sublimagéo a
-20 °C no intuito de preservar as propriedades do material. Estas permaneceram no congelador
por um periodo de 24 horas. Apos este periodo, as folhas foram liofilizadas durante 4 dias,
pulverizadas em um liquidificador industrial (LB Balangas, Brazil). O material pulverizado foi
peneirado para padronizacao das particulas e armazenado em frascos hermeticamente fechados

sob protecéo da luz.
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3.2 Preparo dos Solventes Eutéticos Naturais Profundos (NADES)

Foram preparadas 4 combinagdes distintas de diferentes compostos em diferentes proporcoes
de razBes molares para serem avaliados quanto a formacdo de misturas eutéticas. Todos 0s
NADES preparados foram diluidos com 20% de agua m/m (Tabela 1). As combinacdes foram
pesadas e colocadas em vials, posteriormente, as combinagfes foram aquecidas em banho-
maria, utilizando chapas de aquecimento, durante 1 hora a, aproximadamente, 60 °C. Apds as
misturas ficarem liquidas, homogéneas e transparentes, aguardou-se 4 dias para confirmar que
as combinacdes formaram misturas eutéticas. Caso as misturas voltassem para o estado sélido,
as mesmas ndo seriam consideradas misturas eutéticas e seriam desconsideradas nos estudos

posteriores.

Tabela 1- Preparacéo das diferentes combinacgfes de NADES

Componente1 ~ Componente 2 Razéo Molar
Combinacdo 1  Cloreto de colina Acido latico 1:1
Combinagédo 2  Cloreto de colina Acido latico 1:3
Combinacdo 3  Cloreto de colina Glicose 1:1
Combinagéo 4 Acido malico Sorbitol 1:1

3.3 Extracdo dos principios ativos da Psidium guajava

3.3.1 Reproducéo de extracdes para referéncia

Com base em pesquisas bibliograficas realizadas, foram selecionados 4 métodos
convencionais para reproducdo e comparacdo com os métodos que utilizaram NADES para

extracdo dos marcadores das folhas de goiabeira.

O primeiro artigo de referéncia reproduzido foi do Birdi e colaboradores (2010), que
utilizaram o método de extracdo por decoccdo, utilizando 1 g de material vegetal pulverizado
em uma solucéo de 20 mL de agua ultrapura do tipo | (MilliQ ® ). Esta mistura foi aquecida a

80°C até atingir a ebulicdo, sendo em seguida, retirada do aquecimento(Figura 4).
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Figura 4- Método de extracdo
por decocgdo
Fonte: Autoria propria

O segundo método reproduzido, conforme o artigo de Metwally et al.(2010), foi uma extracao
hidroetanolica por meio de percolacédo, utilizando 1 g de matéria prima seca e pulverizada,
misturando-a em 20 mL do solvente ETOH:H20 (1:1) (v/v). A solucdo resultante foi filtrada

por meio de uma seringa preenchida ao fundo com algodao, durante 15 minutos.

Outra extracdo hidroetandlica realizada foi a maceracdo dindmica (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2019), utilizando 20 mL de ETOH:H»0 (7:3) (v/v) em 1 g de material vegetal

pulverizado, e essa solugéo foi aquecida a 40°C com rotagdo de 320 rpm durante 30 minutos.

Por fim, foi preparado o método por extracdo hidrometandélica, com uma quantidade de 1g de
matéria prima seca e adicionando solvente MEOH:H>0 (1:1) (m/m). A solugdo foi feita por
meio da extragdo assistida por ultrassom (UAE) durante 1 hora a temperatura ambiente (Figura
5).

Figura 5- Extracdo Assistida por Ultrassom
(UAE)
Fonte: Autoria propria
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Por conseguinte aos métodos de extracdo citados anteriormente, as amostras foram
centrifugadas duas vezes por um periodo de cinco minutos cada. O sobrenadante resultante
desse ciclo de centrifugacdo foi retirado, filtrado em um microfiltro PTFE (0,45 pum) e
armazenado em vials (Figura 6), logo ap6s, foi injetado e analisado por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia acoplada a Detector de Arranjo de Fotodiodos (CLAE-DAD).

T
Figura 6- Amostra em vials; d:decocgcdo,
u:ultrassom, md: maceragdo dindmica e p: percolagao
Fonte: Autoria propria

As areas referentes aos picos dos marcadores foram determinadas por integracdo, num
comprimento de onda de 280 nm, utilizando o sistema CLAE-DAD e os dados obtidos foram

analisados e colocados no software Microsoft ® Excel 2016.

3.3.2 Extracdo utilizando NADES

No método de extracdo utilizando os NADES como solventes extratores, foi utilizada uma
razdo de 1:1 de material vegetal por solvente (m/m) e conduzidos a extracdo assistida por
Ultrassom (UAE) a 50 °C e 60 min. Apos serem submetidos ao ultrassom, os extratos foram
diluidos em 2 mL de ETOH (1:1, v/v) e centrifugados duas vezes por um tempo de cinco
minutos. Os sobrenadantes foram retirados, filtrados em microfiltro PTFE (0,45 um) e

armazenados em vials para posteriormente serem analisados por CLAE-DAD.

3.4 Analises por meio da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD)

As analises das extracdes de referéncia e das extragdes com NADES foram realizadas em um
em um equipamento CLAE-DAD (Shimadzu ®, bomba LC-20AT, de gaseificador DGU-
20A5R, amostrador SIL-20HT, forno de coluna CTA-10AS VP e interface CBM-20A, DAD
SPD-M20A), usando como fase mével aquosa H20 com 0,1 % de TFA (FASE A) e como fase
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organica MeOH (FASE B). Para a separacéo, foi utilizado como fase estacionaria uma coluna
Luna C18 (Phenomenex ®, 250 x 4,6 mm, 5 um) e a aquisi¢ao do cromatograma foi feita pelo
software LabSolutions (Shimadzu ®). O monitoramento dos experimentos foram feitos em A=
280 nm com injegao de 2 ulL.

Para a identificacdo dos compostos alvo, foram analisados os espectros UV obtidos com os
dados presentes na literatura (Birdi et al.,2010; Farmacopeia Brasileira, 2019; Metwally et
al.,2010). As amostras foram injetadas em um sistema de gradiente exploratério com variacédo
de B de 5% a 100% em 60 min, com vazio de 1 mL min™ e temperatura do forno de 30°C,
método adaptado de Snyder, Kirkland e Glajch (1997).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo dos extratos por métodos convencionais

Apds as analises das amostras por CLAE-DAD, descritas em 3.3.1, foram analisados os
espectros UV dos compostos presentes nos extratos das folhas de goiabeira e constatou-se que
0s compostos predominante foram compostos fendlicos, cujas classes de metabolitos
secundarios sdo: acidos fendlicos, flavononas, flavonas, flavonoides e antocianinas (SANTOS
etal., 2017).

Os dados cromatograficos e espectrofotométricos, como tempo de retencdo no cromatograma
e espectros UV, possibilitaram a identificacdo dos marcadores das folhas de P. guajava como

(1) acido galico, (2) catequina e (3) rutina (Figura 7 e 8) .
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Figura 7- Perfil cromatogrifico obtido por CLAE-DAD dos compostos fendlicos pelo método de decocgido dos extratos
das folhas de goiabeira. 1-acido galico (tempo de retengdo 9,58, detecgdo a 276 nm): 2-catequina (tempo de retengdo
17.32, detecgio a 272 nm) 3-rutina (tempo de retengdo 30,65, detecgio a 224, 267 ¢ 351 nm)

Fonte: Autoria propria
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Figura 8- Estrutura quimica dos compostos fenélicos de extrato das folhas de
goiabeira . (a): acido galico, (b): catequina, (c):rutina
Fonte: Autoria prépria

Os marcadores foram selecionados como compostos-alvo e a area das bandas cromatograficas
foram utilizadas como resposta para comparacao entre a eficiéncia de extracdo dos diferentes

métodos avaliados (Figura 9).

Os métodos que mostraram um maior rendimento foram o de ultrassom e decoccdo, decocgéo
é 0 método mais eficiente na extracdo dos compostos fenolicos, principalmente do acido galico,
(Figura 10).
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Figura 9- Comparacéo de rendimento entre os métodos de extracdo
Fonte: Autoria propria
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Figura 10-Comparagdo dos compostos fendlicos com maior rendimento
entre 0s métodos de decocgdo e ultrassom
Fonte: Autoria propria

Uma possivel justificativa para a maior eficiéncia de extracdo por decoccdo pode estar
relacionada com o aquecimento e a utilizacdo da adgua como solvente, segundo Santos e
Magalh&es (2021). A medida que a temperatura da 4gua aumenta, sua polaridade e constante
elétrica diminui, aumentando a solubilidade dos compostos de média polaridade. Além disso,
a 4gua a temperatura ambiente, ou seja, quando entra em contato com o material vegetal antes

do aquecimento, apresenta maior polaridade do que os solventes organicos e, com isso, se
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torna mais eficaz na extracéo de substancias de maior polaridade (SANTOS, MAGALHAES,
2021).

Apesar da decoccdo mostrar eficiéncia na extracdo e nao utilizar solventes organicos
considerados téxicos e prejudiciais, esse € um processo demorado e com maior gasto de
energia, pois depende da ebulicdo do solvente para que tenha a extragdo dos compostos. Além
disso, a alta temperatura, pode causar degradagdo dos metabolitos secundarios, principalmente
alguns flavonoides e antocianinas (TOMASI, 2021).

4.2 Preparo dos Solventes Eutéticos Naturais (NADES)

Foram preparados 4 combinagdes distintas de NADES, conforme apresentado na Tabela 1.

Todas as combinacGes formaram misturas eutéticas liquidas e transparentes (Tabela 2).

Tabela 2-NADES solubilizados em 20% de H20 e o0s aspectos das misturas eutéticas

ID NADESs Abreviatura Obs
NADES 1 Cloreto de Colina: Acido Latico (1:1) ChCI:LA (1:1) Transparente, sem cor
NADES 2 Cloreto de Colina: Acido Latico (1:3) ChCI:LA (1:3) Transparente, sem cor
NADES 3 Cloreto de Colina: Glicose (1:1) ChCIL:Glu (1:1) Transparente, sem cor
NADES 4 Acido Malico: Sorbitol (1:1) MA:Sor (1:1) Transparente, sem cor

A escolha das combinagdes dos NADES foi baseada em uma consulta prévia na literatura
cientifica, em que relatam a utilizacdo desses NADES para extracdo de compostos fenélicos
(SOUZA et al., 2021; RAMALHAO, 2022)

Como descrito anteriormente na sec¢do 3.2, a diluicdo dos NADES com 20% de a4gua (m/m)
foi realizado para diminuir a viscosidade das misturas e conservar as estruturas moleculares
desses solventes gque, segundo Dai e colaboradores (2015), quando os NADES sdo diluidos em
propor¢des maiores que 50% de &gua, as ligacbes de hidrogénio entre 0os componentes sao
rompidas, ocasionando a perda das propriedades fisico-quimicas da mistura eutética, pois a

mistura passa a se comportar como uma solucdo (DAl et al., 2016).

4.3 Avaliacéo dos solventes eutéticos naturais (NADES)
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As extracdes com o NADES foram avaliadas pelo sistema CLAE-DAD para a determinagéo
da eficiéncia das extracdes (Figura 11), utilizando as areas dos compostos-alvo como resposta

(Figura 12), como realizado nas extragdes convencionais discutidas na secdo anterior.
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Figura 11- Perfil cromatografico obtido por CLAE-DAD dos compostos fendlicos do NADES 2
acido latico: cloreto de colina (1:3) dos extratos das folhas de goiabeira. 1- acido galico (tempo de
retencdo 9,80 min, deteccdo a 270 nm), 2- catequina (tempo de retencdo 17,63 min, deteccdo a 229 e
278 nm) e rutina (tempo de retencdo 31,10, deteccéo a 219, 264 e 349 nm).

Fonte: Autoria propria

O NADES baseado em cloreto de colina e acido latico (1:3, mol/mol; NADES 2; Tabela 1)
teve maior rendimento de extragdo dos compostos-alvo. Isto pode estar relacionado, como fato

de que a mistura de cloreto de colina e acido latico na proporcao 1:3,mol/mol, ser a mistura de
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menor viscosidade em relacdo aos outros NADES avaliados (Tabela 1), e com isso, este é

capaz de transportar uma maior quantidade de massa (SOUZA et al., 2020)

Apds determinado o processo de extracdo convencional e o NADES mais eficientes na
extracdo dos compostos-alvo das folhas de P. guajava, procedeu-se a comparacao entre esses
dois processos e, com isso, constatou-se que a extracdo verde, utilizando o NADES 2 como
solvente, demonstrou maior eficiéncia do que o processo convencional ao evidenciar as

maiores areas dos compostos-alvo quando analisados por CLAE-DAD (Figura 13).

Combinacdes de NADES

10 W 1 (ChCELA) (1:1)
B 2 (ChCILA) (1:3)

8 M 3 (ChCLGlu) (1:1)

B 4 (MASon(1:1)

Area

Acido Galico Catequina Rutina

Compostos

Figura 12-Extracéo dos compostos fendlicos nas combinagdes de
NADES
Fonte: Autoria propria

Métodos de extragao
10 NADES 2 (ChCELA)

Decocgio

Area

acido galico catequina rutina

Compostos fendlicos

Figura 13-Comparagdo entre os métodos eficientes de extracdo
(NADES e decocgdo) dos compostos fenolicos
Fonte: Autoria propria
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Além disso, foi possivel observar que, dentre os compostos-alvo avaliados, o acido galico
foi 0 composto fendlico presente em maior quantidade (Figura 14). E importante ressaltar que
como utilizamos a técnica de absor¢édo da radiagdo ultravioleta podemos relacionar diretamente
a quantidade dos compostos-alvo com a &rea obtida nos cromatogramas pelo fato de que a area
das bandas cromatogréficas é diretamente proporcional a concentragédo da substancia de acordo
com a Lei de Lambert-Beer (PAVIA; KRIZ, 2010).

acido galico

catequina

compostos fendlicos

rutina

0 1 2 3 4

arearendimento

Figura 14- Composto fendlico com maior &rea/rendimento nas extragoes
NADES 2 (ChCI:LA) e decocgdo
Fonte: Autoria propria
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Durante este trabalho foi obtida a identificacdo parcial de trés compostos fendlicos presentes
na folha de P. guajava, relacionando os métodos convencionais encontrados na literatura com

0s métodos da Quimica Organica, sobretudo o uso de NADES.

De acordo com os dados parciais obtidos neste trabalho, o NADE derivado de cloreto de
colina e 4cido latico (1:3, mol/mol) mostrou-se mais efetivo do que 0s processos
tradicionalmente utilizados na literatura cientifica e farmacopeias para extracdo de acido

galico, catequina e rutina das folhas de P. guajava.

Levando em consideracdo que os NADES possuem em sua composic¢ao substancias naturais
e de baixa toxicidade, podemos classificar previamente que o processo de extracdo com
NADES utilizado neste trabalho foi mais verde e sustentavel do que o0s convencionais
avaliados. Os NADES séo potenciais candidatos para a substituicdo de solventes orgéanicos
toxicos convencionais, pois além da baixa toxicidade, sdo biodegradaveis e possuem alta

capacidade de solubilizacdo de substancias devido a viscosidade ajustavel.

Mais estudos serdo necessarios para embasar essa previa conclusdo, tais como planejamento

de experimentos multivariados, analises estatisticas e métricas de comparacao mais robustas.

Porém, esses dados preliminares demonstram que a migracdo de métodos de extracdo
poluidores para métodos mais verdes ndo necessita de grandes modificacfes na instrumentacao
geralmente empregada, mas requer uma abordagem diferente no desenvolvimento do método
e abrem caminho para que o setor industrial, a academia e instituicbes regulatorias revejam
conceitos e valorizem processos eficientes, mas que, sobretudo considerem parametros

ambientais.
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