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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo elaborar uma revisdo bibliografica, uma prospeccao
cientifica e tecnoldgica a respeito dos LIs para extragao de bioativos, além de otimizar os
parametros de extracdo e obter compostos fenolicos do residuo do processamento da goiaba
utilizando extragdo com LI assistida por ultrassom (ELIAU) e comparando o extrato otimizado
a solventes tradicionais na recuperacdo desses compostos. A etapa 1 consistiu na revisao
bibliografica sobre a goiaba e o residuo do processamento, € os principais eventos historicos,
caracteristicas, vantagens, desvantagens e efeitos adversos do uso de LIs na Ciéncia de
Alimentos. Na etapa 2, foi realizada uma prospecg¢ao cientifica e tecnologica avaliando o uso
dos LIs para extragdo. Observou-se um crescimento das pesquisas com LlIs, porém, os
resultados sugerem reduzida transferéncia de tecnologia e protecdo das pesquisas
desenvolvidas. Nas etapas experimentais foram utilizadas amostras de goiaba comerciais e
obtido o residuo (casca, semente e sobras de polpa). Na etapa 3, foi utilizado um delineamento
23 para avaliar a influéncia da concentracio do LI (0,4; 1,45 e 2,5 mol L™ de cloreto de 1-butil-
3-metilimidazolio [BMIM][CI]), tempo de extragdo (10, 25 e 40 min) e temperatura (35, 45 e
55 °C) na extracao de fendlicos totais e no potencial antioxidante dos extratos. O LI em 2,5 mol
L-! foi eficiente na recuperacio dos fenélicos totais (4,01 mg g! acido galico) e maior atividade
antioxidante (8,77 mg g™ 4c. ascorbico), com resultados superiores ao controle utilizando
metanol (1,58 mg g 4c. galico e 3,65 mg g 4c. ascérbico). Na etapa 4, foi realizado um
planejamento 2* (variando tipo de LI - [BMIM][CI] e tetrafluoroborato de 1-butil-3-
metilimidazolio [BMIM][BF4], razdo amostra/solvente, tempo de ultrassom e temperatura)
avaliando-se os fatores significantes na extracdo dos compostos fenolicos com atividade
antioxidante do residuo do processamento da goiaba com ELIAU. Os fatores significantes “tipo
de LI” e “razdo amostra/solvente” foram otimizados utilizando um delineamento composto
central rotacional 2, e fun¢do desejabilidade, em fung¢io das mesmas respostas. A condi¢do
otimizada: razdo amostra/solvente de 20 g L' de residuo de goiaba, 25 min de extragdo por
ultrassom, a 45 °C, usando 100% de uma solucdo aquosa de 2,5 mol L' de [BMIM][BF4]
(definida na etapa 3), foi comparada em relagdo aos fendlicos totais, flavonois totais, taninos
condensados e orfo-difendis; e atividade antioxidante (DPPH, FRAP, ABTS, inibi¢do da
peroxidacdo lipidica, poder quelante de Fe** e Cu®") com extratos obtidos com etanol 100, 80
e 50%, metanol 100, 80 e 50%, 4gua e dgua acidificada (1% de &c. acético). A extracdo ELIAU
recuperou principalmente taninos condensados (6,44 mg g catequina), e compostos orto-

difenolicos (1,76 mg g ac. cafeico,). Também foi eficaz na extragdio de compostos



antioxidantes, considerando as respostas de DPPH (14,28 mg g 4c. ascorbico), FRAP (20,71
mg g ac. ascorbico), ABTS (43,60 mg g™ Trolox), e potencial de quelar ions Cu?*. O uso de
LIs mostrou-se uma alternativa rapida, robusta e inovadora em substituicdo aos solventes
organicos para obten¢ao de compostos fenolicos com agdo antioxidante do residuo do

processamento da goiaba, agregando valor a esse subproduto industrial.

Palavras-chave: Cloreto de 1-butil-3-metilimidazélio; Tetrafluoroborato de 1-butil-3-
metilimidazodlio; Solventes organicos; Coproduto do processamento da goiaba; Atividade

antioxidante; Compostos fenoélicos.



ABSTRACT

The present work aimed to elaborate a bibliographic review, a scientific and technological
prospection regarding ILs for the extraction of bioactive, in addition to optimizing the extraction
parameters and obtaining phenolic compounds from the guava processing residue using
ultrasound-assisted IL extraction (ELIAU) and comparing the optimized extract to the
traditional solvents in the recovery of these compounds. Step 1 consisted of a literature review
on guava and its processing residue and the main historical events, characteristics, advantages,
disadvantages, and adverse effects of using ILs in Food Science. In step 2, a scientific and
technological prospection was carried out to evaluate the use of ILs for extraction. An increase
in research with ILs was observed; however, the results suggest the reduced technology
transference and protection of the research developed with IL. Commercial guava samples were
used in the experimental stages, and the residue (peel, seed, and pulp leftovers) was obtained.
In step 3, a design 2° was used to evaluate the influence of IL concentration (0.4, 1.45, and 2.5
mol L! of 1-butyl-3-methylimidazolium chloride [BMIM][CI]), extraction time (10, 25 and 40
min) and temperature (35, 45 and 55 °C) on the extraction of total phenolics and antioxidant
potential of the extracts. The IL in 2.5 mol L™ was efficient in the recovery of total phenolics
(4.01 mg g'! gallic acid) and higher antioxidant activity (8.77 mg g”' ascorbic acid), with better
results than the control using methanol (1.58 mg g™! gallic acid and 3.65 mg g! ascorbic acid).
In step 4, a 2* design was carried out (varying type of IL - [BMIM][CI] and 1-butyl-3-
methylimidazolium tetrafluoroborate [BMIM][BF4], sample/solvent ratio, ultrasound time, and
temperature) evaluating the significant factors in the extraction of phenolic compounds with
antioxidant activity from guava processing residue with ELIAU. The significative factors “IL
type” and “sample/solvent ratio” were optimized using a 22 central rotational composite design,
and desirability function, evaluating the same responses. The optimized condition:
sample/solvent ratio of 20 g L' of guava residue, 25 min ultrasonic extraction at 45 °C, using
100% of a 2.5 mol L! aqueous solution of [BMIM] [BF] (defined in step 3), was compared
for total phenolics, total flavonols, condensed tannins and ortho-diphenols; and antioxidant
activity (DPPH, FRAP, ABTS, inhibition of lipid peroxidation, chelating power of Fe** and
Cu?") with extracts obtained with 100, 80 and 50% ethanol, 100, 80 and 50% methanol, water
and acidified water (1% of acetic acid). The ELIAU extraction recovered mainly condensed
tannins (6.44 mg g™ catechin), and ortho-diphenolic compounds (1.76 mg g caffeic ac.). It
was also effective in the extraction of antioxidant compounds, considering the responses of

DPPH (14.28 mg g! ascorbic acid), FRAP (20.71 mg g™ ascorbic acid), ABTS (43.60 mg g’



Trolox), and potential to chelate Cu?" ions. The use of ILs proved to be a fast, robust, and
innovative alternative to replace organic solvents to obtain phenolic compounds with

antioxidant action from the guava processing residue, adding value to this industrial by-product.

Keywords: 1-Butyl-3-methylimidazolium chloride; 1-Butyl-3-methylimidazolium
tetrafluoroborate; Organic solvents; Coproduct of guava processing; Antioxidant activity;

Phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

A goiaba (Psidium guajava) ¢ uma fruta nativa da América do Sul, sendo caracterizada
principalmente pelo seu aroma caracteristico, que apresenta em sua composicao quimica
importantes compostos bioativos da classe dos fendlicos, como taninos e flavonoides
(KORIEM; ARBID; SALEH, 2019; MACHADO et al., 2018; SOUZA, T. S. et al., 2018).
Considerando fruto, folhas e sementes, estudos ja foram conduzidos no sentido de investigar as
propriedades como atividade anti-inflamatoéria, antioxidante (FLORES et al., 2013), efeito
analgésico (OJEWOLE, 2006), atividade antimicrobiana e hepato protetiva, entre outras
(SANDA et al., 2011). Essas caracteristicas fazem com que a fruta em si seja chamada de
“superfruta”, pois apresenta propriedades benéficas ao organismo humano e também uma alta
concentracdo de vitaminas, minerais ¢ compostos fendlicos (ALMULAIKY et al., 2018;
FLORES et al., 2015; LIMA et al., 2019; NETO, 2007)

De uma maneira geral a goiaba, que apresenta periodo de safra entre os meses de
janeiro a abril, ¢ muito apreciada para consumo in natura, porém, o processamento dessa fruta
representa cerca de 53 % de toda a producdo, dando origem a produtos como bebidas, sorvetes,
geleias e compotas (DEL’ARCO; SYLOS, 2018; MCCOOK-RUSSELL et al., 2012; MOON
etal.,2018).

O processamento da goiaba acarreta a geragao de um residuo, composto por cascas,
sementes e sobras de polpa, que representam cerca de 30 % de todo o volume processado. Esse
residuo ¢ atrativo, principalmente em fun¢do da composi¢do rica em compostos bioativos, e
vem sendo estudado para diversas aplicagdes, como por exemplo, na fertilizacdo de solos
(MANTOVANI et al., 2004; SEBEN JUNIOR et al., 2011; SOUZA, H. A. De; NATALE;
ROZANE, 2011), producdo de biscoitos (ABUD; NARAIN, 2010; BERTAGNOLLI et al.,
2014), para a extragdo de compostos fenolicos (LIMA, R. da S. et al., 2019), na incorporacao
em filtros solares (MILANI et al., 2018), dentre outras, sendo um subproduto com grande valor
agregado (HASSAN et al., 2016).

O residuo do processamento da goiaba apresenta principalmente os compostos
fenodlicos, que sdo caracterizados pela sua atividade antioxidante, e seu consumo est4 associado
com a prevencao de doencas cardiovasculares, neurologicas, metabolicas e até mesmo o cancer,
desencadeados pelos radicais livres presentes no organismo humano (MARTINS, N.;
BARROS; FERREIRA, 2016).

Para recuperar a fracdo bioativa de um residuo vegetal, geralmente sdo empregados

solventes organicos. Esses solventes sao compostos com alta pressao de vapor, que
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comprovadamente promovem a contamina¢do do analista desencadeando certos tipos de
doengas correlacionadas ao uso frequente desses solventes, como problemas respiratorios,
alergias, cancer e¢ at¢ mesmo a morte (TONG et al., 2019; TORRES; PANDEY; CASTRO,
2011), também como, prejuizos ao meio ambiente (TONG et al., 2019; WEI et al., 2014)
(geracdo de Os, possibilidade de causar incéndios, entre outros) (CLAUS; SOMMER;
KRAGL, 2018; MAGIERA; SOBIK, 2017), por estes pontos negativos, existe um grande
estimulo na comunidade cientifica para a pesquisa de solventes inovadores em substitui¢ao aos
tradicionais solventes organicos.

Para contornar todos os aspectos prejudiciais no uso de solventes organicos, novas
alternativas inovadoras tém sido estudadas com o intuito de substituir os mesmos, tais como a
aplicacdo de liquidos i6nicos (LIs).

Os LIs sdo compostos organicos 10nicos, conceituados como substancias que
apresentam ponto de fusdo abaixo de 100 °C, e que apresentam estabilidade térmica, quimica e
eletroquimica, entre outras propriedades. Atualmente inimeros estudos relacionam o uso de L1,
no portal Scopus mais de seis mil trabalhos utilizam o termo “ionic liquid” no titulo, indicando
o interesse da pesquisa na area e também grandes projecdes econdmicas (CLAUS; SOMMER;
KRAGL, 2018; GOTI; CARDONA, 2013; HWANG et al., 2018).

A principal caracteristica desses compostos € que podem ser moldados de acordo com
os objetivos da pesquisa, pois sua composicao ¢ definida pela jun¢do de uma fragao catidnica e
uma fragdo anidnica, podendo ser combinados de intimeras maneiras (BERTHOD; RUIZ-
ANGEL; CARDA-BROCH, 2017; MARTINS, P. L. G.; BRAGA; DE ROSSO, 2017).E nesse
sentido que os LIs estdo sendo aplicados em diversas areas, para a extragao de metais na area
da ciéncia dos alimentos (BAGDA; TUZEN, 2017), na extra¢do de compostos fenélicos (CAO,
J. et al., 2017), na engenharia quimica para sinteses organicas (BERTHOD; RUIZ-ANGEL;
CARDA-BROCH, 2017), no processamento de biomassa celulésica (FORT et al., 2007), entre
outras. Entretanto, a aplicagdo de LI para utilizagdo na industria de alimentos ¢ limitada, pois
ainda ndo existem estudos e evidéncias suficientes para doses residuais seguras em produtos e
sua toxicidade para a saude humana. Além disso, a aplica¢do de LIs como solventes extratores
de compostos naturais para serem usados como aditivos em alimentos ndo ¢ regulada pelas
principais agéncias internacionais regulamentadoras, assim como a FDA (Food and Drug
Administration, USA), International Food Standards (Codex Alimentarius) ou a Legislacao da
Unido Europeia (MARTINS, P. L. G.; BRAGA; DE ROSSO, 2017). E nesse sentido que alguns
estudos usando células humanas in vitro (HWANG et al., 2018) e modelos in vivo

(LARANGEIRA et al., 2016) foram conduzidos no sentido de investigar a toxicidade dos LlIs.
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Para que seja proposto um método inovador de extracdo, utilizando LIs por exemplo,
¢ importante a utilizacdo de ferramentas estatisticas que consigam processar € otimizar as
respostas alvo de um experimento. Com o auxilio de planejamentos multivariados ¢ possivel
obter a extragao de compostos organicos com o melhor custo-beneficio, economizando tempo,
trabalho e consumo de reagentes quimicos. Esse tipo de técnica € utilizada para avaliar como
diferentes tipos de parametros (ex: tempo de extracdo, temperatura, poténcia de equipamento,
entre outros) afetam uma extragdo. Além disso, ¢ possivel citar o uso da metodologia de
superficie de resposta e fungao desejabilidade que tem por objetivo a maximizagao e otimizagao
dos parametros estudados de acordo com as respostas de duas ou mais variaveis dependentes
(NARENDERAN; MEYYANATHAN; KARRI, 2019).

Considerando o exposto, a utilizagdo de LIs para a extracdo de compostos bioativos
do residuo do processamento da goiaba, em especial os compostos fendlicos, com reconhecida
acdo antioxidante, pode ser uma alternativa viavel e inovadora. O emprego da extracdo com LI
assistida por ultrassom tem como finalidade o desenvolvimento de uma metodologia simples,
eficiente e confiavel para a valorizagdo desse residuo agroindustrial. Esses aspectos serdo

investigados neste trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral elaborar uma revisao bibliografica, uma
prospeccao cientifica e tecnologica a respeito dos LIs para extragdo de bioativos, além de
otimizar os parametros de extracdo e obter compostos fendlicos, do residuo do processamento
da goiaba utilizando extragdo com LI assistida por ultrassom (ELIAU) e comparando o extrato

otimizado a solventes tradicionais na recuperagao desses compostos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Elaborar, uma revisao a respeito das perspectivas de uso de LIs para a extragdo de
compostos bioativos e seus aspectos toxicoldgicos, baseado nas regulamentagdes
internacionais e com foco na aplicacdo tecnologica;

e Elaborar, uma prospecc¢ao cientifica e tecnoldgica sobre a utilizagdo dos Lls;

e Sintetizar o LI [BMIM][CI] e caracteriza-lo quanto a suas caracteristicas de ponto
de fusdo e padrdo de fragmentacao;

e Realizar um planejamento fatorial completo para verificar a influéncia da
concentracdo do LI [BMIM][CI] na extragdo assistida por ultrassom de compostos
fendlicos com agdo antioxidante do residuo do processamento da goiaba;

e Realizar um planejamento fatorial completo para verificar os parametros
significativos (tipo de LI, razdo amostra/solvente, tempo e temperatura de
extracao) nas respostas de fenolicos totais e atividade antioxidante do residuo do
processamento da goiaba utilizando o método ELIAU;

e Realizar um delineamento composto central rotacional usando a funcdo
desejabilidade para obter uma condi¢do de compromisso para extracao ELIAU de
compostos fendlicos do residuo do processamento da goiaba;

e Aplicar a condi¢do de compromisso para a extragdo ELIAU dos compostos
fenodlicos do residuo do processamento da goiaba;

e Comparar a eficiéncia da condicdo de compromisso do método ELIAU frente a
solventes tradicionais na extragdo de compostos fenodlicos com agao bioativa do

residuo de processamento da goiaba.
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3 ORGANIZACAO DO TRABALHO

O presente trabalho esta dividido em 4 etapas, conforme a Figura 1. A primeira etapa

contempla a revisdo bibliografica da tese, sendo que parte da mesma, foi aceita para publicagao

na revista Critical Reviews in Food Science and Nutrition (ANEXO A) com o titulo: Uses of
ionic liquids to obtain bioactive compounds: insights from the main international regulations
for technological applications. Para as etapas seguintes (2, 3 e 4) foram descritos os materiais
e métodos e os resultados e discussdo. A etapa 2 ¢ caracterizada pelo desenvolvimento de uma
Prospeccdo Cientifica e Tecnoldgica a respeito do uso de LIs para extragdo de compostos

bioativos, publicada como capitulo do livro “Propriedade Intelectual, Estudos Prospectivos e

Inovagdo Tecnoldgica” com o titulo “Panorama sobre o emprego de liquidos idnicos:

prospeccao cientifica e tecnologica” (ANEXO B). A etapa 3 do trabalho trata sobre a triagem
dos parametros para a extracdo de compostos fenolicos e antioxidantes do residuo do
processamento da goiaba utilizando especificamente o LI [BMIM][CI], e os resultados desta
etapa foram organizados no artigo intitulado Ultrasound-assisted extraction using [BMIM][CI]
ionic liquid as an effective method for recovering phenolic compounds from the coproduct of
guava processing. Na etapa 4 foi desenvolvido e otimizado um método para a extragdo de
compostos bioativos do residuo do processamento da goiaba utilizando LI, e comparado a
varios VOS, que originou o artigo Innovative approach for obtaining phenolic compounds from
guava (Psidium guajava L.) coproduct using ionic liquid ultrasound-assisted extraction (IL-

UAE), publicado na revista Biocatalysis and Agricultural Biotechnology (ANEXO C).



https://doi.org/10.1080/10408398.2022.2067115
http://www.api.org.br/bancodearquivos/uploads/64592-ebook-propriedade-intelectual.pdf?__cf_chl_jschl_tk__=pmd_piJX0ahSN20tJaMCsyntY95iSfjIT9ntCuBQmRh5ojA-1635438622-0-gqNtZGzNAmWjcnBszQN9
http://www.api.org.br/bancodearquivos/uploads/64592-ebook-propriedade-intelectual.pdf?__cf_chl_jschl_tk__=pmd_piJX0ahSN20tJaMCsyntY95iSfjIT9ntCuBQmRh5ojA-1635438622-0-gqNtZGzNAmWjcnBszQN9
https://doi.org/10.1016/j.bcab.2021.102196

17

Figura 1 - Divisdo e etapas do trabalho
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA - ETAPA 1

4.1 GOIABA (PSIDIUM GUAJAVA), ASPECTOS NATURAIS, BIOLOGICOS E
MERCADOLOGICOS.

Nativa do Caribe e das Américas do Sul e Central, Psidium guajava, popularmente
conhecida como goiabeira ¢ a arvore pertencente a familia Myrtaceae, género Psidium,
compreendendo mais de 160 cultivares principalmente em regides tropicais e subtropicais do
planeta (KORIEM; ARBID; SALEH, 2019; SOUZA, T. S. et al., 2018).

A planta ¢é caracterizada por ser uma arvore média (aproximadamente 10 m) com
longos galhos por sua volta, suas folhas sao alongadas e apresentam formato oval, entre 5 a 15
cm de comprimento. A flor da goiabeira é branca com 4 a 6 pétalas que abrigam em seu interior
pequenos estames com anteras amarelas (FLORES et al., 2015; SANDA et al., 2011; STONE,
1970).

A planta ¢ reconhecida pelo seu aroma caracteristico, sabor e valor nutricional da fruta,
além disso, estudos reportam que o extrato da planta (folha, fruto e sementes) apresenta uma
ampla composicdo quimica, composta por compostos fendlicos, taninos, flavonoides,
alcaloides, triterpenos, saponinas, glicosidades, carotenoides, e ainda 6leos essenciais, variando
conforme condigdes ambientais e métodos de processamento (MACHADO et al., 2018;

SOUZA et al., 2018).
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A planta, considerando fruto, folha e semente, apresenta atividade anti-inflamatoria,
antioxidante (FLORES et al., 2013), efeito analgésico (OJEWOLE, 2006), atividade
antimicrobiana e hepato protetiva, entre outras (SANDA et al., 2011). O extrato das folhas da
goiabeira apresenta uma série de compostos bioativos, sendo utilizado popularmente no trato
de doencas como inflamagdes, diabetes, febre, hipertensdo, doengas pulmonares e ulceras.
Além disso, o Odleo essencial das folhas é responsdvel por propriedades antioxidantes,
antiproliferativas e antimicrobianas (FLORES et al., 2015; KORIEM; ARBID; SALEH, 2019;
RAKMAI et al., 2018).

Apds 2 a 4 anos da germinagdo da semente, a arvore frutifica dando origem a goiaba.
De formato oval variando entre 3 a 10 cm de diametro, casca de coloragdo verde a amarelo, e
dependendo da variedade, a cor da polpa pode variar entre branca, amarelo claro, rosa ou salmao
(IDSTEIN; SCHREIER, 1985; MCCOOK-RUSSELL et al., 2012; MERCADANTE; STECK;
PFANDER, 1999).

Classificada como climatérica, a goiaba apresenta periodo de maturagao rapido e curta
vida 1til apés colheita, pois apresenta elevada taxa de respiragao pos-colheita, diminuindo seu
shelf life, tornando-se mole em temperatura ambiente em torno de 6 a 8 dias pois o contetido de
pectina estrutural ¢ afetado, sendo entdo uma fruta de rapida deterioragcdo, impactando em
perdas econdmicas (BATISTA SILVA et al., 2018; NAIR; SAXENA; KAUR, 2018; NUNES
etal.,2016; SPILLER et al., 2018).

A goiaba ¢ uma fruta nutritiva, que fornece de 150 a 209 calorias a cada 100 g de fruta.
E também chamada de “superfruta”, em fungdo do seu conteudo de compostos com agio
antioxidante. A goiaba contém elevada concentragao de vitaminas (provitamina A, B e C) e
minerais (ferro, célcio e fosforo), além de conter altos niveis de compostos fenolicos que
justificam a caracteristica antioxidante do fruta (ALMULAIKY et al., 2018; FLORES et al.,
2015; LIMA et al., 2019; NETO, 2007).

A goiaba possui uma composicdo rica em compostos bioativos, tais como os
carotenoides e compostos fenolicos, incluindo, licopeno, B-caroteno, taninos, flavonoides,
antocianinas, proantocianidinas, triterpenos e saponinas. Além disso, apresenta Oleos
essenciais, acidos graxos e fibras (ALMULAIKY et al.,2018; CAMPOLI et al., 2018; FLORES
etal.,2015).

Considerando a polpa, sementes e casca da goiaba, ja foram identificados 37
compostos fenodlicos, dentre acidos fenolicos, flavonoides, aldeidos fenolicos, coumarinas e
diterpenos, com destaque ao acido elagico, responsavel por at¢ 71 % (m/m) do conteudo

fenolico total (LIMA et al., 2019).
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Devido a seus varios nutrientes, € em comparagdo com outras frutas assim como a
laranja, a goiaba apresenta um conteudo superior entre trés a seis vezes de vitamina C, 0 mesmo
acontece com o licopeno, que ¢ o dobro do composto em comparagao com o tomate (BATISTA
SILVA et al., 2018; NINGA et al., 2018). Assim, o consumo da fruta estd associado a reducgao
dos niveis de colesterol sanguineo, triglicerideos e hipertensao, sendo benéfica no aumento dos
niveis de colesterol HDL (high-density lipoprotein) (MURMU; MISHRA, 2018).

A Tabela 1 apresenta um compilado sobre a composi¢do majoritaria tanto da goiaba

in natura quanto do residuo de seu processamento.
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Tabela 1 - Composi¢do majoritaria da goiaba in natura e do residuo de seu processamento

Ref Residuo do Ref
Goiaba in natura processamento da
goiaba
Umidade (%) 85 3,97
Proteinas (%) 1,1 2,07 Casarotti et al.
Lipideos (%) 0,4 1,2 (2018)
Cinzas (%) 0,5 0,83
Manganés (mg/100 g) 0,09 -
Fosforo (mg/100 g) 15 UN;gﬁMP -
Ferro (mg/100 g) 0,2 (2011) -
Potassio (mg/100 g) 198 -
Cobre (mg/100 g) 0,04 -
Zinco (mg/100 g) 0,1 -
Casarotti et al.

Carboidratos (%) 13 2,13 (2018)
Frutose (%) 6,19 Rojas- -

. o 45 Garbanzo )
Glicose (%) > ot al.
Sacarose (%) 7,86 (2019) -

UNICAMP
Fibra dietética total (%) 6,2 (2011) 89.8
Fibra insoltvel (%) - 86,1 Casarofti et al.
Fibra soltvel (%) - 3,7 (2018)
B-caroteno (ug/g) 12 Rodrigues- 791
Licopeno (pg/g) 53 Amaya 4,77
Carotenoides totais (L gRAE/100g) 100 (2008) -
g)1tam1na (acido ascoérbico) (mg 80.6 (2011) i
Compostos fendlicos totais (EAG Freire et al. .
Atividade antioxidante (umol TE/g) 27,1-56,3 Hamid 17,37
Musa,
Abdullah,

Atividade antioxidante (EAA mg/100 1595 -2490 Subramania .
g) m (2015)

-: ndo avaliado. RAE: atividade de retinol equivalente. EAG: equivalente em acido galico. TE: Trolox

equivalente. EAA: equivalente acido ascérbico.

r

Para suprir a demanda pelo fruto, a producdo mundial de goiaba ¢é realizada
principalmente no Brasil, Coldmbia, México e Venezuela, sendo estimada uma quantidade de
aproximadamente 500.000 toneladas da fruta, que pode ser consumida in natura ou processada
como bebidas, sorvetes, geleias e compotas (MCCOOK-RUSSELL et al., 2012).

A producao brasileira em escala industrial de goiaba comegou no inicio da década de
70 com vistas ao mercado nacional e internacional. Dados recentes indicam que a produgao da
goiaba no ano de 2016 foi de 17.119 hectares colhidos. Atualmente, dados da produc¢ao do ano

de 2019 indicam um volume de 584.00 toneladas da fruta (BRAZILIAN INSTITUTE FOR
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GEOGRAPHY AND STATISTICS, 2019), movimentando financeiramente mais de meio
milhdo de reais. A fruta é também exportada para diversas regides do mundo, pois € considerada
exodtica em algumas regides como Estados Unidos e Unido Europeia. Cerca de 143.000 kg da
fruta foram exportados para outros paises no ano de 2017 (KIST et al., 2018; NETO, 2007).

A goiaba apresenta periodo de safra entre janeiro e abril, sendo comercializada e
consumida fresca (in natura) ou processada em diversos produtos. Estima-se que no Brasil o
processamento da goiaba seja em torno de 53% de toda a produ¢do, dando origem a alimentos
como sucos, puré, doces e sorvetes (DEL’ARCO; SYLOS, 2018; MOON, P. et al., 2018).

No processamento da goiaba uma grande quantidade de residuo ¢ gerada,
compreendendo sementes, casca e sobras de polpa. E estimado que 30 % de todo o volume
processado seja correspondente ao residuo, que muitas vezes ¢ descartado inadequadamente,
gerando impactos ambientais de acordo com a demanda bioldgica de oxigénio necessaria para
sua biodegradacao (LIMA, R. da S. et al., 2019).

Se considerado o volume apresentado anteriormente, onde 53 % (estimativa do volume
de processamento) da producdo de 2019 equivale a 309.520 toneladas, cerca de 92.856
toneladas sdao equivalentes aos residuos dos processos, sendo esses residuos atrativos
justamente pela sua composicao rica em compostos com atividade biologica (MILANI et al.,
2018).

Esse material de descarte vem sendo estudado para diferentes aplicagdes: como
alimentacdo para aves (CAMELO et al., 2015; LIRA et al., 2009), uso na fertilizagdo de solos
(MANTOVANI et al., 2004; SEBEN JUNIOR et al., 2011; SOUZA, H. A. De; NATALE,;
ROZANE, 2011), na produgao de biscoitos (ABUD; NARAIN, 2010; BERTAGNOLLI et al.,
2014), na elaboracao de produtos fermentados (DARMASIWI et al., 2018), para a extracao de
compostos fendlicos (HASSAN et al., 2016; LIMA, R. da S. et al., 2019), para extragdo de
acidos fendlicos para incorporagdo em filtro solar (MILANI et al., 2018), como adsorvente para
descontaminacdo de dguas subterraneas (RAMOS-VARGAS et al., 2018), entre outros.

Em geral, em torno de 30 a 40 % da producdo de alimentos para consumo humano ¢
perdida ou adotada como residuo em diferentes partes do mundo, quantidade que est4 associada
principalmente ao processamento industrial. Com o crescente aumento populacional,
estratégias que visem suprir a demanda de alimentos se apoiam na redugdo de perdas e/ou
diminuigdo, e principalmente na valorizagdo de residuos, os quais muitas vezes apresentam
composi¢do rica em diferentes classes de compostos, sendo uma das principais classes os
compostos bioativos, de interesse industrial, , alimenticio e farmacologico, (BANERJEE et al.,

2017; DE LAURENTIIS; CORRADO; SALA, 2018).



23

Sendo assim, a goiaba ¢ um produto vegetal rico em compostos bioativos, em especial
compostos fendlicos que tem como principal fungdo a sua acdo antioxidante, a qual serd

discutida no item a seguir.

4.2 COMPOSTOS ANTIOXIDANTES

Os compostos fendlicos desempenham importantes fungdes no organismo humano.
Por essas caracteristicas, estdo entre as substancias naturais com maior numero de estudos
atualmente. Provenientes de organismos vegetais, ha o conhecimento de pelo menos 8000
compostos polifendlicos, os quais apresentam uma complexa e variada composi¢ao quimica
(DIAS et al., 2016; SINGH et al., 2017).

Sendo exclusivamente provenientes de organismos vegetais, o corpo humano nao tem
a capacidade de sintetizar essas substancias, portanto, somente pela alimentagdo € possivel
suprir as necessidades didrias dos compostos polifenolicos. Em média, o consumo diario desses
compostos ¢ de aproximadamente 1 g por pessoa, os quais sdo facilmente adquiridos quando
adotada uma alimentacdo rica em frutas e vegetais (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015;
ZUORRO; MAFFEI; LAVECCHIA, 2016).

Os compostos polifenolicos sdo caracteristicos do metabolismo secundério de plantas
(ZUORRO; MAFFEI; LAVECCHIA, 2016), que ¢ ativado em condigdes ambientais
desfavorédveis, como alteragdes na luz solar (radiagdo UV) e ataque de organismos patogénicos
(NINO-MEDINA et al., 2017, SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015). Quimicamente, os
compostos fenolicos podem ser reconhecidos por uma hidroxila (-OH) ligada a um anel
benzénico ou em estruturas aromaticas complexas. De acordo com seus radicais substituintes,
essa classe de compostos pode ser classificada em subgrupos, como os acidos fendlicos,
flavonoides, taninos, coumarinas, lignanos e estilbenos, demonstrados na Figura 2. De modo
geral os compostos fenolicos, principalmente quando em sinergia, sao conhecidos como agentes
preventivos de espécies reativas de oxigénio e radicais livres, atuando como agente redutor,
inibidor de oxigénio singlete e ainda quelando metais responsaveis pelo desencadeamento de
reacoes de oxidacdo (BELWAL et al., 2016; SINGH et al., 2017, ZUORRO; MAFFEI;
LAVECCHIA, 2016).
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Figura 2 - Classes dos compostos fendlicos e exemplos

1 ACIDOS FENOLICOS

OH o
HO Ho
! OH : |
1 HO OH | i
© o : ‘
Acido Galico Acido Ferilico | Catequina Quercetina :

! | ESTILBENOS :
| CUMARINA | !

| ' | l QH :
Ne O f L o I | ;
! NS 1 3 OH ;

Fonte: autor

Essa atuacdo estd diretamente relacionada com a atividade antioxidante que os
polifendlicos desempenham, e consequentemente a prevenc¢do de doencas cardiovasculares,
neuroldgicas, metabodlicas e até mesmo o cancer, desencadeados pelos radicais livre presentes
no organismo humano (MARTINS; BARROS; FERREIRA, 2016).

Processos oxidativos ocorrem naturalmente em porcdes lipidicas e podem ser
catalisados pela acdo da luz, temperatura e enzimas, ocasionando deteriora¢do nos alimentos
(SHAHIDI; ZHONG, 2015).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo responsdveis pela transformagdao dos
radicais livres em produtos primarios (hidroperoxidos) e secundarios (alcoois, aldeidos,
cetonas, hidrocarbonetos, dcidos organicos volateis e epoxidos) de degradagao, proporcionando
aroma e gosto caracteristicos nos alimentos (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015; SHAHIDI;
ZHONG, 2015).

Nesse aspecto, substancias antioxidantes sdo aquelas presentes nos alimentos ou no
organismo humano (adquiridas através de alimentag@o) que em baixas concentragdes retardam,
controlam e previnem o estresse oxidativo em organismos vegetais e em células do corpo
humano. Esses compostos sdo naturalmente encontrados em plantas e em alguns micro-

organismos ou podem ser sintetizados quimicamente (SHAHIDI; ZHONG, 2015).
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Os compostos fendlicos sdo classificados como antioxidantes primarios € possuem
diversos efeitos bioativos no corpo humano, seu principal efeito ¢ a acao antioxidante, que esta
atrelada a contribuicdo na captura de radicais livres espalhados pelo organismo através da
doagdo de um atomo de hidrogénio ou elétron para essas espécies, também como aceptor de
radicais livres formando produtos mais estdveis. A agdo antioxidante atua diminuindo a
concentragdo de oxigénio, inibindo a acao de espécies reativas de oxigénio singlete, prevenindo
0s primeiros mecanismos oxidativos de iniciagdo da reagao em cadeia, assim como radicais
OH; e decompondo os produtos primarios da oxidacdo em espécies ndo reativas inibindo o
desenvolvimento da reacdo em cadeia (ALSHIKH; DE CAMARGO; SHAHIDI, 2015;
SHAHIDI; ZHONG, 2015).

Outra agdo bioativa dos compostos fendlicos ¢ a capacidade destes de se ligar a ions
metalicos que em estado livre que sdo prejudiciais ao organismo, sendo responsaveis por
desencadear séries de reagdes de oxidagdo, que afetam os mecanismos bioquimicos que
envolvem os lipideos, proteinas, e também o DNA (ALSHIKH; DE CAMARGO; SHAHIDI,
2015; L1, J.; GUO, 2016; SINGH et al., 2017).

Devido ao fato do aumento da exigéncia dos consumidores por produtos elaborados
com fontes naturais, os compostos polifendlicos como agentes antioxidantes atualmente atraem
atencdo como aditivos naturais ao contrario dos sintéticos (BHA, BHT, TBHQ) usualmente
utilizados pela industria de alimentos, os quais inclusive tem uso limitado e regulamentado pela
Food and Drug Administration (FDA). Diante de tal relevancia, os estudos sobre os compostos
fenolicos tém atraido a atengdo de pesquisadores das areas da nutri¢do, ciéncia, engenharia e
tecnologia em alimentos tanto pelas propriedades funcionais quanto para suas multiplas
aplicagdes tecnologicas (LI, J.; GUO, 2016; SHAHIDI; ZHONG, 2015; SINGH et al., 2017,
ZUORRO; MAFFEI; LAVECCHIA, 2016) .

4.2.1 Determinacao da atividade antioxidante

Para a determinacdo da atividade antioxidante de um composto natural, é necessario
que seja realizado um procedimento de extragdo deste de sua matriz. A maioria dos compostos
antioxidantes citados anteriormente sdo fracamente soluveis em agua. A solubilidade esta
associada a polaridade de um solvente, que pode acessar e manter o soluto através de forcas
intermoleculares de atracio (RECHARLA et al., 2017; REZAEIL FATHI; JAFARI, 2019).

Diferentes técnicas foram desenvolvidas ao longo dos anos para a quantificagdo da

atividade antioxidante de um determinado produto ou composto. Os métodos existentes de
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captura de radicais sdo baseados nos mecanismos de transferéncia de atomo de hidrogénio ou
na transferéncia de um unico elétron. O primeiro baseia-se na habilidade dos compostos
antioxidantes em sequestrar um radical livre através da doagao de hidrogénio, o segundo baseia-
se na habilidade dos compostos antioxidantes em transferir elétrons, atuando como agentes
redutores de metais ou radicais por exemplo (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

Dentre os métodos para a quantificagdo da capacidade antioxidante podemos citar
alguns exemplos, como o DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), que € o mais frequentemente
empregado. O método € baseado na reducdo do radical DPPH pelos compostos que apresentam
potencial antioxidante na amostra a ser analisada. A quantificagdo ¢ relacionada com padrdes
de antioxidantes naturais como acido ascorbico e sintéticos como o Trolox (analogo da vitamina
E, porém, soluvel em dgua). A avaliacdo da redu¢do do DPPH ¢ realizada através da mudanca
de cor durante a reacdo, sendo passivel de ser medida comumente por espectrometria UV-Vis
devido a sua simplicidade e baixo custo (ZIYATDINOVA; SNEGUREVA; BUDNIKOV,
2017). Outro método frequentemente utilizado para a avaliacdo do potencial antioxidante ¢
através do ensaio de ABTS, o qual ¢ adequado para compostos antioxidantes tanto hidrofilicos
quanto lipofilicos, e baseia-se na capacidade de um composto antioxidante de capturar o radical
ABTS«" (RUFINO et al., 2007).

Outro exemplo de técnica de avaliagdo do potencial antioxidante bastante difundida ¢
a técnica de FRAP (ferric reducing antioxidant power). A andlise ¢ baseada na habilidade que
os compostos antioxidantes exercem na redu¢do do Fe (III) a Fe (II), a reacdo desenvolve
coloracdo passivel de ser quantificada por espectrometria UV-Vis (JONES et al., 2017).

Modelos de avaliagdo antioxidante in vitro, na maioria dos casos, simulam condi¢des
que ndo condizem com a realidade in vivo, utilizando de substancias quimicas que nao sdo
naturalmente produzidas pelo organismo. Atualmente muitos estudos utilizam da extrapolagao
de modelos in vitro para sugerir um alimento bioativo, contudo ndo levam em consideragdo o
metabolismo de cada individuo, nem mesmo as doses necessdrias para a eficacia de um
composto bioativo. Sendo assim, muitas técnicas de avaliacao da atividade antioxidante in vitro
sdo consideradas biologicamente irrelevantes (ARAGONES etal.,2017;, SHAHIDI; ZHONG,
2015).

Uma alternativa aos métodos in vitro € a utilizagdo de sistemas bioldgicos para obter
uma simulag@o mais clara dos processos que ocorrem naturalmente. Um dos métodos utilizados
¢ a inibicdo da peroxidacdo lipidica em gema de ovo, onde utiliza-se a gema que ¢ fonte de
fosfolipideos e triacilglicerois para estimular a peroxidagdo e avaliar a eficiéncia de um extrato

antioxidante na inibi¢cdo dessa reacao (DAKER et al., 2007; MARGRAF et al., 2016).
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Outros estudos relacionando a atividade antioxidante de extratos vegetais em modelo
in vivo j& foram avaliados em células eucaridticas e em animais (ratos, coelhos, porcos, peixes,
entre outros), porém nao em humanos. A acdo dos antioxidantes no organismo humano ¢
atrelada a uma série de reacdes bioquimicas durante os processos de digestdo e absorgao.
Enquanto que alguns compostos sdo ingeridos e naturalmente ativados, outros precisam ser
metabolizados para que sua biodisponibilidade seja acessada, outros ainda podem tornar-se
inativos, ou ainda sofrer a acdo competidora de outros nutrientes ingeridos concomitantemente
(MARTINS, N.; BARROS; FERREIRA, 2016).

Pela sua grande relevancia, os compostos fendlicos devido a sua acdo antioxidante
sdo estudados em diversas areas, apresentando em comum a avaliagdo das etapas e os estudos
de métodos de extragcdo desses compostos de matrizes vegetais. Frequentemente sdo utilizados
métodos que empregam os VOS, porém processos mais modernos podem empregar solventes

inovadores, como os LIs. Essas aplicacdes serdo descritas a seguir.

4.3 SOLVENTES PARA EXTRACAO DE COMPOSTOS ANTIOXIDANTES

4.3.1 Uso de solventes orginicos classicos no preparo de amostras

Técnicas analiticas geralmente empregam substancias quimicas (reagentes e solucdes)
para o preparo de amostra, assim como técnicas de extragao utilizam solventes organicos. Esses
compostos apresentam uma alta pressao de vapor, ou seja, uma grande tendéncia natural para a
volatilizagdo, ocasionando contaminagdes tanto para o laboratorista quanto para o ambiente
(CLAUS; SOMMER; KRAGL, 2018; MAGIERA; SOBIK, 2017).

Os solventes organicos volateis (VOS, do inglés volatile organic solvents) sao um
grupo de substancias quimicas que tem sido utilizada para a dissolu¢ao de uma grande variedade
de compostos e para diferentes finalidades. Sao utilizados no setor industrial téxtil, quimico,
farmacéutico, na engenharia de alimentos e também em industrias de impressdo (AMADO
ALVIZ; ALVAREZ, 2017; LI; SMITH; STEVENS, 2016; MA et al., 2019).

Sabe-se que a classe dos VOS ¢ prejudicial a saude humana, pois os mesmos tém a
capacidade de participar de reacdes fotoquimicas atmosféricas aumentando a oxidacao do ar
atmosférico e consequentemente a produgdo de O3 (TONG et al., 2019; WEI et al., 2014).

Por essas e demais razdes que a exposi¢cao humana frequente a VOS nao ¢ saudavel,
os reagentes também sdo capazes de se ligar a membrana celular afetando sua integridade

(TORRES; PANDEY; CASTRO, 2011), e causar danos no sistema nervoso central, além de
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efeitos neurotdxicos, problemas respiratdrios, irritagdes sensoriais, alergias, asma, risco de
cancer como leucemia (TONG et al., 2019), e até mesmo a morte.

Solventes organicos sao comumente aplicados para a extragao de compostos naturais,
e as técnicas utilizadas demandam de um grande volume de VOS e tempo elevado de extragao.
Além disso, depois de obtidos os extratos, faz-se necessario o uso de muitos processos para
remover os VOS do extrato final. O uso desse tipo de reagente apresenta ainda outras
desvantagens, principalmente a sua toxicidade, poluicdo ambiental e seu alto risco de explosao,
uma vez que sao inflamaveis (DJAS; HENCZKA, 2018; MOON, et al., 2019).

Solventes como benzeno, n-hexano, éter etilico, éter dietilico, diclorometano,
cloroféormio, etc., sdo utilizados desde seu descobrimento; no entanto, hoje em dia foram
amplamente classificados como perigosos e o uso foi severamente marginalizado (SHELDON,
2019).

Os VOS ainda s3o amplamente utilizados, por exemplo, na extragdo de compostos
polifendlicos (acetato de etila e metanol) (SCHULZ et al., 2019a), para verificar o efeito
neuroprotetivo de extratos vegetais (metanol, hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol)
(SCHULZ et al., 2019b), no preparo de extratos para avaliacdo do potencial antimicrobiano
(metanol, acetona, éter dietilico, e etanol) (TUNEY et al., 2006), para avaliacio do potencial
antioxidante de matrizes vegetais (metanol, hexano, acetato de etila e butanol) (VALENTE e¢
al., 2010), para a extracdo de licopeno (hexano, acetona e etanol) (MIN et al., 2018), para
extracdo de lipideos (cloroférmio e metanol) (BARIK; PAUL, 2017; MOHANTY et al., 2017),
etc.

Historicamente, o uso continuo dos VOS pode ser atribuido ao fato de ndo haver outros
substitutos disponiveis com as mesmas caracteristicas ou devido a conveniéncia ou facilidade
do uso de métodos tradicionais por laboratérios quimicos. Essas razdes explicam a resisténcia
de adotar novas técnicas e solventes ecologicos e inovadores, tanto para pesquisa quanto para
processos industriais (SHELDON, 2019; TOBISZEWSKI e NAMIESNIK, 2017)

Recentemente, 6rgaos internacionais assim como o0 REACH (Registration, Evaluation
and Authorisation of Chemicals — associacdo da Agéncia Européia de Quimicos) tém
incentivado o uso e a pesquisa por solucdes inovadoras para substituicio dos VOS,
implementado regras mais restritas em relacdo a utilizacdo dos mesmos, resultando em um
aumento de custos de uso, armazenamento e descarte desses materiais, e inclusive em alguns
casos ja consta a proibi¢do de alguns desses solventes (DJAS; HENCZKA, 2018; LI; SMITH;
STEVENS, 2016).
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Nesse sentido, novos solventes tém sido considerados uma alternativa aos
convencionais, € nesse sentido que os liquidos i6nicos (LIs) podem ser opg¢des inovadoras para

atender a demanda de substitui¢ao dos VOS.

4.3.2 Liquidos idnicos: historico, aspectos gerais, quimicos e fisicos

Liquidos i6nicos (LI) sdo substancias que consistem inteiramente de ions com baixa
pressdo de vapor. O termo LI ¢ utilizado especificamente para sais liquidos a temperatura
ambiente, ou podem ser compreendidos como substancias que apresentam ponto de fusdo
abaixo de 100 °C (CLAUS; SOMMER; KRAGL, 2018; GOTI; CARDONA, 2013; HWANG
etal.,2018).

A Figura 3 sintetiza os eventos significantes na historia dos LIs. O composto nitrato
de etilamonio ([C2HsNHs]* [NOs]") foi o primeiro liquido i6nico sintetizado por Paul Walden
em 1914 (Figura 3A). Mais tarde, em 1948, os LIs cloroaluminatos (anions: [AICl4]", [AI2Cl7]
) foram desenvolvidos por Hurley e Wier (Figura 3B). Entretanto, esse LI ndo foi estudado até
os anos 70, quando o grupo de Osteryoung e Wilkes conseguiu sucesso na preparagao dos LIs
cloroaluminatos (Figura 3C). Naquele tempo, a maioria das pesquisas na area dos LIs eram
focadas em aplicagdes eletroquimicas (CLAUS; SOMMER; KRAGL, 2018; FRANZOI et al.,
2011; WASSERSCHEID; KEIM, 2000).

Nos anos 80, o uso de LIs comegou a ganhar reconhecimento no meio cientifico gragas
aos grupos de Seddon e Hussey, que usaram os LIs cloroaluminatos como solventes nao
aquosos para investigar complexos de metais de transicao (Figura 3D). Dessa maneira, a
primeira publicagdo usando LI foi reportada no final dos anos 80 (Figura 3E), e na sequéncia,
no inicio dos anos 90, Wilkes e Zawarotko descreveram uma classe de LIs mais estavel a dgua
e oxigénio, baseado no cation imidazolio ([MIM]) e usando tetrafluoroborato ([BF4]), nitrato
(INOs]) e sulfato ([SO4>"]) como anions (Figura 3F). Essa nova classe apresentou uma maior
possibilidade de aplicacdes em relacdo aos LIs cloroaluminatos, sendo responséavel entdo pelo
continuo crescimento nos trabalhos cientificos da area (Figura 3G) (CLAUS; SOMMER;
KRAGL, 2018; FRANZOI et al., 2011; WASSERSCHEID; KEIM, 2000).
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Em funcdo de sua versatilidade, o numero de estudos relacionando o uso dessas
substancias aumentou nas duas Ultimas décadas (Figura 4), assim como o nimero de LIs com
diferentes configuragdes estruturais que atualmente pode ser estimado em mais de 10'
substancias. Economicamente estima-se um crescimento anual de 9,2 % entre os anos de 2016
a2021, e seu faturamento pode alcancar 39,6 milhdes de ddlares até o final do periodo (CLAUS;
SOMMER; KRAGL, 2018; GOTI; CARDONA, 2013; HWANG et al., 2018). O emprego dos
LIs pode ser melhor observado na etapa 2 deste trabalho, onde foi realizada uma prospec¢ao
cientifica e tecnoldgica abordando o estado atual dessa temdtica em relagdo producdo de

documentos cientificos e desenvolvimento de patentes.

Figura 4 - Documentos relacionando o temo "ionic liquid", no titulo, resumo e palavras-chave

em diversos manuscritos.
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Fonte: adaptado de Scopus (2021).

O uso de LIs tem sido relatado em diversos tipos de pesquisas e areas da ciéncia. A
Figura 5 destaca o numero de trabalhos publicados levando em consideragao a busca pelo termo
“ionic liquid” (em titulos, resumos, palavras-chave sem o uso de filtro temporal) de acordo com
as dez maiores areas em que LlIs sdo estudados. A Quimica ¢ a principal area, responsavel pela
publicagcdo de aproximadamente 70.000 artigos (até o momento), seguido pela Ciéncia de
Materiais (33.177 trabalhos) e Engenharia Quimica (31.139 documentos). Devido a
versatilidade dos LIs, € possivel observar seu uso na area de Energia (9.312 documentos), e até

mesmo na area da Bioquimica, Genética, e Biologia Molecular (13.554 documentos). A area
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de Ciéncia dos Alimentos encontra-se dentro da area de Agricultura e Ciéncias Bioldgicas, as
quais apresentam o menor numero de documentos (1986), representando cerca de 1% do
numero de trabalhos das 10 maiores areas que pesquisam LIs. O reduzido niamero de trabalhos
na area sugere o baixo numero de pesquisas na aplicacdo de LIs para a recuperacdo de

compostos bioativos, por exemplo.

Figura 5 - Top dez areas com maior numero de documentos relacionados ao termo "ionic
liquid" em titulos, resumos e palavras-chaves

Farmacologia, Toxicologia e Farmacéutica

Ciéncias Ambientais '] %
Agricultura e Ciéncias
Biologicas

Energia 6.5%

/

Bioguimica, Genética e
Biologia Molecular g,

/

Engenharia

32.1%

Quimica

/ 10.9%

Fisica e Astronomia

\

Ciéncia de Materiais

Engenharia Quimica 14%%
Fonte: adaptado de Scopus (2021).

Dentre as principais caracteristicas dos liquidos 16nicos € possivel relatar que a maioria
sdo substancias ndo inflamaveis e nao volateis, resultado da prevaléncia de for¢a de atracdo de
Coulomb, sao também compostos que podem proporcionar reagdes limpas, com o minimo de
perda, o que contribui para diminui¢cdo da geracdao de residuos (NESSIM; ZAKY; DEYAB,
2018). Além disso, os liquidos i6nicos apresentam maior viscosidade e densidade, excelente
solubilidade e miscibilidade (CLAUS; SOMMER; KRAGL, 2018), boa estabilidade quimica,
térmica e eletroquimica (CHEN, M. et al., 2018; MARTINS, P. L. G.; BRAGA; DE ROSSO,
2017).

Foram nos ultimos 10 anos que os LI atrairam a aten¢do da comunidade cientifica e
industrial como alternativa aos solventes organicos. Tanto suas propriedades tecnologicas

incomuns quanto suas caracteristicas fisico-quimicas, tem chamado a atencao principalmente
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em substituicdo aos solventes organicos convencionais largamente utilizados em industrias e
instituicdes de pesquisas para extracdo de compostos de interesse (BUBALO et al., 2013;
CLAUS; SOMMER; KRAGL, 2018; GOTL; CARDONA, 2013; MARTINS, P. L. G.; BRAGA;
DE ROSSO, 2017).

Como ¢ possivel moldar as fragdes anidnicas e cationicas formadoras dos Lls, estes
podem ter suas propriedades fisicas facilmente alteradas conforme a mudanga dessas fragdes,
ajustando entdo o solvente ao proposito de cada pesquisa, sendo essa propriedade que torna os
LIs mais atraentes em relagdo aos organicos convencionais (VENTURA et al., 2017). A
solubilidade dos LIs em diferentes solventes organicos ja foi reportada, sendo assim 0s mesmos
podem participar como co-solventes em diversos processos, atuando em sistemas binarios
juntamente com dgua ou outros solventes organicos, otimizando processos (HUDDLESTON et
al., 1998; SABA et al., 2015).

Para a utilizagdo como solvente, sabe-se que a polaridade estimada de alguns LlIs
(especifico para cada LI) pode ser proxima a de solventes como acetona, acetonitrila, metanol,
e até mesmo a agua. Outra vantagem na utilizagdo de LI como solvente extrator ¢ sua
recuperagdo, esses reagentes podem ser isolados das matrizes apds sua utilizagdo e empregados
novamente em futuras extracdes (BERTHOD; RUIZ-ANGEL; CARDA-BROCH, 2017;
RYKOWSKA; ZIEMBLINSKA; NOWAK, 2018).

Também chamados de “designer solventes” os Lls sdo substancias que podem ser
moldadas de acordo com o proposito. Constituem-se basicamente de um cation assimétrico
orginico e uma ampla gama de anion de natureza organica ou inorganica, agregados por
ligacdes de hidrogénio entre os diferentes estados fisicos de cada matéria, porém formando um
sistema fluido. Os cations mais comuns sao: imidazdlio, piridinio, pirrolidinio e seus mono ou
poli-alkyl derivados, assim como tetraalquil amonio ou fosfonio e triaquil sulfonio (Figura 6A)
(BERTHOD; RUIZ-ANGEL; CARDA-BROCH, 2017; MARTINS, P. L. G.; BRAGA; DE
ROSSO, 2017).
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Figura 6 — Cations (A) e anions (B) comumente utilizados para a sintese de LI
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Fonte: adaptado de Wasserscheid e Keim (2000).

Os anions mais comumente utilizados sdo: bis(trifluorometilsulfonil)imida (NTf2),
trifluorometilsulfato  (TfO), dicianamida (N(CN)2), tetrafluoroborato (BF4) ou
hexafluorofosfato (PF6) (Figura 6B). (BERTHOD; RUIZ-ANGEL; CARDA-BROCH, 2017;
MARTINS, P. L. G.; BRAGA; DE ROSSO, 2017).

Por sua grande versatilidade, a utilizacdo dos LI € destaque para diversas finalidades,
incluindo a solubilizacdo de diversas espécies quimicas, tais como compostos organicos,
inorganicos e organometalicos, ainda para o uso em sinteses organicas, na engenharia quimica
(BERTHOD; RUIZ-ANGEL; CARDA-BROCH, 2017), processamento de biomassa celuldsica
(FORT et al., 2007; SWATLOSKI et al., 2002), assim como na area da ciéncia de alimentos
para a extracdo de metais (BAGDA; TUZEN, 2017; FAN, Y. et al., 2017; TUZEN et al., 2018),
e extragdo de compostos fendlicos os quais exercem atividade antioxidante (CAO, J. et al.,
2017; HUDDLESTON et al., 1998; SUN; CHEN; SHI, 2014; VO DINH et al., 2018).

Além do disso, a eficiéncia de alguns LIs, como o cloreto de 1-butil-3metilimidazolio
[BMIM][CI] na extragdo de compostos bioativos, ¢ devida a sua capacidade de dissolver a
cadeia celuldsica das matrizes vegetais como ja relatado na literatura (BERTHOD; RUIZ-
ANGEL; CARDA-BROCH, 2017; HUDDLESTON et al., 1998; MARTINS, P.; ROSSO,
2014; NEMESTOTHY et al., 2017; VENTURA et al., 2017). Os LIs baseados em imidazolio
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apresentam estabilidade ao ar e 4gua, e sendo assim, o uso desses para a extragdo de compostos

bioativos em substituicdo potencial aos tradicionais VOS sera discutido adiante.

4.3.3 Sintese de liquidos ionicos

A sintese tradicional dos LIs ¢ laboriosa, demandando grande consumo de tempo,
energia e reagentes organicos (BUBALO et al., 2013). Pode ser realizada através de uma reagao
de alquilagdo dos haletos catidnicos imidazdlio ou piridinio (quaternizag¢do direta), em um
sistema de refluxo constante por 72 h em temperatura entre 70 a 80 °C. Em seguida para adi¢do
do anion desejado (troca de ion) (Figura 7) ¢é realizada uma reagdo de metatese (reacdo de dupla

troca) (FANG et al., 2007, SCHREKKER et al., 2008; WASSERSCHEID; KEIM, 2000).

Figura 7 - Esquema de adi¢@o dos anions para preparagao dos LIs baseados em imidazolio.

_ (©)
NN+ RX + MY —— —— _N/N-gy® * WX
X=Cl, Br;
Y=PF;s, BF,;
M=K, Na, NHy;
R= C.Hs, C4H9, CsHiq, CoHis

Fonte: Fang et al. (2007).

A troca de anions a partir de um LI formado por quaternizagao direta pode ser realizada
com diversos compostos, assim como o tetrafluoroborato (BF4) e hexafluorofosfato (PFs),
sendo estes importantes na determinagdo das propriedades fisico-quimicas dos LI, assim como

a temperatura de fusdo que ¢ um importante parametro especifico de cada LI (Tabela 2).



36

Tabela 2 - Diferentes anions e sua influéncia no ponto de fusdo de LIs baseados em sais de

imidazoélio.
LI baseados em sais de imidazdlio Ponto de fusdo (°C)

[EMIM]C1 87%
[EMIM]INO, 55¢
[EMIM]NO; 38a

[EMIM]AICl4 7
[EMIM]CF;SO3 -9a
[EMIM]CF3CO, -142
[BMIM]PFg 10°
[BMIM]BF4 -81°

BMIM - 1-butil-3-metilimidazoélio. EMIM — 1-ethyl-3-butilimidazdlio. ® Wasserscheid € Keim (2000), ® Poole e
Poole (2010).

Meétodos alternativos de sintese de LIs vem sendo empregados, a principal estratégia
¢ substituir o aquecimento convencional por métodos que promovam a energia de ativacao
necessaria para a sintese desses solventes, porém esse aquecimento deve ser devidamente
controlado, afim de ndo degradar os reagentes precursores (LIMA, 2011).

Nesse sentido, a utilizagdo de equipamentos como o aquecimento por micro-ondas ¢
uma alternativa ao processo tradicional de sintese. A radiacdo de micro-ondas ¢ baseada em
ondas de baixa frequéncia (entre 0,3 — 300 GHz), que sdo absorvidas pelo meio reacional e
induzem a conversdo em calor através da movimentacdo dos ions pela oscilagdo do campo
eletromagnético (LIMA, 2011).

Porém, métodos de sintese de LI devem ser cuidadosamente avaliados e
experimentalmente otimizados a fim de garantir um rendimento proximo ao método tradicional

(em torno de 95 a 98 %). Nesse trabalho ndo serdo avaliados métodos alternativos de sintese.

4.3.4 Liquidos ionicos como solventes: legislacdes, obstaculos, limitagoes, efeito adversos
e toxicidade

Intimeros trabalhos concentram sua justificativa para o uso dos LlIs principalmente no
fato dos mesmos serem considerados substancias atoxicas. O principal motivo dessa alegacao
justifica-se em fungao de que essas substancias ndo possuem alta pressao de vapor, ou seja, sua
taxa de volatilizacdo em comparagcdo com solvente organicos ¢ muito menor, ndo havendo
perdas por evaporagao (LIMA, 2011; MEGAW et al., 2015; WASSERSCHEID; KEIM, 2000).
Por essa razdo, LIs sdo uma excelente alternativa para a substituicdo dos VOS em processos de

extracao.
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A Comissdo Europeia (Diretiva 2009/32/EC) considera que para um solvente de
extracdo ser usado para producdo de produtos alimenticios, primeiro deve-se observar os
requerimentos de saude humana. Esses requerimentos devem também abordar a viabilidade
econdmica e técnica (European Commission). Além disso, um solvente para extracdo deve ser
inteiramente ou pelo menos grande parte removido do produto final. Precisamente a Diretiva
2009/32/EC da Comissdao Europeia lista os solventes de extra¢do permitidos que podem ser
usados no processamento de produtos crus, alimentos, componentes de alimentos e ingredientes
de alimentos. Ainda, alguns desses solventes podem ser utilizados para uso geral, assim como
propano, butano, acetato de etila, etanol, diéxido de carbono, acetona e 6xido nitroso
(EUROPEAN COMMISSION, 2009).

Solventes assim como hexano, acetato de metila, etilmetilcetona, diclorometano,
metanol, propan-2-ol, éter dimetilico, e outros sao usados para a producao de tipos alimenticios
especificos, da produgdo de 6leos e gorduras (hexano) até a producdo de agucar e a preparacao
de aromatizantes (acetato de metila), por exemplo (EUROPEAN COMMISSION, 2009).

A legislacdo da Comissdao Europeia também estabelece os limites residuais no produto
final, variando de 0,02 a 30 mg/kg para 1,1,1,2-tetrafluoroetano e hexano, respectivamente, em
produtos especificos (EUROPEAN COMMISSION, 2009). A legislacdo brasileira, através da
resolucao RDC n° 466/2021, segue os mesmos padrdes que a Comissdao Europeia (ANVISA,
2021).

No Canada, por exemplo, existe uma legislagdo que lista os solventes de extracdo ou
de carregamento de compostos para serem usados em alimentos. Através da resolugdo
SOR/2012-216, alguns solventes como acetona, alcool benzilico, acetato de etila, etanol,
hexano, isopropanol, metanol e outros sdo permitidos para usos especificos relativos a taxa
maxima de residuo de até 2,2% para hexano em extrato de lapulo, por exemplo
(GOVERNMENT OF CANADA, 2016).

O FDA (Food and Drug Administration), através de Legislagao Federais, estabelece
uma série de aditivos secundarios para aplicagdo direta em alimentos para a alimentagdo
humana, incluindo vérios solventes, assim como acetona, 1,3-butilenoglicol, acetato de etila,
dicloreto de etileno, alcool isopropilico, alcool metilico, cloreto de metileno, hexano e
tricloroetileno, com seus wusos e limitagdes especificos (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2021).
Entretanto, nenhuma informacdo de solventes de extragdo permitidos para alimentos,

componentes ou ingredientes foi encontrada.
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Atualmente o uso de LIs na industria de alimentos, ou com vistas a aplicagdo humana
¢ limitado. Agéncias regulamentadoras assim como FDA, Codex Alimentarius e a legislacdo da
Unido Europeia ainda nao regulamentaram o uso desses reagentes, pois existem estudos sendo
conduzidos com o objetivo de avaliar possiveis danos a saide do consumidor que possa utilizar
ou consumir produtos que passaram por um procedimento industrial envolvendo o uso de LI
(MARTINS, P. L. G.; BRAGA; DE ROSSO, 2017).

Assim, por mais que os LIs tenham se mostrado efetivos na extragdo de compostos
bioativos de diferentes matrizes, sendo mais eficazes que agua ¢ VOS, o seu uso industrial em
industrias de alimentos vem sendo ignorado. E um fato que as diferentes legislagdes em
diferentes paises ndo possuem uma atualiza¢do considerando as novas descobertas relacionadas
aos LlIs. Dessa forma deve-se adotar alguns procedimentos para tentar enfrentar essa
dificuldade: 1. Desenvolvimento pela industria quimica farmacéutica de LIs grau alimenticio,
0 que vai acarretar um desenvolvimento de conhecimento associado a sinteses organicas
(engenharia de ligagdes i0nicas, por exemplo), métodos analiticos (adequag¢do de métodos de
NMR e MS) e farmacologia (para garantir que novos LIs sejam seguros e ndo tenham interacao
negativa com células e orgdos humanos); 2. As atuais legislagdes pertinentes devem ser
atualizadas considerando a extracdo de extratos ricos em compostos bioativos obtidos com LlIs
(SHAMSHINA et al., 2015).

Considerando esses aspectos, o uso de LIs em aplicagdes alimenticias pode se tornar
uma realidade em breve. Para garantir seguranca toxicologica dos LIs e dos extratos obtidos
com esses solventes, devem ser considerados os pontos demonstrados na Figura 8, que sugere
0s passos a serem tomados para uma investigacao toxicologica preliminar. Apds a sintese dos
LIs e obtencao dos extratos bioativos, métodos in vitro devem ser conduzidos usando reagdes
quimicas e enzimaticas, seguido por testes in vitro usando diferentes culturas celulares de
origem humana, de diferentes 6rgdos e de tecidos que reproduzem as estruturas e fungdes
(organoides) correspondentes ao in vivo, e finalmente andlises in vivo usando diferentes
modelos animais. Essa abordagem ampla e multidisciplinar ¢ necessaria ndo apenas para
garantir a seguranga toxicologica, mas também para avaliar quaisquer interagdes prejudiciais

com células/6rgaos, biodisponibilidade e bioatividade dos extratos obtidos com LlIs.
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Figura 8 - Passos sugeridos para a investigagdo toxicoldgica de extratos obtidos com LlIs.
Testes in vitro (A), testes in vitro baseados em linhagens celulares e orgaos (B) e testes in vivo

©.

N (b) s

Fonte: autor

Considerando que podem existir diversas combinagdes entre cations e anions para a
formacao dos Lls, ¢ uma grande generaliza¢do considerarmos todos como substancias atoxicas.
Ao mesmo passo que existem estudos indicando a biodegradagado de alguns Lls, existem estudos
indicando baixa ou incompleta taxa de bioeliminacdo dos mesmos, que mostram-se toxicos
tanto quanto alguns solventes (MEGAW et al., 2015).

Outro fator crucial ¢ a sorcdo dos LIs em solos e sedimentos, por serem compostos
geralmente com cadeias curtas ou poucos grupos hidroxil, estes t€ém maior mobilidade, podendo
impregnar e contaminar superficies e dguas subterraneas. Esses dois fatores, sua baixa ou
incompleta eliminacdo e seu potencial em impregnar em superficies podem acarretar no
acimulo desses reagentes no ambiente, poluindo-o (MEGAW et al., 2015).

Dessa maneira, mais importante que generalizar todos os LIs como substincias toxicas
ou nao toéxicas, ¢ avaliar cada caso em especifico, cada tipo de LI em sua concentragdo em
particular, voltado a um proposito especifico. Nesse sentido, na Tabela 3 estdo apresentados

diferentes estudos avaliando a toxicidade de diferentes LlIs.
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Tabela 3 - Trabalhos investigando a citotoxicidade de LIs em modelos celulares e animais.

Células/animais

Referéncias LIs testados Métodos
testados
Hwang et al [EMIM][TFSI], [EMIM][PF], [EMIM][BF.], Ceh“als{iagc“ ©
2018) [EMIM][DCA], [BMPY][TFSI], [TBAJ[TFST], oo o MTT?.
[Zn][TFSI] (0.2 a 10 mmol L™Y). q :
([C:MIM][CI] 200 mg ml"), ([CsMIM][CI],
Megaw et al. [CeMIM][CI], [CsMIM][CI], [CioMIM][CI],  Larva (Galleria LDeb
(2015) [C1,MIM][CI] 100 mg ml "), e ([C1sMIM][CI], mellonella). 50
[C1eMIM][CI], [C1sMIM][C]] 50 mg ml ).
Thamke ¢ Kodam  [BMIM][Br] (0, 6.25, 12.5, 25, 50 and 100 mg  Peixe (Poecilia ~ *>uvidades de
(2016) L. reticulata). CAT, SODe
GST®.
[C2MIM][NOs] 1000 a 4000 mg L™,
[C4sMIM][NOs] 400 a 1200 mg L,
[CeMIM][NO5] 50 a 200 mg L,
[CsMIM][NOs] 5a 100 mg L™, .
Zhazngl‘;t al. [C1oMIM][NO3] 0.5 220 mg L, gelx.e'zeb.ra LCsod.
(2017) [C1,MIM][NO;] 0.52 7 mg L™, (Danio rerio).
[CeMIM][CI] 50 a 200 mg L', [CsMIM][Br]
100 2 250 mg L', [CeMIM][BF4] 50 a 200 mg
L' e [CeMIM][PF4] 50 a 250 mg L.
Avaliagao
histopatologica

Larangeira et al.

[BMIM][CI] puro.

Ratos Wistar.

do figado e rins;

(2016) ensaio celular;
MNT;
imunoquimica.
[BMIM][CI], [OMIM][CI], [BMIM][PF¢],
[OMIM][PFs], [EMIM][Br], [BMIM][FeCl4],
[BMIM][I], [BMIM][NTf], [EMIM][BF4], Células A549 CCK-8, WST-8f
Chen et al. (2014) [BMIM][BF4], [OMIM][BF4], C4Cl, CsCl, (carcinoma para expressar o
CgCl, C4BI‘, C(,BI‘, CQBI', C@Nsz, CgNsz, humano). ECsog.

C9(Vim)2(NTf2)2, CoNTf, — entre 0.0056 a
111.569 mmol L.

SMTT: Brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). ®Dose letal média. Enzimas antioxidantes

catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa S-transferase (GST). YConcentragdo letal média. °Teste
de micronticleo. fKit de contagem celular (Kit-8) e sal monossodico de 2-(2-metoxi-4-nitrofenil) -3-(4-

nitrofenil)-5-(2,4-dissulfofen-il)-2H-tetrazolio. éConcentragdo efetiva.

De acordo com Hwang et al., (2018) existem trabalhos avaliando os efeitos de LI em
células HeLa, CaCo-2, MCF7 e PC12. Hwang et al. (2018) avaliaram a toxicidade dermal, pois
a pele ¢ um o6rgdo diretamente exposto a substancias quimicas, de 7 LI células HaCaT
(queratindcitos) e Hs68 (fibroblastos), utilizando o método MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide). O LI composto pelo anion [TFSI] (independente da
concentragdo) apresentou toxicidade em relacdo aos demais LIs analisados, principalmente nas
células HaCaT, podendo ser comparado a toxicidade do LI, nas mesmas concentragoes, relativo

ao solvente organico xileno (10 mmol/L). O tratamento com o LI [BMPY][TFSI] (0,5, 1 e 2
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mmol/l) em células HaCaT induziram a morte celular via necrose, sugerindo que a toxicidade
dermal dos LI est4 associada ao anion utilizado em sua composi¢ao.

Megaw et al. (2015) verificaram a toxicidade de nove LIs em G. mellonella. Essa larva
apresenta um sistema imunologico andlogo a resposta do sistema imune mamifero, sendo
suscetivel a diversas patologias humanas. Os experimentos foram realizados aplicando
diferentes solucdes de LIs nos animais, contra um grupo controle (tratados com agua estéril)
Tabela 3. As larvas foram entdo incubadas por até 24 h a 30 °C e consideradas mortas se imoveis
ou falhando a reorientacdo e estimulos. De acordo com a resposta de dose letal (LD50), foi
observado que o aumento da cadeia alquila dos LIs pode reduzir a resisténcia das larvas.
Entretanto, ha uma relagdo direta entre o aumento do nimero de carbonos na cadeia alquila com
a toxicidade (LD50 ug g-1: [C2] 7538,5; [C4] 91,3; [C6] 20,1; [C8] 11,7 ug g-1).

Thamke e Kodam (2016), avaliaram o efeito da toxicidade de diferentes concentragdes
do LI [BMIM][Br] em peixes (Poecilia reticulata) por 24, 48, 72 ¢ 96 (Tabela 3). Os peixes
foram sacrificados, e seus figados (responsaveis pela eliminacdo de substancias toxicas) foram
usados para avaliar a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), superdxido dismutase
(SOD) e glutationa S-transferase (GST) que sdo biomarcadores de polui¢do para organismos
aquaticos. Resumidamente, as atividades de SOD e CAT aumentaram até 50 mg L' de
[BMIM][Br], indicando a formag¢ao de produtos oxidativos e sugerindo dano celular. A 100 mg
L', mais H2O» foi acumulado nas células, diminuindo a atividade de SOD e CAT. Além disso,
o GST ¢ responsavel pela desintoxicacdo e prote¢do dos tecidos do estresse oxidativo. Foi
observado aumento da GST em relacdo a concentragdo de [BMIM][Br], sugerindo que a
exposicao a este LI promove estresse oxidativo celular.

No mesmo trabalho, os autores tinham como objetivo secundario identificar uma
bactéria que pudesse bioprocessar os residuos desse LI, reduzindo sua toxicidade. Os resultados
sugeriram que a cepa Rhodococcus hoagii VRT1 apos oito dias reduziu em 58% e 60% a
demanda bioldgica de oxigénio e a demanda quimica de oxigénio, respectivamente. Isso pode
estar associado a degradacao do LI [BMIM][Br]. A conclusdo dos autores enfatiza que os LIs
podem ser toxicos para a fauna e flora aquatica em determinadas circunstancias e concentragoes

(THAMKE; KODAM, 2016).
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Zhang et al. (2017) usaram o peixe-zebra como bioindicador, uma vez que os LIs
podem se infiltrar e causar poluicdo do solo e da 4gua, para testar os efeitos toxicos de dez LIs
com diferentes anions e comprimentos de cadeia alquila (Tabela 3). A LCso (concentragao letal
média) foi usada para avaliar a concentragdo de cada LI. Cada LI teve uma consequéncia na
sobrevivéncia dos peixes-zebra em até 96 h de exposi¢cdo. De acordo com a classificagdo de
risco, os autores classificaram os LIs usando a LCso da seguinte forma: relativamente inofensivo
([CaMIM][NOs], LCso®" 3193,5 mg L"), praticamente inofensivo ([CsMIM][NOs],
[CsMIM][NO3], [CsMIM][Br], [CeMIM][CI], [CsMIM][BF4], [CsMIM][PFs], LCso’" entre
120,1 e 867,1 mg L), ligeiramente téxico ([CsMIM][NOs] LCso”®" 23,1 mg L) e
moderadamente toxico ([Ci1oMIM][NOs] e [Ci12MIM][NOs;] LCso’®" 4,5 ¢ 3,7 mg L7,
respectivamente) concluindo que o efeito toxico pode ser intensificado aumentando o
comprimento da cadeia alquil.

Por outro lado, existem autores que reportam a utilizacdo de alguns LIs em condigdes
que ndo oferecem toxicidade. Larangeira et al. (2016) avaliaram os efeitos adversos do LI
cloreto de 1-butil-3-metilimidazdlio [BMIM][CI] (puro, fornecido em 500 mg/kg/7dias) em
ratos Wistar (Tabela 3). Através de histopatologia (avaliacdo em microscopio), seguindo uma
escala semi-quantitativa crescente de dano de 1 a 3, concluiram que o solvente nao foi capaz de
induzir mudangas nos rins dos animais avaliados, porém no figado o LI causou mudangas
moderadas. Ao avaliar o figado por imunoquimica o LI [BMIM][CI] nao foi capaz de causar
danos ao DNA, de acordo com os niveis de 8-OhdG (biomarcador de dano ao DNA).

Os autores também fizeram a extracdo de carotenoides de amostras de tomate
utilizando o mesmo LI, e apds a sua remogao por cristalizagdo em baixa temperatura, avaliaram
seu efeito in vivo e concluiram em geral que a dose recomendada de carotenoides (5 mg/kg/dia)
para consumo humano extraido com LI ndo induz a genotoxicidade, mutagenicidade e
citotoxicidade em o6rgdo de ratos (LARANGEIRA et al., 2016).

Chen et al. (2014) avaliaram os efeitos de 21 LIs baseados em imidazdlio em células
de pulmao humanas (Tabela 3). Apds avaliagdo colorimétrica nas células incubadas por 0, 3, 6,
24 e 48 h (utilizando os kits de contagem celular Kit-8 (CCK-8), WST-8 ((2- (2-metoxi-4-
nitrofenil) -3- (4-nitrofenil) -5- (2,4-dissulfofen-il) -2H-tetrazolio sal monossodico)), os autores
concluiram que a toxicidade esta relacionada com a cadeia alquila de cada LI, ou seja, com o
aumento do numero de carbonos da cadeia lateral, a toxicidade aumenta (considerando um
mesmo anion), e que alguns LIs dependendo de seu tipo e concentracdo assim como o CioNTH,
que apresentou ECso na concentragao de 0,0056 mmol/L, apresentam toxicidade ao organismo

humano. E conhecido que LIs com cadeias alquilas longas apresentam uma toxicidade mais
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pronunciada em relacdo aos com menor cadeia alquila, considerando um LI com mesmo anion
(CHEN, H.-L. et al., 2014; MEGAW et al., 2015; ZHANG, C. et al., 2017).

Considerando o uso de culturas celulares em relagdo a teste em animais, estas
apresentam algumas vantagens. A variedade de tipos de células de diferentes tecidos, varios
métodos de analise desenvolvidos para células, a possibilidade de investigar a proliferagao
celular, a possibilidade de investigar doses subletais e letais e até a recuperacao das células apos
um tratamento e, obviamente, sem necessidade de utilizar animais sdo as principais vantagens.
Além disso, as células humanas representam melhor as caracteristicas do sistema humano em
relacdo aos modelos animais (COMBES, 2004).

Por outro lado, existem poucas desvantagens em usar culturas de células para avaliagdo
de toxicidade. Testar substancias para avaliar seus efeitos toxicos nas células pode extrapolar
as condicdes naturais, uma vez que os testes in vifro ndo consideram os processos biologicos,
como absorg¢ao, distribui¢do, metabolismo e vias metabolicas. Além disso, sistemas biologicos
essenciais, por exemplo, sistema imunolédgico, de transporte, endocrino e nervoso, assim como
barreiras bioldgicas, como a pele, ndo sdo considerados (COMBES, 2004). Estas sao algumas
limitacOes desta categoria de analises.

Dessa maneira, o estudo de LIs voltado a utilizacdo em processos que envolvam
alimentos para consumo humano deve ser avaliado sob critérios rigorosos para o
estabelecimento da seguranca para a saude. Para a utilizacdo de um LI em um processo de
extracdo por exemplo, ¢ importante primeiramente realizar sua remocao, e avaliar as doses
residuais, bem como a sua toxicidade em células humanas ou em modelos animais, a fim de
verificar em qual concentragao o LI pode ser prejudicial a satude, levando em consideracao sua
aplicacdo e como serd o seu uso ao consumidor final (ingestdo, aspersdo, por contato, entre

outras).

4.3.5 Aplicaciao de LIs como solvente alternativo para a extracao de composto bioativos

Em geral compostos bioativos incluindo vitaminas, compostos fenolicos, acidos
graxos essenciais, substancias aromaticas e flavorizantes apresentam baixa solubilidade em
agua (CHANDRASEKARA; SHAHIDI, 2018; REZAEIL; FATHI; JAFARI, 2019). A
solubilidade desses compostos esta relacionada ao solvente extrator, que ¢ capaz de manter o

soluto através de forcas atrativas intermoleculares, € por esta razdo ¢ que os compostos
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bioativos sdo majoritariamente extraidos utilizando solventes organicos (RECHARLA et al.,
2017; REZAEIL;, FATHI; JAFARI, 2019).

Portanto, estudos envolvendo métodos alternativos para extragao utilizando solventes
inovadores sao uma tendéncia nessa area de pesquisa. Nesse sentido, alguns autores utilizam
LIs como solvente substituto aos solventes organicos tradicionais.

Existem poucos estudos utilizando LIs como solventes extratores de compostos
bioativos. Os trabalhos disponiveis utilizam métodos simples para a obtengdo de diferentes
classes de compostos bioativos, assim como a micro extragao em fase solida e principalmente
as extracOes assistidas por ultrassom e micro-ondas. A Figura 9 apresenta um esquema de
extragdo comum para a obtencao de compostos bioativos.

Resumidamente, LIs (variando a concentragdo e tipo) € a matriz rica em compostos
bioativos (Figura 9A) sdo misturados de acordo com o propodsito de pesquisa. Nesta forma
inicial, os compostos bioativos podem estar ligados a outros constituintes da matriz, por
exemplo, os compostos fendlicos podem estar ligados a celulose, hemicelulose, lignina, pectina
e proteinas (ACOSTA-ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014). Por
esse motivo, a proxima etapa (Figura 9B) ¢ submeter a solu¢do a um sistema de extracdo, como
ultrassom ou micro-ondas, para promover uma condi¢do de extragdo. Frequentemente nesta
etapa, ha uma otimizagao nos parametros dos equipamentos, como temperatura (°C), poténcia
(W), frequéncia (Hz), agitacdo e tempo (min); € no ambiente de extracdo, como tipo do LI e
concentracdo (mol L), relagdo solido-liquido (g L) e tamanho de particula (@), com o
objetivo de maximizar a recuperagdo dos compostos de interesse. Por fim, ¢ realizada a

extracdo, liberando os compostos bioativos de interesse (Figura 9C).
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Figura 9 - Esquema de extragdo de compostos bioativos usando LIs assistido por ultrassom ou
micro-ondas.
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Um dos grupos mais estudado dentro dos compostos bioativos sdo os compostos
fenolicos (CF). Os CF s3o metabolitos secundérios produzidos pelos tecidos vegetais em
condicdes de estresse, assim como: mudancgas climaticas, condi¢cdes desfavoraveis de luz,
ataques biologicos, lesodes fisicas, entre outros. O grupo abrange flavonoides, acidos fenolicos,
taninos, estilbenos, cumarinas e lignanas. CF podem eliminar espécies reativas de oxigénio,
agindo como compostos antioxidantes, entretanto apresentam baixa solubilidade em agua (LIU
etal.,2019; REZAEIL, FATHI; JAFARI, 2019). E nesse sentido que solventes alternativos como
os LIs sao atualmente uma tendéncia nesse campo de estudo.

Cao et al. (2017) descreveram um método de micro extragdo em fase sélida dispersiva
para obtencao de compostos fendlicos da propolis, baseados na avaliagdo de 5 diferentes LIs da
classe 1-dodecil-3-metilimidazélio ([Ci2MIM]CI, [Ci2MIM]Br, [Ci2MIM]SO3, [Ci2MIM]
HSO3 e [Ci12MIM]NO:3). O uso do LI foi capaz de extrair 20 compostos fenolicos identificados
por UHPLC-Q-TOF/MS, sendo o brometo de 1-dodecil-3metilimidazdlio [Ciomim][Br] a 200
mM o melhor extrator entre os LIs avaliados (Tabela 4). A extragdo foi efetiva principalmente
pela acdo do anion Br” e pela longa cadeia carbonica, fatores que contribuiram para a extragao
dos compostos fendlicos de interesse. E interessante destacar que o método proposto utilizou
somente 0,1 mL de VOS (acetato de etila para eluir os compostos apds a extragdo em fase
solida), diminuindo assim a geragao de residuos e potencial poluigao.

Além disso, o método proposto pelos autores apresentou uma alta sensibilidade
excelente precisdo, boa exatiddo e niveis baixos de limite de deteccdo (LOD). O método se
mostrou simples, rapido, eficiente e exigiu uma baixa quantidade de VOS comparado ao
método tradicional (CAO et al., 2017).

Santos et al. (2021) investigaram a extracao de flavonoides da propolis vermelha. Foi
avaliada uma extragdo de triagem com quatro tipos de LIs usando varias combinagdes junto
com cossolventes (4gua e etanol) (Tabela 4). Os resultados otimizados indicaram uma extra¢ao
efetiva de flavonoides usando uma solucao de [CsMIM][Cl] com dgua (10:1). Em comparagao
com a extragdo tradicional utilizando etanol 70 e 95% (112,93 e 275,85 mg de rutina g,
respectivamente), a condi¢do de extragdo otimizada usando LI foi aproximadamente de 4,1 e
1,7 vezes (470,96 mg de rutina g!) superior, respectivamente, a abordagem tradicional. Além
disso, os autores relataram um efeito positivo na atividade antimicrobiana do LI [CsMIM][CI]
contra Salmonella Enteritidis e Staphylococcus aureus, indicando que o LI interage com
componentes celulares da parede microbiana, sugerindo a necessidade do desenvolvimento de

estudos de toxicidade em células humanas.



47

A extracdo de ligninas de frutas, assim como a Magnolia chinesa (Schisandra
chinensis) utilizando LI foi descrita por Ma et al. (2011). Para a extragdo tradicional desses
compostos sao utilizados VOS (etanol, éter dietilico, éter de petroleo, cloroféormio e metanol)
por um longo periodo, demandando grande consumo de energia. Como método alternativo,
foram avaliados diferentes LIs baseados em metilimidazolio, variando o tamanho da cadeia
carbonica (C; até Ci2) e também o tipo de anion (Br, BF4, HSO4, NO3, CIO4, OH e Ac) para a
extracao desses compostos (Tabela 4). Com o aumento da cadeia carbonica e mantendo o anion
Br, ocorreu um aumento na eficiéncia de extragdo de ligninas de 11,9 = 0,3 para 100 + 3,4%
em geral, concluindo que o LI ¢ um excelente extrator de compostos vegetais, assim como as
ligninas. Comparado ao método tradicional de extracdo com etanol, o uso de LI aumentou
aproximadamente 3,5 vezes a eficiéncia de extragdo, com reducao de tempo de 6h para 30 min.
O trabalho também nao apresenta informacgdes relacionadas a remogao do LI do extrato obtido
(MA et al., 2011).

A extragdo assistida por micro-ondas dos flavonois miricetina e quercetina das folhas
da amora chinesa (Myrica rubra) utilizando solucdes aquosas de brometo de 1-butil-3-
metilimidazolio [BMIM][Br] 2,5 mol L' e sulfato de 1-butil-3-metilimidazolio [BMIM][HSO4]
2,0 mol L! foi descrita por Du, Xiao e Li (2011) (Tabela 4). O rendimento da extragio dos
flavonois miricetina e quercetina em relagdo a metodologia de extragdao com LI (sem o uso de
VOS) foi, respectivamente, 2,7% e 18% superior ao método tradicional com etanol 95%. Além
disso, a extragao assistida por micro-ondas aumentou o rendimento dos extratos de LI em 26%
para a miricetina e 49% para a quercetina. Portanto, esses resultados estdo associados a
combinagdo da extracdo por LI+micro-ondas.

Du, Xiao e Li (2007), utilizando um planejamento 3* (tamanho da amostra, razio
amostra/solvente, tempo e temperatura de extrac¢do), otimizaram um processo de extracdo com
LI assistido por micro-ondas de trans-resveratrol, conhecido por seu efeito antibacteriano,
hepato protetivo e antitumoral. A recuperacdo do trans-resveratrol utilizando solu¢do aquosa
do LI [BMIM][Br] 2,5 mol L como solvente, atingiu um rendimento de cerca de 92,8%,
enquanto com metanol foi de 88%. Além disso, o método proposto reduziu pelo menos 50% da
relacdo solido/liquido e reducdo de 60 min para 10 min de extracdo (Tabela 4).

Para aumentar o potencial de extragdao dos LlIs, Lou et al. (2012) combinaram a
extracao simultanea assistida por micro-ondas e ultrassom de acido cafeico, quercetina e acido
clorogénico de folhas de bardana (Arctium lappa L). Para isso, os autores utilizaram uma série
de LIs a base de 1-butil-3-metilimidazolio, com diferentes anions (Cl, Br, BF4 ¢ HoPO4). O LI

[BMIM][Br], 1,5 mol L' em solucio aquosa, foi utilizado para extrair os compostos
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polifenolicos por um equipamento de ultrassom/micro-ondas (400 W e 30 s de extragdo)
(Tabela 4). Comparado a extracdo convencional por aquecimento em refluxo usando etanol
70%, o método proposto aumentou o rendimento da extracdo em cerca de 7% para acido
clorogénico e cafeico, e 15% para quercetina, e reduziu o tempo de extracdo de 5 h para 30 s.
Dessa forma, a técnica utilizada mostrou-se rapida e inovadora.

Outra classe de compostos bioativos sdo os alcaloides. Esses compostos possuem
atividade bioldgica relacionada ao potencial antimicrobiano e analgésico, reduzindo também os
niveis de colesterol. Foi desenvolvido um método utilizando LI assistido por micro-ondas para
a extragdo de trés alcaloides (N-nornuciferina, O-nornuciferina e nornuciferina) da folha de
16tus (Nelumbo nucifera), sendo a principal contribui¢do da nornuciferina sua atividade anti-
HIV. Os autores testaram sete LIs a base de 1-alquil-3-metilimidazdlio (alterando as fragdes
cationicas e anidnicas). O método proposto, comparado ao método tradicional com etanol 95%,
aumentou a extragdo da N- nornuciferina e nornuciferina em 15% e 3% respectivamente. O
método também alcangou eficiéncias de 43,7% em relagdo aos métodos tradicionais testados e
redugdo do tempo de extragdo de 2 h para 2 min, usando solug¢ao aquosa de brometo de 1-hexil-
3-metilimidazdlio [CsMIM][Br] 1,0 mol L™ como solvente (Tabela 4) (MA et al., 2010).

Outro estudo com alcaloides, onde Cao et al. (2009) utilizaram uma solu¢ao aquosa de
tetrafluoroborato de 1-alquil-3-metilimidazélio [C4sMIM][BF4] 2 mol L™! assistida por ultrassom
para extrair piperina, um alcaldide obtido da pimenta branca (Piper nigrum L.) com agdo
antifungica e anti-inflamatdria. Os resultados indicaram que o método reduziu o processo de
extracdo de 2 h para 30 min, com um aumento de 45 % em relacdo ao método tradicional
(refluxo com metanol 75%) (Tabela 4). Nos trabalhos de Cao et al. (2017); Cao et al. (2009);
Du, Xiao e Li (2007, 2011); Lou et al. (2012); Ma et al (2011); Ma et al (2010); Santos et al.
(2021), nao foram mencionadas informacdes sobre a remocao do LI dos extratos.

Os pigmentos naturais assim como os carotenoides fazem parte dos compostos
bioativos lipossoltuveis, demonstrando atividade de pro-vitaminica A (B-caroteno, a-caroteno e
B-criptoxantina) (ROSTAMABADI; FALSAFI; JAFARI, 2019). Martins e De Rosso (2016)
sintetizaram o LI cloreto de 1-butil-3-metilimidazolio [BMIM][CI] e hexafluorofostato de 1-
butil-3-metilimidazélio [BMIM][PF¢] para extrair e entdo avaliar a estabilidade (térmica e a
luz) e a atividade antioxidante de carotenoides extraidos de tomates. O trabalho focou na
obtenc¢do do pigmento pela extracdo assistida em ultrassom visando aplicagdo na industria de
alimentos. Os carotenoides obtidos com LI mostraram-se estdveis, porém o rendimento de

extracdo e atividade antioxidante se mostraram menor em relacdo ao método tradicional
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utilizando acetona (Tabela 4). Nesse trabalho, o LI foi removido e recuperado do extrato final
através de cristalizagdo utilizando baixas temperaturas, assim sendo, o LI pode ser reutilizado.

Outro estudo com carotenoides avaliou a capacidade de varios LIs em extrair esse
composto bioativo da casca de laranja. Murador et al. (2019) desenvolveram um método usando
o LI [BMIM][CI] e etanol como cossolvente (1:2, respectivamente) assistido por ultrassom de
sonda de para recuperar os carotenoides da casca de laranja (Tabela 4). Os parametros de
extracdo foram avaliados por meio de um planejamento fatorial fracionario para triagem e um
planejamento composto central para a otimizagdo. Foram avaliadas as propor¢des de LI1/LI2
(estudaram quatro LIs diferentes), relacao solido-liquido, ciclos de extragdes, tempo de extragdo
e relacdo IL/cossolvente. O método otimizado aumentou quatro vezes a extracdo de
carotenoides totais de 7,88 ug g (método convencional com acetona) para 32,08 pg g!, e a
atividade antioxidante do método com LI foi de 24,67 umol a-tocoferol equivalentes g de
amostra seca ao contrario de 12,42 pmol o-tocoferol equivalentes g para o método tradicional
usando acetona. Além disso, os autores usaram apenas 6 ciclos de 5 min de extra¢do. O contrario
da extragdo exaustiva utilizada na metodologia tradicional para recuperacdo de carotenoides.
Neste trabalho, foi realizada a remoc¢ao do LI do extrato final utilizando resina XAD-7HP,
permitindo a recuperacao do IL.

Mesquita et al. (2019) avaliaram a extracdo de carotenoides de frutas (Bactris
gasipaes). Um processo de otimizagdo avaliou quatro tipos de LIs, sendo [C4sMIM][BF4] o mais
eficaz no processo de extracdo de carotenoides. Ao usar o método de extragdo com LI+etanol
assistido por ultrassom, a resposta média de 171,7 ug carotenoides g™, mostrou-se cerca de 1,9
vezes mais eficiente do que o método tradicional usando acetona (88 pg carotenoides g!). Além
disso, os autores concluiram que reciclando o LI, removendo-o do extrato usando baixa
temperatura (-80 °C / 70 min), a pegada de carbono (carbon footprint) foi reduzida em 50% em
comparagdo com a metodologia tradicional de extragao de carotenoides.

Kou et al. (2018) utilizaram extracdo assistida por ultrassom com LI para obtenc¢do
simultanea de gingerdis (compostos bioativos lipofilicos com propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias, antimicrobianas e anticancer) e polissacarideos bioativos (compostos com
propriedades antioxidantes e anti-fadiga) presentes no gengibre. Foram utilizados varios LIs
baseados em metilimidazoélio em diferentes concentragdes (0,2 a 2 mol L), variando a fragdo
cationica (C> a Cs) e anidnica (Cl, Br, BF4 e HSO4) para a extragdo em ultrassom (Tabela 4).
Comparado com a extracdo tradicional usando dgua e etanol 95% por 480 min, a extragdo
assistida por ultrassom usando solu¢do aquosa de [CsMIM][BF4] aumentou em 19% a

recuperagdo desses compostos, particularmente altos niveis de gingerois foram extraidos,.
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Porém, o método proposto nao foi eficiente na extrag@o de polissacarideos bioativos, reduzindo
em 7% o rendimento em relagdo a abordagem convencional. Entretanto, o método proposto
economizou cerca de 70% de energia para extracdo de gingerois em compara¢do com a
metodologia convencional. Neste trabalho, a remocdo do LI do extrato final foi realizada
utilizando resina macroporosa D101, permitindo a recuperagao do LI

Nos trabalhos de Kou et al. (2018), Martins e Rosso (2016), Mesquita et al. (2019) e
Murador et al. (2019) foram utilizadas técnicas para a separacao do LI investigado do extrato
bioativo obtido. Os procedimentos de remog¢ao empregados foram baseados na cristalizagdo em
baixa temperatura e na separagao fisica utilizando resinas especificas. Para possiveis aplicagdes
do extrato obtido em produtos alimenticios, ¢ importante a avaliagdo do teor residual de LI,
sendo determinado principalmente por técnicas analiticas como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

Assim como exposto no item 4.3.4, a avaliacdo da seguranga toxicoldgica para
aplicagdo dos LIs é um fator importante para sua utilizagdo em larga escala pela industria de

alimentos, e sendo assim, os niveis residuais de LI nos extratos tornam-se fundamental.



Tabela 4 - Estudos sobre a extra¢do de compostos bioativos utilizando LIs.
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Referéncia Amostra LIs testados Meétodo de extragdo Condigoes de extragdo Compostos bioativos
extraidos
[CMIM][CH], Ultrassom (US) e lgde propolis; 20 mL de solvente; poténcia do US, 300  Acido cafeico,
[Ci12MIM][Br], extracdo  dispersiva W; tempo, 20 min; temperatura, 25 °C; IL escopoletina, acido
[Ci12MIM][SOs], em fase solida. [C12MIM][Br] 200 mmol L' (aquoso); agitagdo 60 s; 3 ferulico, acido p-
[CixMIM] [HSOs] e mg mL"' de celulose microcristalina (sorbente); cumaérico, metil éster de
[Ci12MIM][NO3]. solvente de elui¢do, metanol. acido cumarico,
—~ quercetina, pinobanksin-
g 5-metil éter, quercetina-7-
Q metil éter, pinobanksin,
= Propolis. kaempeferol, quecetina-3-
5] metil éter, apigenina,
g quercetina-dimetil-éter,
< pinobanksin-3-o-acetato,
crisina-5-metil-eter,
pinocenbrina, galangina-
5-metil éter, acido cafeico
fenil etil éster, crisina e
galangina
o [CeMIM][CI], Ultrassom. Razdo solido/liquido, 1:3; ciclos de extracdo, 4; Flavonoides.
°3 [CsMIM][CT], poténcia do US, 300 W; tempo, 3,3 min; LI
g 8/ Prépolis. [CeMIM][PF4] e [CaMIM][CI] 10:1 com agua; extragdo em banho de
3 = [CsMIM][BF4]. gelo.
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Referéncia

Amostra LIs testados

Método de extragdo

Condigdes de extragao

Compostos bioativos
extraidos

Ma et al. (2011).

[CsMIM][NOs],
[CsMIM][HSO4],
[CsMIM][CIO4],
[CsMIM][OH],
[CsMIM][Ac],
[CsMIM][Br] e
[CsMIM]BF,].

Também Varios
comprimentos da
cadeia alquila foram
testados: [C:MIM][Br],
[CsMIM][Br],
[CsMIMI[Br],
[CsMIMI[Br],
[C]()MIM] [BI‘] €
[C 1 zMIM] [BI‘] .

Fruta (Schisandra
chinensis Baill).

Ultrassom.

Razdo solido/liquido, 1:12; ciclos de extragdo, 3;
poténcia do US, 200 W; tempo, 30 min; LI
[C12MIM][Br] 0,8 mol L' (aquoso); temperatura ndo
disponivel.

Ligninas: esquizandrina,
esquizandrina A, deo
esquizandrina, e Y-
esquizandrina.

Du, Xiao and Li, (2011).

[BMIM][CI],
[BMIM][Br],
[EMIM][Br],
[HMIM][Br], (bPyCl),
[EMIM][BF],
[BMIM][N(CN),],
[BMIM][H,PO,],
[BMIM],[SO4],
[HOOCH,MIM]CI,
[BMIM][HSO4],
[(CH3)N][C],
[BMIM][BF,].

Folhas (Myrica
rubra).

Micro-ondas.

Razdo solido/liquido, 1:30; LI [BMIM][Br] 2,5 mol L
! (com HCI 0,8 mol L) (aquoso); tempo, 10 min;
temperatura, 70 °C.

Miricetina e quercetina

Du, Xiao
and Li,

(2007).

Rizoma (Rhizma
Polygoni
Cuspidati) de
Polygonum
Cuspidatum

[BMIMI[CTI],
[BMIM][
[BMIM][BF,].

C
Br] e

Micro-ondas.

Razdo solido/liquido 1:20; LI [BMIM][Br] 2,5 mol L!
(aquoso); tempo, 10 min; poténcia do micro-ondas,
1000 W; temperatura, 60 °C.

Trans-resveratrol.
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Referéncia Amostra LIs testados Método de extragdo Condigdes de extragao Compostos bioativos
extraidos
[CsMIM][CT], Ultrassom e micro- Razdo solido/liquido 1:20; LI [C4MIM][Br] 1,5 mol L~ Acido cafeico, quercetina
) [CsMIM][Br], ondas. ! (aquoso); poténcia do US, 50 W; poténcia do micro- e dcido clorogénico.
g § Folhas de bardana [CoMIM][Br], ondas, 400 W; tempo, 30 s; temperatura ndo disponivel.
2 (Arctium lappa L.). [CeMIM][Br],
S~ [CsMIM][Br],
[CsMIM][BF,4]
[C4sMIM][H2PO4].
Py [CsMIM][CT], Micro-ondas. Razdo s6lido/liquido, 1:30; LI [CsMIM][Br] 1 mol L' Alcaloides (N-
S [CsMIM][Br], (aquoso); poténcia do micro-ondas, 280 W; tempo 2 nornuciferina, O-
8/ Folhas de 16tus [CoMIM][Br], min; temperatura ndo disponivel. nornuciferina e
= (Nelumbo nucifera  [CsMIM][BF4], nornuciferina).
- Gaertn). [CsMIM][PF¢],
§ [CsMIM][Br]
[CsMIM][Br].
[CsMIM][PFé], Ultrassom. Razdo solido/liquido 1:15; LI [C4MIM][BF4] 2 mol L~ Piperina.
= - [CsMIM][H,PO4], ! (aquoso); poténcia do US, 500 W; tempo 30 min;
32 Pimenta branca [C4SO;MIM][Br], temperatura ndo disponivel.
2 (Piper nigrum L.).  [CeMIM][BF4],
o [CsMIM][Br]
[CsMIM]BF,].
[BMIM][CI] Ultrassom. 5 g de amostra; LI [BMIM][CI] 1:1 com etanol; tempo, Licopeno.
g 8 g @ [BMIM][PFs]. 5 min; temperatura, 0 °C.
59 23 Tomate.
S E§¢Q
8 [BMIM][CI], Ultrassom. Razdo solido/liquido 1:3; LI [BMIM][CI] 1:2 com Carotenoides.
o [BMIM][PFs], etanol; poténcia e frequéncia do US, 200 W/20 kHz;
g 8/ Casca de laranja. =~ [BMIM][BF4] time 5 min; ciclos de extragdo, 6; extragdo em banho de
§ = [BMIM][CI]. gelo.
o [CsMIM][BF4], Ultrassom. Razio solido/liquido 1:1; LI [CsMIM][BF4] 1:1 com Carotenoides.
= /2 . [CsMIM][CT], etanol; tempo 12 min; ciclos de extracdo 4; poténcia do
% g % Fructzii(iigns [CsMIM][CT] US e temperatura nao disponiveis.
s °g gaspaes). [C4MIM][PF].
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Referéncia Amostra LIs testados Método de extragdo Condigdes de extragao Compostos bioativos
extraidos
[CsaMIM][CT], Ultrassom. Razdo solido/liquido, 1:20; LI [C4sMIM][BF4] 1,5 mol  Gingerdis (6-gingerol, 8-
. [CsMIM][Br], L' (aquoso); poténcia do US, 200 W; tempo de gingerol e 10-gingerol) e
E‘ @ [CsMIM][BF4], extragdo, 10 min; temperatura, 25 °C. polissacarideos bioativos.
= Gengibre. [CsMIM][HSO4],
2 < [C.MIM][BF4],
[CsMIM][BF4] e

[CsMIM][BF,].
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A Figura 10 apresenta os principais LIs usados nas condigdes otimizadas dos trabalhos
mencionados na Tabela 4 para a extragdo de diferentes compostos bioativos. Os principais LIs
utilizados nos trabalhos foram compostos pelos anions Br, BF4 e Cl e os principais cations
apresentaram comprimentos das cadeias alquilas entre Cs, Ce¢ e Ci2. Além disso, as
concentragdes de LIs variaram de solugdes aquosas entre 0,2 a 2,5 mol L™, sendo que apenas
dois trabalhos utilizaram o LI associado ao etanol como cossolvente para preparar a solugdo de

extracao.

Figura 10 - Principais LIs utilizados para a extracdo de compostos bioativos reportados na
Tabela 4. [CsMIM][Br] (A); [BMIM][Br] ou[C4sMIM][Br] (B); [BMIM][BF4] ou
[CsMIM][BF4] (C); [BMIM][CI] (D); [C12MIM][Br] (E).
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Nos artigos discutidos na Tabela 4, foi possivel observar as variacdes dos anions
utilizados nos LIs. Os anions hidrofébicos podem produzir LIs misciveis em agua e aumentar
a intera¢do na solugdo de extracdo. Nesse sentido, a alteracdo de anions em um LI promove
alteragdes essenciais nas propriedades de um LI. Por outro lado, alguns trabalhos, como Kou et
al., (2018), Lou et al., (2012) e Ma et al., (2011) apresentados na Tabela 4 estudam a variacao
no comprimento da cadeia alquila de um LI como demonstrado na Figura 10, sendo responsavel
pelas propriedades de viscosidade da substancia. A variacao da fracao catidnica também pode

influenciar a hidrofobicidade ou a capacidade de um LI em fazer ligagdes de hidrogénio. Em
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resumo, LI com cadeias alquilas mais longas tendem a formar agregados que bloqueiam o
acesso de solutos ao anel imidazolio (BARRULAS; PAIVA; CORVO, 2019; HUDDLESTON
etal.,2001).

De acordo com a Tabela 4, a maioria dos trabalhos tém usado métodos de extracao
assistidos por ultrassom ou por micro-ondas para recuperar compostos bioativos. A faixa de
temperatura utilizada nos trabalhos varia de 0 °C (para extracdo de licopeno) a 70 °C (para a
extracdo de miricetina e quercetina). Alguns autores ndo mencionaram a temperatura utilizada
em seus procedimentos, porém, o controle deste parametro de alguma maneira ¢ fundamental
para evitar a degradagdo dos compostos termolabeis, sendo altamente recomendavel seu ajuste
e controle.

E possivel observar que atualmente, o uso de liquidos idnicos na extragdo de
compostos bioativos tem sido um tema que vem crescendo nos ultimos anos, sendo aplicado
em varias matrizes com o objetivo de ser utilizado como solvente alternativo para contribuir
em processos inovadores, além de diminuir o tempo de reagdo de varios métodos tradicionais,
com consequente reducdo de energia, 4dgua, combustivel e emissdo de carbono
(BENVENUTTI; ZIELINSKI; FERREIRA, 2019; CHOI; VERPOORTE, 2019; KOU et al.,
2018; MURADOR et al., 2019).

Dessa maneira, o uso de LI como solvente extrator de compostos bioativos, em

especial os compostos fenolicos, frente aos tradicionais VOS foi investigado.

5 MATERIAL E METODOS — ETAPAS 2,3 e 4

5.1 PROSPECCAO CIENTIFICA E TECNOLOGICA — ETAPA 2

Uma prospeccao cientifica e tecnoldgica foi realizada de modo a conhecer a atual
situacdo do uso dos LIs em processos de extragao.

Para a prospecg¢do cientifica, as buscas dos artigos cientificos foram realizadas nas
bases de dados Science Direct, Scopus, Scielo e Periddicos Capes, compreendendo o periodo
entre 2000 e 2018, utilizando os seguintes descritores: “ionic liquid®’ e “ionic liquid* AND
extraction” (bases internacionais) e “liquidos i6nicos” e “liquidos i6nicos AND extra¢do”
(bases nacionais).

As buscas foram realizadas em modo avangado, e os resultados refinados para a area
de Ciéncia de Alimentos, ¢ quando disponivel, filtros (Agricultural and Biological Sciences

para o Science Direct e Ciéncias Exatas e da Terra para o portal Scielo) foram aplicados para
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melhor visualizagdo do nimero de trabalhos publicados com a tematica. No website Scopus os
graficos foram gerados no diretamente no site.

A prospecgdo tecnologica nas bases de patentes do INPI (Instituto Nacional da
Propriedade Industrial - nacional) e ESPACENET (European Patent Office - internacional) foi
realizada utilizando os mesmos descritores, entretanto, foram utilizadas associagdes com 0s

codigos da Classificacdo Internacional de Patentes (IPC, do inglés) conforme apresentado na
Tabela 5.

Tabela 5 - Codigos IPC utilizados na busca de patentes

Codigo B 01 D 11 02
o ~
s, Operagdes de Processos ou aparelhos ~
g . : f ~ Extragdo com i1
3 processamento; fisicos ou quimicos em Separagdo solventes De so6lidos
] transporte geral
Codigo B 01 D 11 04
o ~
f? Operagdes de Prgcessos ou’ap.arelhos ) Extragio com De solugdes
5 processamento; fisicos ou quimicos em Separagéo L
2 solventes liquidas
] transporte geral
Codigo B 01 J 8 00
Processos
Processos quimicos ou
quimicos ou fisicos em
o fisicos, p. Ex. geral,
‘S, Operagdes de Processos ou aparelhos Catalise ou realizados na
3 processamento; fisicos ou quimicos em quimica presenca de
S transporte geral coloidal; fluidos e
aparelhos particulas
pertinentes aos solidas;
mesmos aparelhos para

esses
processos

As informacdes obtidas foram organizadas em graficos (software Microsoft Excel®)

para melhor visualizagdo e interpretacao de dados. O software CSVed foi utilizado para a
extracdo dos dados das bases de patentes.

5.2 EXPERIMENTOS LABORATORIAIS

5.2.1 Etapa 3

5.2.1.1 Amostras
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Amostras de goiabas vermelhas (Psidium guajava L.) maduras e frescas foram
adquiridas em mercado local da cidade de Florian6polis, SC, Brasil (27°35'48” sul, 48°32'57”
oeste), em marco de 2019. Ressalta-se que como se trata de um produto vegetal e natural,
variagcdes em sua composicao quimica provenientes de fatores edafoclimaticos (clima, relevo,
litologia, temperatura, umidade do ar, radiacao, tipo de solo, vento, composi¢ao atmosférica e
precipitagdo pluvial) podem ocorrer. Todas as frutas foram lavadas com agua potavel e
higienizadas por 15 min. com solugfio de hipoclorito de sodio (100 mg L', seguido de 5 mg L
) e, em seguida foram armazenadas em refrigera¢io até o momento do processamento. As
frutas foram levadas a uma despolpadeira industrial (BRAMEITAR Campinas, Brasil) e o
residuo obtido, composto por sementes, casca e sobras de polpa, foi coletado separadamente da
polpa, representando cerca de 36% do peso total. O residuo da goiaba foi seco em estufa
(Tecnal, TE 394/2, Piracicaba, Brasil) a 55 °C por 10 h (LIMA ef al., 2019), triturado em
moinho de martelo (Tecnal, TE 090, Piracicaba, Brasil) e em moinho analitico (IKA A1l basic
Sdo Paulo, Brazil) e posteriormente transferidos para uma peneira de 60 Tyler mesh para
padroniza¢do do tamanho de particula. A amostra em p6 do residuo de goiaba foi embalada a

vacuo em sacos grau alimenticio e mantidas a -24 °C até analise posterior.

5.2.1.2 Sintese do liquido ionico [BMIM][CI]

A sintese do LI [BMIM][CI] foi realizada partir dos reagentes 1 Metilimidazolio
(C4HgN>) e 1 Clorobutano (C4HoCl) (Sigma Aldrich, St Louis, MO) através de uma reagao de
alquilagdo (FANG et al., 2007).

A escolha do LI [BMIM][CI] foi baseada em seu potencial de recuperar compostos
bioativos (MARTINS e ROSSO, 2014), devido principalmente a sua capacidade de dissolver
grandes por¢des de celulose NEMESTOTHY et al., 2017) liberando os compostos de interesse
para a solugdo extratora, e também pelo fato de este ¢ um dos LIs mais utilizados como solvente
(BERTHOD; RUIZ-ANGEL; CARDA-BROCH, 2017; HUDDLESTON et al, 1998;
VENTURA et al., 2017).

Em um balao de fundo redondo o [BMIM][CI] foi sintetizado a partir da mistura em
concentragdes de 0,5 mol L' de 1 Metilimidazolio (C4HeN2) e 1 Clorobutano (C4HosCl). Os
reagentes foram submetidos a agitacdo e refluxo por 72 h em temperatura de 80 °C, até a
formagdo de um liquido amarelo viscoso, que em seguida, foi seco em evaporador rotativo sob

vacuo a 100 °C, e entdo cristalizado a -40 °C. Para reduzir o consumo de VOS, ndo foram
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realizados procedimentos adicionais de purificacio (CARDA-BROCH; BERTHOD;
ARMSTRONG, 2003; FANG et al., 2007; MARTINS et al, 2016).
A remocao do LI [BMIM][CI] dos extratos nao foi avaliada, pois os extratos ndo foram

utilizados para aplicagdo tecnoldgica em produtos alimenticios.

5.2.1.2.1 Caracteriza¢do quimica do liquido ionico sintetizado

O LI gerado a partir da sintese foi caracterizado quanto ao seu rendimento, ponto de
fusdo e ao seu padrdo de fragmentacdo por espectrometria de massas (MS).

O rendimento foi calculado com base na molaridade do LI resultante (CsHisCIN; =
174,6705 g/mol), para tanto, antes de cada sintese, a massa do recipiente livre de impurezas e
seco previamente em estufa a 105 °C utilizado para o experimento foi anotada. Logo apos de
cada sintese, foi tomada a massa total juntamente com o LI sintetizado, e entdo comparado com

o valor tedrico calculado a partir da diferenca de massa entre o valor tedrico e o obtido (Equagao

).

(massa final x 100)
massa inicial (teérica)

Rendimento do LI [BMIM][C]] =

(Eq 1)

A temperatura de fusdo (Microquimica Equipamentos, MQAPF-302, S3o Paulo,
Brasil) foi determinada utilizando uma pequena aliquota do [BMIM][CI], que foi aquecida
gradativamente a partir de 25 °C até 70 °C até que fosse observada a completa fusdo do LI.

Para avaliacdo do padrdo de fragmentagdo em espectrometro de massas (MS/MS)
(micrOTOF-Q II Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), a amostra de LI foi dissolvida em
metanol e diretamente injetada, seguindo as condigdes: fonte de ionizagdo por “electrospray”
(ESI) em modo positivo, voltagem do capilar de 4500 V, fluxo do gés de 4.0 L/min, pressao do
nebulizador a 0,4 bar, em temperatura de 200 °C., com base na técnica descrita por Martins e
De Rosso (2016). O software mMass — Open-Source Mass Spectrometry Tool foi utilizado para

o tratamento de dados.

5.2.1.3 Extragdo de compostos fendlicos do residuo do processamento da goiaba usando LI
[BMIM][CI] assistido por ultrassom

5.2.1.3.1 Delineamento experimental
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Foi utilizado um planejamento experimental fatorial completo 2* com pontos centrais
para identificar os parametros significativos (p<0,05) nas respostas de composicao fenolica
total (método de Prussian Blue) e potencial antioxidante (método DPPH) do residuo do
processamento da goiaba. Os parametros: concentragao do LI [BMIM] [CI] (solugdes aquosas
a0,4; 1,45 e 2,5 mol L), tempo de extracdo (10, 25 e 40 min) e temperatura de extracio (35,
45 ¢ 55 °C) foram avaliados levando em consideracdo os trabalhos em literatura avaliando
concentracdoes dos LIs e os parametros possiveis de serem ajustados no equipamento de
ultrassom, respectivamente. Além disso, uma extragdo com metanol 100% (CH3OH) (25 min,
a 45 °C — condi¢io de ponto central do planejamento 2%) foi realizada para comparagdo com os
resultados obtidos para o LI [BMIM][CI]. A extragdo com metanol para fins comparacio na

etapa de triagem foi realizada exclusivamente na etapa 3 do trabalho.

5.2.1.3.2  Extragdo dos compostos fenolicos do residuo da goiaba com ELIAU e VOS

As extragdes dos compostos fendlicos foram realizadas em triplicata em banho
ultrassonico (165 W, 37 kHz) (Eco-Sonics, Ultronique, Q5.937A, Indaiatuba, Brasil), sendo
que 1 mL das solugdes do LI [BMIM][CI] foram adicionadas em 0,06 g de amostra (testado em
experimentos prévios) e submetidos a extragdo em banho de ultrassom. Os extratos foram
centrifugados em 8400 g por 10 min (Novatécnica, NT800) para a separagdo da fase solida, e o

sobrenadante coletado e armazenado a -18 ° C até o momento das analises.

5.2.1.4 Andlises fitoquimicas in vitro
5.2.14.1 Fendlicos totais

O teor de fendlicos das amostras foi avaliado utilizando o método de Prussian Blue
(PRICE; BUTLER, 1977). A metodologia foi adaptada para realizagdo em microplacas
(MARGRAF et al., 2015). Primeiramente, uma aliquota de 100 pL dos extratos do residuo da
goiaba foi colocada em microplacas de 96 pocos, depois 100 uL. de uma solugdo de cloreto
férrico hexahidratado FeCl3.6H>O (0,5 mmol L) foram adicionados deixando-se reagir por 2
minutos. Em seguida, foram adicionados 100 puL de ferrocianeto de potassio 0,5 mmol L, e
apo6s 15 min no escuro, a absorbancia foi registrada em 725 nm usando um leitor de microplacas
(SpectraMax®, Paradigm®, Molecular Devices, San Jose, CA, USA). Os resultados foram
calculados de acordo com uma curva analitica equivalente a um composto fenolico reconhecido

entre as matrizes vegetais, como o acido galico (com faixa linear entre 0 e 15 mg L") (Sigma-
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Aldrich, China), expressa em mg g, e dois brancos (um de anélise e outro s6 com o LI)

realizados paralelamente.

5.2.1.5 Avaliagdo do potencial antioxidante in vitro
5.2.1.5.1 Potencial antioxidante baseado na captura do radical DPPH

O potencial antioxidante avaliado pela captura do radical DPPH (Sigma-Aldrich,
Alemanha) foi realizado com base na metodologia de Brand-Williams, Cuvelier e Berset
(1995) adaptada para microplacas de 96 pogos. Uma aliquota de 40 pL de extrato inicial do
residuo de goiaba foi colocada em uma microplaca, depois foram adicionados 260 puL. de uma
solugdo metandlica de DPPH (0,1 mmol L). Apés 30 minutos em ambiente escuro, a
absorbancia foi registrada em 517 nm em um leitor de microplacas. Os resultados foram
calculados de acordo com uma curva analitica equivalente a um antioxidante natural
reconhecido, o 4cido ascérbico (com faixa linear entre 2 e 30 mg L), expressa em mg g, e

dois brancos (um de analise e outro s6 com o LI) realizados paralelamente.

5.2.1.6 Analise estatistica

Todas as andlises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos como
média + desvio padrdo. Os testes de ANOVA seguidos pelo teste de Tukey (5% de
significancia) foram calculados através do software SASM-Agri para verificar diferencas
estatisticas entre os tratamentos. As normalidades dos residuos foram analisadas visualmente e
através do teste de Ryan Joiner para avaliar se os modelos ajustados sdo confidveis.

Para a modelagem matematica e computacional, o software Statistica 13.5 (fornecido
pela UFSC) foi utilizado. Os ajustes do modelo (lack of fit) e os coeficientes de determinagao

(R?) e determinagio ajustado (R?.j) foram avaliados.

5.2.2 Etapa 4

5.2.2.1 Amostras

Amostras de goiabas vermelhas (Psidium guajava L.) organicas, maduras e frescas
foram adquiridas em mercado local da cidade de Floriandpolis, SC, Brasil (27°35'48” sul,
48°32'57” oeste), em margo de 2019. Todo os processos posteriores de preparo de amostra

seguiram conforme item 5.2.1.1.
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5.2.2.2 Sintese do liquido ionico [BMIM][CI]

A sintese do LI [BMIM][CI] foi realizada conforme item 5.2.1.2.

5.2.2.2.1 Caracteriza¢do quimica do liquido ionico sintetizado

O LI gerado a partir da sintese foi caracterizado conforme item 5.2.1.2.1.

5.2.2.3 Extragdo com LI assistida por ultrassom (ELIAU) para obtengdo do extrato bioativo
otimizado do residuo do processamento da goiaba

5.2.2.3.1 Delineamento experimental

Foi realizado um planejamento fatorial completo 2* com pontos centrais de triagem
para avaliar a influéncia dos pardmetros relacdo amostra/solvente (30, 65 e 100 g L), tempo
de ultrassom (10, 25 e 40 min), temperatura (35,45 e 55 °C) e tipo de LI ([BMIM][CI],
[BMIM][BF4], ou a mistura 1:1 desses LIs) na extracdo assistida por ultrassom (ELIAU) de
compostos fenolicos do residuo do processamento da goiaba (Tabela 10). Os LIs utilizados
foram solugdes aquosas de 2,5 mol L' de [BMIM][CI] sintetizado e 2,5 mol L' de
[BMIM][BF4] (Sigma-Aldrich, Co, St louis, USA), conforme estudada a efetividade dessa
concentragdo na etapa 3 do trabalho. As concentra¢des utilizadas também foram previamente
estudadas (DU et al., 2009; DU; XIAO; LI, 2007; FAN et al., 2012; MA, C. et al., 2011).

Apo6s determinados os parametros significativos na extragao dos compostos fendlicos
utilizando ELIAU, foi utilizado um delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 para
avaliar o melhor LI entre [BMIM][CI] e [BMIM][BF4] (0, 14, 50, 85 ¢ 100%) e a razdo amostra-
solvente (5, 20, 55, 90 e 104 g L") avaliado por superficie de resposta e fungio desejabilidade
(ajustado para 100 iteragdes) para otimizar a extracdo dos compostos fenodlicos com acdo
antioxidante do residuo do processamento da goiaba.

Ambos os planejamentos foram avaliados em fungdo das respostas de compostos

fenolicos totais (método de Prussian Blue) e atividade antioxidante (métodos DPPH e FRAP).

5.2.2.3.2 Extragdo dos compostos fenolicos do residuo da goiaba com ELIAU e VOS
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A massa das amostras de residuo de goiaba foi mensurada em balanga analitica (BEL
— Mark M214AMonza, Itdlia) em micro tubos de centrifugagdo, apds foi adicionado o LI
extrator e rapidamente misturados em vortex. Em seguida, as amostras foram levadas a extragao
em banho de ultrassom operando com poténcia total (165 W) a uma frequéncia de 37 kHz, e
apos centrifugadas em 8400 g por 10 min (Novatécnica, NT800, Piracicaba, Brasil) para a
separacgdo da fase solida, e o sobrenadante coletado e armazenado a -18 °C até o momento das
analises.

Adotada a condi¢ao otimizada, esta foi avaliada em comparagdo com uma série de
solventes orgénicos (etanol 100%, etanol 80 %, etanol 50 %, metanol 100%, metanol 80 % e
metanol 50 %), dgua e agua acidificada (1% &cido acético), solventes tradicionalmente

utilizados para a extracdo de compostos fenolicos de matrizes vegetais.

5.2.2.4 Analises fitoquimicas in vitro
5.2.2.4.1 Fendlicos totais

O teor de fenolicos das amostras foi avaliado conforme item 5.2.1.4.1.

5.2.2.4.2 Flavonois totais

O contetido de flavonois totais das amostras foram avaliados (YERMAKOV;
ARASIMOV; YAROSH, 1987). Uma aliquota de 80 uL da amostra foi adicionada em uma
placa de 96 pocos, depois 80 puL de solugdo etanolica a 2 % (m/v) de cloreto de aluminio
hexahidratado foram misturados e deixados entre 3 a 4 min para reagir. Subsequentemente, 120
uL de acetato de sodio (50 g L!) foram adicionados, e apds 2,5 horas a absorbancia foi
registrada em 440 nm usando um leitor de microplacas. Os resultados foram calculados de
acordo com uma curva analitica equivalente a um flavonol conhecido, a quercetina (com faixa
linear entre 0 a 55 mg L") (adquiridos da Sigma-Aldrich), expressa em mg g!, e dois brancos

(um de andlise e outro s6 com o LI) realizados paralelamente (GRANATO; NUNES, 2016).

5.2.2.4.3 Taninos condensados

Os taninos condensados foram avaliados pelo método vanilina/H>SO4 (HAGERMAN,
2002). Para a analise utilizando microplaca de 96 pogos misturou-se uma aliquota de 25 pL de

extrato do residuo de goiaba com 150 pL de solu¢do metandlica de vanilina a 4% (m/v) e 75
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uL de H>SO4 a 32% (v/v), depois de 15 min a absorbancia foi registrada em 500 nm usando um
leitor de microplacas (HORSZWALD; ANDLAUER, 2011). Os resultados foram calculados
de acordo com uma curva analitica equivalente a um composto reconhecido pertencente ao
grupo, como a catequina (com faixa linear entre 60 a 300 mg L) (Sigma-Aldrich, St.Louis,
EUA), dada em mg g, e dois brancos (um de andlise e outro s6 com o LI) realizados

paralelamente.

5.2.2.4.4 Orto-difenois

Para determinacdao dos compostos fendlicos de baixo peso molecular da classe dos
orto-difenois, 50 pL da amostra foram distribuidos em placas de microanalise de 96 pogos, em
seguida foram adicionados 200 pL de solugdo de molibdato de sddio dihidratado a 5% (m/v).
Depois de 25 min em repouso foi realizada o registro da absorbancia em 370 nm em leitor de
microplacas (MAESTRO DURAN ez al., 1991). Os resultados foram calculados de acordo com
uma curva analitica equivalente a um composto orto-difenol conhecido, o 4cido cafeico (com
faixa linear entre 0 a 80 mg L!) (Sigma-Aldrich, Suica), expressa em mg g™!, e dois brancos

(um de analise e outro s6 com o LI) realizados paralelamente.
5.2.2.5 Avaliagdo do potencial antioxidante in vitro
5.2.2.5.1 Potencial antioxidante baseado na captura do radical DPPH

O potencial antioxidante foi avaliado conforme item 5.2.1.5.1. Entretanto para o
planejamento fatorial completo 2* da etapa 4, foi considerada a inibi¢io normalizada (IN) com

a massa da amostra, por conta do parametro razdo amostra/solvente, conforme a equagao 2:

[1- (a1 hrance )X 100

g amostra

inibicdo normalizada = (Eq2)

5.2.2.5.2 Atividade antioxidante baseada na redug¢do do ferro (Ferric-reducing antioxidant
power - FRAP)

O ensaio de FRAP também foi utilizado para determinar o potencial antioxidante das
amostras do residuo do processamento da goiaba (BENZIE; STRAIN, 1996). A metodologia
foi adaptada para andlise de microplacas, de modo que 20 pL de amostra do residuo de goiaba

foram adicionados em microplaca, depois 280 puL de solucdo FRAP (1:1:10 de 2,4,6-tris
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(2piridil)-s-trizina (Sigma-Aldrich, Suica); 20 mmol L™ de cloreto férrico hexahidratado; 300
mmol L de tampdo de acetato de sddio pH 3,6) foram misturados. Apds 30 min de incubagio
a 37 °C, a absorbancia foi registrada em 593 nm. Os resultados foram calculados de acordo com
uma curva analitica equivalente a um antioxidante natural reconhecido, o acido ascorbico (com
faixa linear entre 0 a 50 mg L), expressa em mg g, e dois brancos (um de anélise e outro s6

com o LI) realizados paralelamente.

5.2.2.5.3 Potencial antioxidante baseada no sequestro do radical ABTS

O sequestro do radical ABTS (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) foi avaliado (RUFINO
et al., 2007) utilizando uma solugdo estoque de 7 mmol L™! de ABTS misturada 16 horas antes
da analise com 140 mmol L' de persulfato de potissio na propor¢io de 5:0,08 mL,
respectivamente. Logo antes da analise, a solu¢ao de trabalho do ABTS foi ajustada com etanol
até atingir a absorbancia proxima de 0,700 em 734 nm. Posteriormente, 10 pL do extrato inicial
das amostras foram colocados em microplacas de 96 pocos e adicionados de 290 pL da solugdo
de trabalho de ABTS. Apds 6 minutos no escuro, a absorbancia foi registrada e os resultados
foram calculados de acordo com uma curva analitica equivalente a um antioxidante sintético,
Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) (com faixa linear entre 5 e
150 mg L) (Acros Oragnics, Nova Jersey, EUA), em mg g!, e dois brancos (um de analise e

outro s6 com o LI) realizados paralelamente.

5.2.2.5.4 Poder quelante frente aos ions Fe’* e Cu’*

O poder quelante frente ao ion ferroso foi avaliado por método descrito por Carter
(1971), com modificacdes, em que 50 pL. de amostra diluida foi colocada em microplaca de 96
pogos, em seguida, foram adicionados 160 pL de 4gua ultrapura e 15 pL de sulfato de cloreto
de ferro (1I) tetrahidratado (0,30 mmol L™'). Apos 5 min, 30 pL de ferrozina (0,80 mmol L)
foram adicionados na microplaca com as amostras, mantendo-se em repouso por 15 minutos.
A absorbancia foi registrada em 562 nm em leitor de microplacas. Como controle negativo, a
solucdo de ferrozina foi substituida por agua ultrapura. A resposta foi calculada em termos de
inibicdo da formagio do complexo Fe?*-ferrozina (%) de acordo com a equagio 3 (SANTOS,

etal., 2017).

([Abs amostra—Abs solugdo sem ferrozina)]

x 100 (Eq 3)

inibicdo do complexo Fe — ferrozina (%) = 1 — Jp—
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O poder quelante frente ao ion ctprico foi avaliado de acordo com o método descrito
por Saiga, Tanabe e Nishimura (2003) com modifica¢des, sendo que 30 uL. de amostra diluida
em 200 uL de uma solugdo de acetato de sddio (50 mmol L', pH 6) foi adicionada em
microplaca, seguida da adi¢ao de 30 pL de uma solucdo de sulfato de cobre pentahidratado (0,1
mg mL™). Apds 2 min, uma solugdio de violeta de pirocatecol (2 mmol L) foi adicionada a
placa, agitando-se e¢ ap6s 20 min a absorbancia foi registrada em 632 nm em leitor de
microplacas. A resposta foi calculada em termos de inibigdo da formagdo do complexo Cu®'-

pirocatecol (%) de acordo com a equacdo 4 (SANTOS et al., 2017).

Abs amostra

inibicao do complexo Cu — pirocatecol % = 1 — ( ) x 100 (Eq 4)

Abs controle

5.2.2.6 Inibigdo biologica in vitro da peroxidacao lipidica em gema de ovo

Para avaliar o potencial antioxidante com base na inibi¢do da peroxidacao lipidica em
gema de ovo foi utilizado o método de Margraf et al. (2016). Primeiramente 500 pL de
homogenato de gema (25 g L' de gema de ovo + 0,1 mol L' de tampdo fosfato de sédio pH
7,4) e 50 uL de uma solugdo de sulfato ferroso (4 mmol L) foram adicionados em 50 pL de
amostra. A solu¢do resultante foi mantida em banho-maria (37 °C) por 45 minutos. Em seguida,
foram adicionados 500 pL de acido acético a 20 % (v/v) (pH 3,5) e 1 mL de solugdo de acido
tiobarbittrico a 0,67 %. A solug¢do foi mantida novamente em banho-maria (95 ° C) por 30 min,
depois centrifugada (8400 g/10 min), e finalmente o sobrenadante plaqueado e a absorbancia
registrada em 532 nm, e dois brancos (um de analise e outro s6 com o LI) realizados

paralelamente. Os resultados foram calculados de acordo com a equacao 5.

[Abs branco—Abs amostra)]

Inibigio % = x 100 (Eq 5)

Abs branco

5.2.2.7 Anadlise estatistica
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Todas as analises foram realizadas conforme item 5.2.1.6. Além disso, os efeitos dos
parametros avaliados na otimizacdo foram modelados, também como, as superficies de
respostas foram apresentadas para ilustrar os dados obtidos.

Para a etapa 4, a desejabilidade as variaveis tipo de LI e razado amostra/solvente foram
avaliadas através das respostas de compostos fenolicos totais e potencial antioxidante por dois
métodos, além disso foram utilizadas 100 iteracdes para obter a resposta maxima para as 3
respostas dentro dos niveis estudados. Os parametros otimizados foram realizados e
comparados com os valores preditos (intervalo de confianga de 95%), também, o indice D foi

usado para avaliar os valores otimizados (MACIEL; TEIXEIRA; BLOCK, 2020).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 ETAPA 2

6.1.1 Prospeccao Cientifica

As buscas nas bases de literatura cientifica revelaram muitos trabalhos nos ultimos
anos e muitas aplicagdes dos LIs. Os resultados encontrados podem ser observados na Tabela

6.

Tabela 6 - Numero de trabalhos recuperados nas bases de dados cientificas contendo os
descritores utilizados.

Filtro Aplicado (Ciéncia de

Bases de Al ¢ Descritores Resultados
Pesquisa imentos)
Agricultural and Biological Sciences ionic liquid* 8001
Science Direct
Agricultural and Biological Sciences ionic liquid* AND extraction 3159
Ciéncias Exatas e'da Terra e ionic liquid* 110
Engenharias
Ciéncias Exatas e'da Terra e ionic liquid* AND extraction 5
Engenharias
Scielo
Ciéncias Exatas e da Terra e L -
. liquidos i6nicos 45
Engenharias
Ciéncias Exatas e.da Terrae liquidos i6nicos AND extragdo 2
Engenharias
Nd ionic liquid* 61782
Periédicos Nd ionic liquid* AND extraction 2866
CAPES Nd liquidos i6nicos 44
Nd liquidos i6nicos AND extracao 0

nd: ndo disponivel.
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No portal Science Direct, com os termos e filtros aplicados, foi verificado um total de
8001 trabalhos contendo o termo “ionic liquid*” no titulo dos estudos. Com a agregagdo do
termo “extraction” a busca retornou 3159 trabalhos, demonstrando que ha um namero
expressivo de artigos cientificos utilizando liquidos i6nicos para a extragdao de diferentes
compostos.

A busca de trabalhos cientificos no portal Scielo utilizando o filtro de pesquisa das
areas de Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias, revelou menos trabalhos, sendo 5 e 2
trabalhos com os termos “ionic liquid* AND extraction” e “liquidos i6nicos AND extragao”,
respectivamente. O menor numero de trabalhos nessa base de dados em relacao a Science Direct
sobre os “liquidos idnicos”, provavelmente ¢ devido ao fato de que ela abriga revistas cientificas
de apenas 14 paises.

A busca na base Periddicos Capes retornou inicialmente o maior numero de trabalhos
sobre o tema, em funcdo da limitagdo do portal em adicionar filtros de pesquisa por area de
trabalho. Porém, nenhum trabalho foi encontrado relacionado o termo “liquidos i6nicos AND
extracdao” o que indica a lacuna nas pesquisas dessa area até a data desta pesquisa e o potencial
futuro no estudo dos LIs para extragao de compostos de interesse.

A Figura 11 mostra a evolugdo no niimero de trabalhos relacionando os descritores
pesquisados. No portal Science Direct relacionando os termos “ionic liquid*” (Figura 11 A) e
“ionic liquid* AND extraction” (Figura 11 B) o ano de 2017 concentrou maior numero de
publicacdes, totalizando 1204 trabalhos sobre ambos os temas, o crescimento continua
constante quando observado que no primeiro semestre de 2018 foram publicados
aproximadamente 68 % do numero total de trabalhos em relagdo ao ano anterior. No portal
Scielo utilizando o descritor “ionic liquid* (Figura 11 C) observou-se que em 2012 foi
relacionado o maior nimero de trabalhos publicados, e ao relacionar o termo “liquidos i6nicos”
foi possivel observar a concentragdo em particular de trabalhos sobre o tema no ano de 2015
(Figura 11 D).

O elevado niimero de trabalhos relacionados com o tema, principalmente em portais
de pesquisa internacionais estd relacionado com a expansdo e a vasta aplica¢do dos liquidos
i06nicos para diversas finalidades na ciéncia de alimentos, assim como procedimentos de
extracdo de metais, na extracdo de compostos aromaticos, extracado de compostos fendlicos
(trans-resveratrol, por exemplo), extragao de aminoacidos, entre outros (MARTINS, P. L. G.;

BRAGA; DE ROSSO, 2017).
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Figura 11 — Evolucdo do numero de trabalhos recuperados nas bases de dados cientificas
contendo os descritores utilizados.

I Science Direct: ionic liquid* B Science Direct: ionic liquid* AND
extraction

FELEELELEL LTI FOF S

C Scielo: ionic liquid* D Scielo: liquidos idnicos
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Busca no portal Science Direct (A) e (B); busca no portal Scielo (B) e (C) Fonte: autor.

Em busca cientifica utilizando o termo “ionic liquid*” na area de Agricultural and
Biological Sciences no portal Scopus, utilizando o filtro para trabalhos nas areas de Agricultural
and Biological Sciences foi possivel relacionar outros indicativos a respeito do tema. A revista
cientifica Food Chemistry é a que detém o maior nimero de trabalhos na area. Ainda foi
possivel observar que a China € o pais em que a tecnologia ¢ mais explorada, seguido pelos

Estados Unidos e Iran (Figura 12 A e B).
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Figura 12 - Distribui¢cdo do nimero de trabalhos envolvendo liquidos idnicos por pais.
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Pesquisa pelo termo “ionic liquid*” (A); pesquisa pelo termo “ionic liquid* AND extraction” (B). Fonte:

Elsevier (2018).

6.1.2 Prospeccao Tecnologica

A busca por patentes na base nacional do INPI, retornou resultados diferentes de

acordo com o local da pesquisa, os resultados podem ser visualizados na Figura 13.
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Figura 13 - Esquema de pesquisa e numero de patentes na base de dados do INPI.
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Fonte: INPI (2018).

A maioria das patentes recuperadas com liquidos i0nicos estavam relacionadas a 4rea
de cosmética/higiene pessoal (produgdo de cremes dentais), e da industria quimica (processos
de producao de energia na fabricagdo de baterias).

Algumas patentes relacionavam a utilizagdo de liquidos 16nicos em processos de
extragdo, assim como o documento intitulado “Aplicacdo de liquidos i6nicos contendo anions
de tricianometida como solvente para extrair dlcoois de solucdes aquosas”, “Uso de liquidos
10nicos contendo anions de tetracianoborato como solventes para extracao de alcoois a partir
de solugdes aquosas” e “Aplicacao de liquidos i6nicos, magnéticos como agente de extragao”,
porém nao foi possivel o acesso aos documentos completos.

Ao ser pesquisado o termo “liquidos i6nicos” no resumo, foi encontrada uma patente
brasileira diretamente relacionada com a area da pesquisa, intitulada “Processo de Obtengao de
Carotenoides de Tomates Provenientes de Descarte € Uso de Carotenoides Obtidos” com a
titularidade da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP), que tratava sobre a utilizacao
do poder extrativo dos liquidos idnicos como solvente verde para extrair carotenoides do
residuo de tomates, para utilizagdo como componente bioativo ou corante natural (ROSSO;

MARTINS, 2017).
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A pesquisa na base de dados internacional ESPACENET foi realizada de maneira a
filtrar as patentes que fossem mais especificas da area de estudo do presente trabalho.
Primeiramente as buscas foram realizadas somente associando os termos de pesquisa, os quais
resultaram em um grande nimero de patentes relacionadas, mais de 10000 para o termo “ionic
liquid*” e 858 para o termo “ionic liquid* AND extraction”. Ao associar os termos de pesquisa
com os codigos CPC foi recuperado um menor numero de patentes, sendo 26 trabalhos ao todo

(Tabela 7).

Tabela 7 - Numero de trabalhos encontrados na base de dados ESPACENET.

Base de Patentes Cédigo CPC utilizado Termo Associado Utilizado Resultados
ionic liquid* >10000
ESPACENET Nd
ionic liquid* AND extraction 858
B0O1D11/02 ionic liquid* 3
B01D11/04 ionic liquid* 15
B01J8/00 ionic liquid* 1
ESPACENET
B0O1D11/02 ionic liquid* AND extraction 0
B01D11/04 ionic liquid* AND extraction 7
B01J8/00 ionic liquid* AND extraction 0

nd: ndo disponivel. Fonte: autor.

Algumas das patentes encontradas tem relagdo com o tema do presente trabalho,
extracdo com liquidos i0nicos, tal como a patente do método intitulada Process For Extracting
Materials From Biological Material de 2010, depositada pela Universidade de Leiden, em que
ainveng¢ao busca a extragdo de compostos naturais de interesse provenientes de plantas, insetos,
animais ou micro-organismos, tais como: flavonoides, antocianinas, compostos fenolicos e
corantes, que na maioria das vezes sdo insoluveis em agua, utilizando entdo liquidos idnicos
como substituto aos solventes organicos convencionais (SPRONSEN et al., 2014).

Também pode ser citada a patente Method For Extracting At Least One Compound
From A Liquid Phase Comprising A Functionalized lonic Liquid, and Microfluidic System For
Implementing Said Method que combina a funcionalidade, praticidade e rapidez dos sistemas
de microfluidica com a capacidade extratora que os liquidos i6nicos apresentam, criando um
sistema de extracdo de compostos quimicos e biologicos de um fase liquida, inven¢ao de Vif
Guillaume Delapierre, Seyssinet-Pariset Nicolas Sarrut e Pierre Chatel Gilles Marchand do
Comissariado de Energia Atomica da Franca (DELAPIERRE; SARRUT; MARCHAND,
2011).
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Diante do exposto, com os termos pesquisados “ionic liquid*” e “ionic liquid* AND
extraction” foram recuperados 26 documentos de patente. Os resultados foram agrupados de
acordo com a classificacdo dos numeros internacionais de patentes, ano e pais detentor das
invengoes e apresentados na Figura 14.

De acordo com os cdodigos internacionais utilizados nas patentes, foi possivel perceber
que os mais frequentes foram, BO1D11/04 (trata sobre processos de extracdo de substancias
liquidas) com 7 depositos; CO2F1/26 (trata sobre tratamento de agua por extracdo de
compostos) com 3 depositos; e CO07B57/00 (trata sobre reagdes com formagao ou introdugao de
grupos funcionais contendo hétero atomos), C11D7/50 (trata sobre composicao de detergentes
quimicos), B01D57/02 (trata sobre processos de separacdo de compostos ndo soélidos),
B01D9/02 (trata sobre processos de separagdo por cristalizacdo), C10G21/20 (trata sobre
refinamento de compostos na auséncia de hidrogénio) e GOIN1/34 (trata sobre preparo de
amostras para investigacdo) com 2 depdsitos cada (Figura 14A).

A maior parte das patentes foi depositada entre os anos 2012 e 2015, quando o
movimento da quimica verde teve crescimento, impactando diretamente no incremento tanto
das publicacdes na area quanto no nimero das patentes que reivindicavam a tematica (SOUSA-
AGUIAR et al., 2014) (Figura 14B).

Dentre os paises que apresentam mais invenc¢oes na area, podemos destacar os Estados
Unidos, Coreia do Sul e India, que também estdo relacionados com os trabalhos cientificos

publicados sobre o tema (Figura 14C).
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Figura 14 - Dados sobre as patentes internacionais — ESPACENET.

m

w

. & > $

o P 4o PP PR .- ] L SN R R o > A y ale £ ] & P AP
& G [ S ° A G G o & DR = P A O 0 e \'» W P
S e T T g o S o P P o o S T P o 0
FSEFFFF LT TGS ORGP S A S R FSFFIF TS
12 18
B g
1
14
8 12
Numero de patentes ] de dénosit
umero de depositos
2
o B
0 o M I o o = |
2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018 BR CN DE EP R IN

Anos Paises depositantes
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de paises depositantes das patentes na area (C). Dados: ESPACENET - European Patent Office. Fonte: autor.

Os resultados da prospecgao tecnoldgica sobre liquidos i6nicos e suas aplicagdes para
extragdo revelou que ainda existem lacunas na area de extragdo de compostos de matrizes
vegetais, principalmente no que diz respeito as patentes depositadas. Ainda, ha uma grande
discrepancia em relagdo ao nimero de trabalhos cientificos utilizando LIs em relagdo a prote¢ao
das invengoes, o que leva a crer que o incentivo para a pesquisa ¢ muito maior, e que a cultura
de protecao de invengdes parte principalmente de industrias e ndo de centros de pesquisa.

Outro aspecto ¢ a falta de transferéncia de tecnologia, por apresentar uma grande
diferenga entre nimero de trabalhos cientificos e invengdes, nota-se que o que esta disponivel
em literatura técnica ndo se transfere ao mercado para gerar riquezas e contribuir para o avango
da sociedade.

Durante as pesquisas foi também possivel observar as diferentes aplicagdes dos
liquidos i6nicos e seu potencial como solvente inovador, contribuindo para a diminui¢do da

geracdo de residuos.
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Os resultados indicam que o uso dos liquidos idnicos tem demonstrado cada vez mais
potencial, e aliado a novas técnicas de extragao, este pode ser um promissor solvente em muitas

aplicagoes.

6.2 ETAPA 3

6.2.1Sintese do LI [BMIM][CI]

Para confirmar a sintese do LI [BMIM][CI], foi utilizada uma técnica analitica para
obter o padrdo de fragmentacdo MS/MS do composto de interesse, para comparar com a
literatura e com a simulacdo tedrica em software MS / MS para o LI sintetizado.

Tendo como base os resultados mencionados, pode-se dizer que a sintese foi bem-
sucedida, uma vez que o rendimento médio foi de 98% e o padrio de fragmentagdo em
espectrometro de massas MS/MS estava de acordo com a literatura e com a simulagdo tedrica
(MARTINS; DE ROSSO, 2016). Com uma alta intensidade do ion molecular de massa 139 m/z
(100%) (CsHisN2) o metilimidazolio foi confirmado pela perda de um atomo de cloro [Cl] na
estrutura, além do mais a separagdao do anel imidazol da cadeia alquila pode ser observada no
fragmento MS? de 83 m/z (28%) (CsH7N2) (Figura 15), confirmando assim a sintese do LI
[BMIM] [CI].

Além disso, a andlise do ponto de fusdo indicou que em temperatura de
aproximadamente 65 °C todo o [BMIM][CI], anteriormente cristalizado, foi totalmente fundido
a liquido, estando de acordo com o ponto de fusdo verificado na literatura (SHELDON, R.,
2001). A andlise do ponto de fusdo dos LIs ¢ uma caracteristica atribuida a natureza de
diferentes anions em sua estrutura, sendo que pontos de fusdo menores estdo relacionados ao
aumento do comprimento da cadeia alquil (cadeia lateral) e pontos de fusdo maiores estao
relacionados a LI contendo cations simétricos (ZHANG, S. et al., 2006). Portanto, a

temperatura de fusdo pode ser usada como indicativo rapido da sintese de LI.
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Figura 15 - Espectro de massas (MS/MS) do LI [BMIM][CI] sintetizado.
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No entanto, o ponto de fusdo ndo pode ser utilizado como a principal ou a unica
ferramenta para verificar a sintese do LI [BMIM][Cl], uma vez que, no equipamento usado para

a determinacao do ponto de fusdo a observag¢ao foi visual e ndo analitica.

6.2.2 Extracao de compostos fendlicos do residuo do processamento da goiaba usando LI
[BMIM][CI] assistido por ultrassom

A Tabela 8 apresenta o delineamento fatorial completo 2° e as respostas de compostos
fenolicos totais e atividade antioxidante para os extratos obtidos via extragdo assistida com
ultrassom utilizando o LI [BMIM][CI].

Para a escolha dos parametros de extragao estudados nesta etapa 3, foram levadas em
consideragdo primeiramente as concentragdes avaliadas nos trabalhos de Du, Xiao e Li, (2007
e 2011), também como possiveis parametros que podem ser alterados quando ¢ utilizado um

equipamento de banho de ultrassom.

Tabela 8 - Matriz do planejamento fatorial completo 2* e resultados das analises do teor de

compostos fenolicos totais e potencial antioxidante dos extratos do residuo do processamento

da goiaba.

Concentracao ) ) A“[ivifiade
Ex. [BMIM][CI] (mol  Tempo (min)  Temperatura (°C) Fendlicos totais antioxidante

L) (mg g™! ac. galico) (mg g™! ac.

ascorbico)
1 -1 0,40 -1 10 -1 35 1,68 +0,18¢ 3,18+ 0,22¢
2 +1 2,50 -1 10 -1 35 4,01 £0,08° 8,13+0,27°
3 -1 0,40 +1 40 -1 35 1,07 £ 0,07¢" 2,72 £0,19%
4 +1 2,50 +1 40 -1 35 3,80 £ 0,08 8,04 + 0,46°
5 -1 0,40 -1 10 +1 55 0,90 + 0,04" 2,17+0,19¢
6 +1 2,50 -1 10 +1 55 3,36 £0,05¢ 8,12+ 0,54*
7 -1 0,40 +1 40 +1 55 1,30 + 0,051 3,61+0,19¢
8 +1 2,50 +1 40 +1 55 3,47 + 0,09 8,77 £ 0,36°
9 0 1,45 0 25 0 45 2,58 +£0,27¢ 5,83 +0,28°
10 0 1,45 0 25 0 45 2,45+ 0,124 6,08+0,11°
11 0 1,45 0 25 0 45 2,53 +£0,24¢ 6,05 +0,42°
Controle CH30H 100% 25 45 1,58 + 0,40¢f 3,65+ 041°

Teste de Tukey (5%) aplicado entre os experimentos (1 ao 11 e controle CH3OH). Letras diferentes na mesma

coluna indicam diferenca estatistica.
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O contetdo fenolico total dos extratos variou de 0,90 a 4,01 mg g! de 4cido galico. A
maior concentragdo (4,01 mg g™ de 4cido galico) foi obtida com 2,5 mol L' de [BMIM][CI],
durante 10 min de extragdo a 35 °C (experimento 2). Esse resultado foi 2,5 vezes maior, ¢ a
extragao foi 2,5 vezes mais rapida (p<0,05) usando uma temperatura mais baixa quando
comparada a extragio com metanol (1,58 mg g™! 4cido galico, 25 min a 45 °C). Sousa, Vieira e
Lima (2011) relataram menor concentracdo de compostos fenolicos totais em coproduto de
goiaba extraido por infusdo (1 h a 25 °C) com 4gua e etanol 80% (entre 0,24 ¢ 0,46 mg g™ de
acido galico, respectivamente). Santos et al. (2017) relataram composi¢ao fenolica total para a
goiaba fresca inteira de 3,56 mg g! de 4cido gélico.

O extrato obtido com 2,5 mol L™ de [BMIM][CI], 40 min a 55 °C (experimento 8)
apresentou a maior atividade antioxidante (8,77 mg g! de 4cido ascérbico). Esse resultado foi
significativamente (p<0,05) maior e 2,4 vezes superior quando comparado a extracdo com
metanol por 25 min a 45 °C como solvente (3,65 mg g de 4cido ascorbico) (Tabela 8). Por
outro lado, usando LI [BMIM][CI] o tempo e a temperatura de extracdo foram superiores em
1,6 e 1,4 vezes, respectivamente, quando comparados ao controle.

De acordo com o teste de Tukey, o controle utilizando CH30H como solvente, ndo
apresentou diferenga estatistica (p>0,05) somente em relagdo aos experimentos 1 e 7 do
delineamento experimental para as respostas compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante (Tabela 8). Nos experimentos 1 e 7, foi usada a concentracdo mais baixa de
[BMIM][CI], 0,4 mol L"! (nivel -1 do planejamento fatorial completo), e obtidos valores de 1,68
e 1,30 mg g! de 4cido gélico para composigio fenolica total € 3,18 € 3,61 mg g™ 4cido ascorbico
para atividade antioxidante, respectivamente.

A Figura 16A e a Tabela 9 indicam que a concentracdo do LI e a interagdo entre tempo

e temperatura foram parametros positivos e significantes na extragdo de compostos fenolicos.
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Figura 16 - Grafico de Pareto dos parametros para a composicao fenolica total (A); Grafico

“Cube Plot” das respostas preditas para a composi¢ao fenolica total (B); Grafico Pareto dos

parametros para a atividade antioxidante (C); Grafico “Cube Plot” das respostas preditas para
a atividade antioxidante (D).
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Tabela 9 - Coeficientes de regressio (efeitos estimados) significativos, coeficientes R? e
RZ4justado, € falta de ajuste do planejamento fatorial completo 2° para composigio fendlica total
e atividade antioxidante.

Fenolicos totais  Atividade antioxidante

(Prussian Blue) (DPPH)
Média 2,47 5,70
[LI] 1,21 (2,42) 2,67 (5,34)
Temperatura -0,19 (-0,38) Ns
Tempo x Temperatura 1,17 (0,33) 0,33 (0,66)
R? 0,9905 0,9889
R%justado 0,9864 0,9815
Falta de ajuste (0=0,05) 0,17 0,11
Ns: ndo significativo.
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A Figura 17A sugere que um aumento na concentragiio do LI de 0,4 para 2,5 mol L™!
(niveis -1 para +1) promove um aumento na resposta da extracdo dos compostos fenolicos
totais. Por outro lado, o efeito da temperatura foi significante, porém negativo (Figura 16 A),
indicando que aumentando a temperatura de extragcdo de 35 para 55 °C ocorre uma redugao na
extragao dos compostos fendlicos totais.

A superficie de resposta para compostos fenolicos totais (Figura 17A) sugere que a
extracdo em baixa temperatura ¢ eficaz para a extragao desses compostos. Esse resultado indica
que o aumento da temperatura pode degradar os compostos fendlicos que sdo termolabeis.

Silva et al. (2019) relataram que a temperatura foi um parametro significativo na
extracdo de compostos fenodlicos totais da fruta Jatobd (Hymenaea courbaril L.) utilizando
extracdo em banho-maria e etanol 60,6% como solvente por 71,93 min. Os autores mostraram
uma relacao direta entre o aumento da temperatura (de 25 para 65 °C) e a recuperagao dos
compostos fendlicos totais.

No presente trabalho, a extragdo dos compostos fenolicos nao foi afetada pelo tempo
de extracao (10, 25 e 40 min). De modo semelhante, Silva et al., (2016) relataram que para a
casca da lichia (Litchi Chinensis Sonn.) o tempo de extracdo (30, 45 e 60 min) ndo foi um
parametro significativo para a extragdo de compostos fendlicos totais usando extracdo assistida
por ultrassom com etanol 70% com solvente.

A menor concentra¢io do LI [BMIM] [C]] (0,40 mol L!), menor tempo de extragio
(10 min) e maior temperatura (55 °C) foram as condi¢cdes que promoveram a menor extragao
de compostos fenélicos totais (0,90 mg 4acido g' gélico) (Figura 16 B). Por outro lado, a
concentracao de LI e a interagdo entre o tempo de extragdo e a temperatura mostraram um efeito
significativo e positivo na extragdo de compostos antioxidantes (Figura 16 C). Isso ¢
confirmado com os resultados do DPPH, que indicam que a atividade antioxidante aumenta

com o tempo e a temperatura de extracdo (8,97 mg g™ de 4cido ascérbico, (Figura 16 D).



Figura 17 - Superficie de resposta para a composi¢ao fendlica total (A) e atividade
antioxidante (B).
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A Figura 17 B indica que o aumento da concentragdo de LI, aumentou

significativamente a atividade antioxidante dos extratos (Figura 16 D). Por outro lado, a
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alteracdo dos parametros tempo e temperatura de extragdo nao foram suficientes para alterar
significativamente a resposta de atividade antioxidante dos extratos (Figura 16 D).

Guz et al. (2013) relataram que a temperatura de extra¢ao (usando etanol 30%, pH 4 ¢
relagdo amostra/solvente 1:3) apresentou um efeito significativo e positivo na atividade
antioxidante do extrato do bagaco de uva, um coproduto do processamento do suco de uva. Os
autores indicaram que a maior atividade antioxidante foi obtida utilizando-se uma temperatura
de extracdo de 50 °C, que ¢ proxima a temperatura observada para a maior atividade
antioxidante neste trabalho (55 °C).

O modelo estatistico proposto para a extragao de compostos fenolicos totais e atividade
antioxidante ndio apresentou falta de ajuste (p>0,05). Os coeficientes de determinagdo (R?) de
0,9905 ¢ 0,9889 indicam a precisdo do modelo aos dados experimentais em 99% e 98% para
compostos fendlicos e atividade antioxidante, respectivamente (Tabela 9).

A Figura 16 (A e C) e a Figura 17 mostram que a concentracdao do LI [BMIM][CI] ¢
um parametro significativo para a recuperagao efetiva de compostos fenolicos do residuo do
processamento da goiaba. Os experimentos 2, 4, 6 ¢ 8 (Tabela 8), utilizando uma solugio de
2,5 mol L' de [BMIM][CI], mostraram respostas de 4,01; 3,80; 3,36 e 3,47 mg g de 4cido
galico, respectivamente. A avaliagdo do efeito das concentracdes nas respostas obtidas foi
essencial para o planejamento da etapa 4 deste trabalho.

Kou et al. (2018) avaliaram o efeito de solugdes aquosas de tetrafluoroborato de 1-
butil-3-metilimidazélio [BMIM][BF4] (de 0,2 a 2 mol L) na extracdo de gingerdis de gengibre
usando UAE (25 °C, 10 min). Os autores observaram que a recuperagdo do composto bioativo
alvo foi maior quando as solucdes de LI estavam mais concentradas.

Du, Xiao and Li, (2007) avaliaram o efeito de solu¢des aquosas de [BMIM][BF4] e
brometo de 1-butil-3-metilimidazélio [BMIM][Br] (de 0,5 a 3 mol L") na extracio do trans-
resveratrol do rizoma de Polygonum cuspidatum, usando MAE. Os autores relataram que a
concentragio de 2,5 mol L' de [BMIM][Br] foi a mais efetiva na recuperacio do trans-
resveratrol. Assim como, Du et al. (2011) relataram que o uso de 2,5 mol L' de [BMIM][Br]
com 0,8 mol L' de HCI foi eficaz para a recuperacio de miricetina e quercetina de folhas de
Mpyrica rubra usando MAE.

Portanto, a utilizacdo do LI na concentracdo de 2,5 mol L™, demonstrou ser mais
efetiva na recuperagdo de compostos fenolicos, e por este motivo, essa concentragao foi usada
para os experimentos da etapa seguinte. Outros fatores que ndo foram estudados na etapa 3,

foram investigados na etapa 4, seguido da otimizacdo da extragdo assistida por LI.
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6.3 ETAPA 4

6.3.1 EXTRACAO COM LiQUIDOS IONICOS ASSISTIDA POR ULTRASSOM
(ELIAU) - PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO DE TRIAGEM PARA
OBTENCAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

A Tabela 10 mostra os parametros codificados e reais e os resultados obtidos para os
fenolicos totais e atividade antioxidante para os experimentos obtidos no planejamento fatorial
completo 2* com pontos centrais. Os resultados dessa etapa foram inferiores aos obtidos na
etapa 3, possivelmente em fun¢do de variagdes instrumentais. As fragcdes anidnicas [Cl] e [BF4]
dos LIs afetam o rendimento de extragdo de compostos fendlicos. No entanto, uma longa cadeia
alquila pode bloquear os analitos que, para a extragao, precisam estar em contato com o anel
imidazolio dos LlIs, diminuindo a eficiéncia da extragdo (BARRULAS; PAIVA; CORVO,
2019; GARAGA; NAYERI; MARTINELLI, 2015).

O tipo e a concentracdo do anion presente no LI e sua influéncia na extragcdo de
polifendis (BARRULAS; PAIVA; CORVO, 2019), compostos fendlicos de propolis (CAO, J.
et al., 2017), folhas de bardana (LOU et al., 2012), gingerois de gengibre (KOU et al., 2018) e
lignanas bioativas (MA, C. et al.,, 2011) tem sido relatado na literatura. Além disso, a
concentracio de 2,5 mol L™, ja foi evidenciada como sendo uma concentragio adequada para a
obtenc¢do de compostos polifendlicos.

As propriedades de miscibilidade dos LIs estdo ligadas ao tipo de anion escolhido para
ser utilizado para cada aplicagdo, por exemplo, alterando o anion de um LI o comportamento
de extracdo ¢ afetado devido as mudangas de miscibilidade, podendo potencializar a interagao
amostra-solvente em meio aquoso (HUDDLESTON et al., 2001; LOU et al., 2012).

Os resultados para a composicio fendlica total variaram de 0,05 a 4,07 eq. mg g™! ac.
galico levando em consideracdo a variagdo nos parametros estudados (Tabela 10). O menor
valor para composi¢ao fenodlica total foi observado no experimento 1, no qual foi utilizado o LI
[BMIM][CI] como solvente extrator. A atividade antioxidante avaliada por FRAP apresentou
valores variando entre 1,29 e 19,34 eq. mg g™! ac. ascorbico (experimento 16), e o mesmo fato
ocorreu com o maior resultado (experimento 16) da atividade antioxidante avaliada por DPPH,
ambos utilizando o LI [BMIM][BF4] como agente extrator, relagio amostra/solvente 30 g L,
40 min de UAE a 55 °C.

A Figura 18 representa o grafico de pareto dos parametros estudados (tipo de LI,
relagdo amostra/solvente, tempo de UAE e temperatura de extragdo). A curvatura teve

influéncia positiva e significativa na extragao dos compostos fendlicos totais (valor de p<0,05),
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indicando que os fatores utilizados no processo de extracao estdo proximos da extragcao fenolica
maxima (Figura 18A).

Por outro lado, quando o tempo de extracdo em ultrassom, a temperatura e a razao
amostra/solvente sdo considerados individualmente, estes ndo contribuiram de forma
significativa na extracao de compostos fendlicos totais (Figura 18 A). Porém, a interacdo entre
o tempo de extragdo em ultrassom e a temperatura indica que juntos, os dois pardmetros foram

significativos.
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Tabela 10 - Parametros reais e codificados do planejamento fatorial completo 2* com as respostas de compostos fendlicos totais e

atividade antioxidante

Fendlicos totais Atividade antioxidante

Ex LI Razéo amostra/solvente (g/L) Tempo de ultrassom (min) Temperatura (°C)  (eq. mg g! ac. FRAI?I(eq. mg ) DPliH (IN
. ; g'ac. inibi¢do/massa
galico)® ascorbico)* amostra)*
I -1 [BMIM][CI] +1 100 -1 10 -1 35 0,61+0,02 2,51+0,09 749+1
2+l [BMIM][BF4] +1 100 -1 10 -1 35 2,35+0,04 5,7443,16 813+2
301 [BMIM][CI] -1 30 -1 10 -1 35 0 5,95+0,05 1118+2
4 +1 [BMIM][BF4] -1 30 -1 10 -1 35 2,7+0,18 19,27+0,55 2067+11
5 -1 [BMIM][CI] +1 100 +1 40 -1 35 0,05+0,01 2,2240,12 782+3
6 +1 [BMIM][BF4] +1 100 +1 40 -1 35 2,29+0,04 1,29+0,11 750+8
7 -1 [BMIM][CI] -1 30 +1 40 -1 35 0,25+0,03 7,78+0,23 1115+32
8 +1 [BMIM][BF4] -1 30 +1 40 -1 35 1,80+0,06 16,73+0,07 2047+4
9 -1 [BMIM][CI] +1 100 -1 10 +1 55 0,42+0,03 3,41£0,14 784+4
10 +1 [BMIM][BF4] +1 100 -1 10 +1 55 1,92+0,27 13,24+0,86 819+1
11 -1 [BMIM][CI] -1 30 -1 10 +1 55 0,86+0,08 2,43+0,01 1309+6
12 +1 [BMIM][BF4] -1 30 -1 10 +1 55 1,14+0,09 15,99+0,60 1966+10
13 -1 [BMIM][CT] +1 100 +1 40 +1 55 1,03+0,01 5,24+0,14 768+1
14 +1 [BMIM][BF4] +1 100 +1 40 +1 55 2,24+0,06 15,09+0,40 82242
15 -1 [BMIM][CI] -1 30 +1 40 +1 55 1,81+0,03 5,66+0,43 1495+12
16 +1 [BMIM][BF4] -1 30 +1 40 +1 55 1,49+0,13 19,34+1,48 2276+57
17 0 [BMIM][CI}/[BMIM][BF4] 0 65 0 25 0 45 3,80+0,06 16,64+0,15 928+1
18 0 [BMIM][CI[/[BMIM][BF4] 0 65 0 25 0 45 4,07+0,05 16,99+0,27 1002+1
19 0 [BMIM][CI[/[BMIM][BF4] 0 65 0 25 0 45 3,92+40,08 17,34+0,13 100242

*Média + desvio padrao. N=2. Fonte: préprio autor.
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Figura 18 - Graficos de Pareto dos parametros analisados para as respostas de fendlicos totais
e atividade antioxidante do planejamento fatorial completo 2°.

C

A: Fenodlicos totais (Prussian Blue). B: Atividade antioxidante (FRAP). C: Atividade antioxidante (DPPH).
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Os parametros significativos avaliados no planejamento fatorial completo para a
atividade antioxidante sdo representados na Figura 18 B e C. Os resultados da atividade
antioxidante pelo método de FRAP indicam que os principais fatores significativos e positivos,
que aumentam o efeito com o incremento do nivel do parametro, foram o tipo de LI, curvatura
e relacdo amostra/solvente. Além disso, a interacdo entre o tipo de LI e a relagdo
amostra/solvente foi o principal efeito positivo sobre a AA pelo método FRAP (Figura 18 B).

A relacdo amostra/solvente, o tipo de LI e a interacao entre ambos sdo estatisticamente
significativos na extragdo de compostos com potencial antioxidante pelos métodos FRAP
(Figura 18 B) e DPPH (Figura 18 C). Os resultados indicam a capacidade do [BMIM][BF4]
(nivel +1) na recuperag@o desses compostos.

As respostas de fenolicos totais, FRAP e DPPH tiveram o tipo de LI como parametro
significativo na extragio de compostos fendlicos com potencial antioxidante. E possivel
observar na Figura 19 A, B e C o efeito combinado do tipo de LI e razao s6lido-liquido quando
a temperatura e o tempo de UAE permanecem no ponto central (25 min a 45 °C).

A Figura 19 A mostra que a extracdo de compostos fendlicos totais usando LI
[BMIM][BF4] ¢ maior quando comparada a [BMIM][CI] (experimentos 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 e
6 (Tabela 10). Cao et al., (2009) relataram que a UAE (30 min, 500 W) usando o LI
[BMIM][BF4] (2 mol L") foi adequada para a extragdo de piperina de pimenta branca (Piper
nigrum L.). O L1 [BMIM][BF4], 1,5 mol L', também foi eficiente na extracdo por micro-ondas
(90 s, 280 W) de alcaloides fenolicos de ervas da medicina chinesa (LU et al., 2008).

O tempo de UAE e a temperatura de extragdo, que foram os parametros nao
significativos para a extragdo, foram fixados no ponto central (25 min a 45 °C). Por outro lado,
os parametros tipo de LI e razdo so6lido-liquido foram otimizados usando um planejamento

DCCR 22, com metodologia de superficie de resposta e fungio de desejabilidade (Tabela 11).



Figura 19 - Superficies de resposta do planejamento fatorial completo 2, destacando os
parametros LI e razdo amostra/solvente.
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6.3.2 Otimizacdo ELIAU por metodologia de superficie de resposta

A Tabela 11 mostra o efeito sinérgico da variagcdo do tipo de LI e da razdo
amostra/solvente na resposta de fenolicos totais extraidos do residuo do processamento da
goiaba utilizando a metodologia DCCR, com RSM e func¢do desejabilidade.

A maior extracdo de compostos polifendlicos (1,74 mg g! galico) foi obtida utilizando
50% de [BMIM][BF4]. Para o potencial antioxidante avaliado por ambos os métodos, os
maiores valores (experimento 7 para DPPH e 3 para FRAP) foram associados ao uso de pelo
menos 50% de [BMIM][BF4]. As trés respostas indicaram que o [BMIM][BF4] é o melhor LI
quando comparado ao [BMIM][CI], que apresentou os menores valores para as trés respostas
no experimento 5 (ndo detectado para PC, 357 IN para DPPH e 1,40 mg g™! ac ascorbico para
FRAP) (Tabela 11).

Tabela 11 - ParAmetros reais e codificados do planejamento DCCR 22 para a extragio de
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante.

Fenolicos totais Atividade antioxidante
LI Razao
Ex. [BMIM][BF4] e amostra/solvente ¥ . DPPH (inibi¢do FRAP (eq. mg g’!
[BMIM][CI]* (g/L) (eq. mg g” ac. gdlico)* normalizada)* ac. ascorbico)*

1 -1 15 -1 20 0,11+0,03 1844+109 8,34+0,68

2 -1 15 1 90 0,34+0,04 677+2 3,73+0,10

3 1 85 -1 20 0,75+0,03 2369+203 15,69+1,01

4 1 85 1 90 0,84+0,03 90440 6,65+0,57

5 -1,41 0 0 55 0 357+23 1,40+0,17

6 1,41 100 0 55 1,02+0,03 129745 8,71+0,64

7 0 50 -1,41 5 0 2567+14 15,32+1,61

8 0 50 1,41 104 1,19+0,07 765+7 6,26+1,05

9 0 50 0 55 1,65+0,07 1060+36 4,55+0,60
10 0 50 0 55 1,74+0,08 1038453 4,36+0,71
11 0 50 0 55 1,59+40,01 1198+125 6,64+0,73

# Valores referentes a % de [BMIM][BF4], o LI [BMIM][CI] foi utilizado até atingir 100%. * Média + desvio-
padrdo. N=3. Fonte: autor.

O coeficiente linear para os parametros LI e relagdo amostra/solvente mostrou um
efeito positivo, indicando que o aumento de [BMIM][BF4] e relacdo amostra/solvente
aumentam a extracdo do teor de fenolicos totais. Por outro lado, ndo houve interagdes
significativas entre o tipo de LI e a relacdo amostra/solvente. No entanto, de acordo com os

coeficientes quadraticos negativos para relagdo amostra/solvente (-0,54) e tipo de LI (-0,58), ha
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uma diminui¢do na resposta dos compostos fenolicos totais ao aumentar o nivel desses dois
parametros (Tabela 12).

A precisao do modelo previsto para os dados experimentais para cada resposta foi
verificada pelo coeficiente de determinacdo (R? e R%justado) que indica a correlagio entre os
dados experimentais ¢ o modelo previsto para o a composi¢do fenolica total e atividade
antioxidante (DPPH e FRAP). Além disso, o modelo proposto ndo apresentou falta de ajuste

(»>0,05) para nenhuma resposta (Tabela 12).

Tabela 12 — Coeficientes de regressio (efeitos estimados), coeficientes R% € R%justado, € falta de
ajuste do planejamento DCCR 22 para composigdo fendlica total e atividade antioxidante.

Fendlicos totais Atividade antioxidante
Prussian Blue DPPH FRAP
Média 1,66 1018,31 5,28
LI 0,32 (0,65) 260,26 (520,52) 2,58 (5,15)
LI? -0,58 (-1,17) Ns Ns
Razao amostra/solvente 0,25 (0,5) -647,58 (-1295,16) -3,30 (-6,61)
Razio amostra/solvente -0,54 (-1,08) 359,37 (718,74) 2,94 (5,88)
R? 0,9401 0,9586 0,9548
R%justado 0,9002 0,9408 0,9355
Falta de ajuste (0=0.05) 0,07 0,17 0,65

Ns: ndo significante. Fonte: proprio autor.

A Tabela 12 e a Figura 20 B e C mostram que ao diminuir a porcentagem do LI com
o anion [Cl], o potencial antioxidante aumenta. Esses resultados indicam uma relagdo indireta
entre o uso do anion [Cl] e a extragdo de compostos com potencial antioxidante. Além disso,
os graficos de superficie (Figura 20 B e C) sdo semelhantes para valores baixos da relagdo
amostra/solvente indicando que uma pequena quantidade de amostra € suficiente para recuperar
compostos com potencial antioxidante. Lima et al. (2019) e Sousa, Vieira e Lima (2011)
também relataram que pequenas quantidades do residuo do processamento da goiaba foram
suficientes para obter extratos ricos em compostos antioxidantes. Além disso, tanto a analise de
DPPH quanto a de FRAP mostraram um alto potencial antioxidante usando [BMIM][BF4]

como solvente.
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Figura 20 — Superficies de contorno do planejamento DCCR 22 para a composicio fenolica

total e atividade antioxidante.
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A: Composigdo fendlica total. B: Atividade antioxidante (FRAP). C: Atividade antioxidante (DPPH). Fonte:
autor.

A funcdo desejabilidade foi usada para obter os niveis de cada pardmetro que

promovem a condi¢do maxima de extracdo para respostas simultaneas (fendlicos totais e
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atividade antioxidante por FRAP e DPPH), alcangando a otimizagdo do processo de extracao.
De acordo com a Figura 21, que representa a superficie de resposta da fun¢do desejabilidade, a
alteracdo de nivel (0%—-100% de [BMIM][BF4]) do fator LI (-1,41 para 1,41) promove um
aumento no indice de desejabilidade (que varia de 0 a 1); além disso, baixos niveis do parametro

razdo amostra/solvente também pode melhorar o desempenho da extragdo, e consequentemente
o indice de desejabilidade.

Figura 21 - Superficie de resposta da fungao desejabilidade para composigao fenolica total
(Prussian Blue) e potencial antioxidante (FRAP ¢ DPPH).
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Fonte: autor.

Para validar o indice fornecido pela fun¢do desejabilidade, as predigcdes das respostas
foram analisadas (Tabela 13), ou seja, o valor médio predito e o valor médio experimental,
referente a um mesmo intervalo de confian¢a de £ 95 % associado a cada média. Todos os
valores experimentais das trés respostas se sobrepuseram aos valores preditos (considerando o

intervalo de 95% de confianca), confirmando, consequentemente, a precisdo da fungao
desejabilidade.
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Tabela 13 — Indice de desejabilidade, valores preditos da fungio desejabilidade e valores
experimentais para as respostas avaliadas.

Respostas
Fendlicos totais Atividade antioxidante
) (1 DPPH (inibigdo FRAP (eq. mg g'!
1 *
(eq. mg g” ac. gdlico) normalizada)* ac. ascorbico)*
Valor médio predito 0,89 2457,65 15,61
- 95 % predicio 0,68 2194,12 11,76
+ 95 % predicio 1,1 2721,18 19,46
Valor experimental 1,17 2113,56 20,71
-959%, conﬁanga 0,97 1581,99 18,87
+ 95 % confianga 1,37 2645,13 22,55
Indice de desejabilidade 0,78

A funcdo desejabilidade representada na Figura 22 apontou que os valores otimizados

reais foram LI 100 % de [BMIM][BF] (+1,41) e razdo amostra/solvente de 20 g L™ (-1,05).

Figura 22 - Graficos da fung¢ao desejabilidade indicando o ponto 6timo dos parametros LI e
razao amostra/solvente.
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Assim, a seguinte condicao de extracdo otimizada foi usada para analises posteriores:
razio amostra/solvente de 20 g L™! de residuo de goiaba extraidas usando 100 % de uma solu¢do
aquosa de 2,5 mol L' do LI [BMIM][BF4] (condi¢des otimizadas pela fun¢do desejabilidade),
extraidos durante 25 min em ultrassom a 45 °C (condi¢des avaliadas no planejamento de

triagem e mantidas no ponto central).

6.3.3 ELIAU e extracao com VOS para obtencao de compostos fendlicos com atividade
antioxidante

As condigdoes de ELIAU otimizadas para a extracdo de fenolicos e avaliagdo da
atividade antioxidante a partir do residuo do processamento da goiaba foram aplicadas também
para a extracao com solventes tradicionalmente utilizados. Os resultados dessas extragdes sao

apresentados na Tabela 14.



Tabela 14 - Compostos fendlicos e avaliagao da atividade antioxidante do extrato do residuo do processamento da goiaba obtidos por ELIAU e

outros solventes.

Fenolicos Atividade antioxidante
Conteudo Flavonois Taninos Orto- Inibicdo da Inbicdo do  Inibi¢do do
fenodlico . difendis  DPPH (eq. ABTS (eq. FRAP (eq. 640 ¢ complexo complexo
totais (eq. condensados q 1 ) 1 peroxidagdo . 24
total (eq. N 1 (eq-mgg mg g ac. mgg mg g ac. S Fe" - Cu*'-
B mg g (eq. mg g ok * -S. 7, lipidica . .
mggrac. = fina)* catequina)* ac. ascorbico) Trolox) ascorbico) (%)* ferrozina  pirocatecol
galicoy* 4 cafeico)* (%)* (%)*
ELIAU 1,18+0,08"  0,15+0,02¢  6,44+0,43% 1,76+0,19* 14,28+1,61* 43,60+4,25* 20,71+£1,76* 27,914£2,25¢ 19,12+0,88¢ 68,60+0,73%
Etanol 50% 4,53+£0,44°  0,02+0,00¢ 5,35+£0,58° 0,62+0,08° 16,58+1,28* 32,02+1,72° 15,31+0,72° 2521£1,40° 36,30+2,87° 34,88+2,03¢
Etanol 80%  2,35+£0,21% 0,14+0,01°  2,81+0,08¢ 0,33+0,09¢ 7,77+0,73° 14,23+£0,66° 3,80+0,37¢ 34,12+£0,29° 40,09+1,41° 29,16+1,54¢
Etanol 100%  0,94+0,06" 0,57+0,02°  2,68+0,21¢ 1,45+£0,03®® 1,31+0,11°¢ 5,42+0,55¢ 1,58+0,58¢ 10,47+0,78° 27,86+1,86° 43,05+0,68°
Metanol 50%  5,15+0,19° ND 5,00+0,11° ND 16,32+0,15* 31,32+0,49* 13,72+1,26* 38,58+1,86% 39,78+1,86° 33,46+1,30%
Metanol 80%  2,87+0,13¢  0,01+0,00¢  3,07+0,20 ND 10,15+£0,57° 19,33+0,73%¢  7,59+0,70° 14,360,164 46,13+1,67* 31,33+0,68%"
Metanol 100%  2,08+0,22°  0,4440,04° ND 1,33£0,10° 5,29+0,42¢ 10,26+0,79" 3,56+£0,37¢ 11,26+1,46% 20,82+1,39¢ 19,49+0,95¢
Agua 3,76+0,29¢ ND 3,49+0,41¢ ND 10,43+0,50° 20,39+0,63¢ 7,2840,49°  2,02+0,27" 25,93+1,63° 30,81+1,04¢
Agua acidificada  3,60+0,29° ND 3,87+0,42¢ ND 8,87+0,18* 17,05+0,63¢  6,53+0,52° 26,34+1,86° 10,68+0,75° 61,17+1,91°

* Média + desvio-padrao. N= 3. Letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferenca significativa entre os solventes de acordo com o teste de Tukey (5%). ND: ndo

detectado.
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Os maiores valores de compostos fendlicos totais foram observados quando utilizados
metanol a 50 % e etanol a 50 % ao invés dos solventes puros (Tabela 14), concordando com o
indicado por Ismail et al. (2019), os quais relatam que solugdes de metanol e etanol a 30, 50 e
80% foram melhores que os solventes puros na extragdo do contetido fendlico total da polpa da
fruta Baoba (4ddansonia digitata).

O conteudo fendlico total (Tabela 14) obtido por ELIAU (1,18 mg g™!) foi semelhante
(p>0,05) ao obtido com etanol 100% (0,94 mg g!),

Sousa, Vieira e Lima (2011) relataram valores inferiores para a composicao fenolica
total em coproduto de goiaba usando 4gua e etanol como solventes de extragao (0,24 ¢ 0,46 mg
gl de 4cido gélico, respectivamente). Por outro lado, resultados semelhantes para compostos
fenolicos do coproduto de goiaba usando UAE com agua foram relatados por Melo et al. (2011).
Entretanto, nos estudos citados anteriormente, a analise de composi¢ao fenolica total foi
determinada pelo método de Folin-Ciocalteau. Essa técnica tem sido relatada com baixa
especificidade para este método. No entanto, o método do Prussian Blue, que foi utilizado neste
estudo, mostra-se com maior reprodutibilidade, repetitividade e com seletividade superior a
abordagem anterior (MARGRAF et al., 2015).

Resultado superior (2,53 eq. mg g-1 ac. galico) ao do presente trabalho também foi
relatado por Casarotti et al. (2018) que usaram o residuo do processamento da goiaba para
produzir uma bebida fermentada.

Silva e Jorge (2014) relataram 0,27 eq. mg g"! de 4cido gélico para 6leo de semente de
goiaba em extrato metandlico obtido por extragdo a frio indicando que mesmo a semente do
coproduto de goiaba também possui quantidades consideraveis de compostos fenolicos. Garcia-
Betanzos et al. (2017) relataram um contetido de compostos fenélico tortais de 1,02 eq. mg g’!
de acido gélico para a goiaba inteira. Ainda, em outro estudo, considerando a goiaba fresca,
uma concentragdo de fenolicos totais de 3,56 eq. mg g™ de 4cido galico, também em extrato
metanolico, foi demonstrado por Santos et al. (2017). Com base no estudo avaliando a goiaba
fresca, ¢ possivel sugerir que cerca de 33% (segundo resultados do método ELIAU) de
compostos fendlicos permanecem no residuo do processamento, sendo entdo uma fonte
potencial de compostos bioativos.

A concentragio de flavondis totais (0,15 eq. mg g de quercetina) para os extratos
obtidos por ELIAU foi semelhante aos extratos obtidos com etanol 80% (0,14 eq. mg g™ de
quercetina) e superior a todos os solventes tradicionais, exceto para etanol e metanol 100%
(0,57 e 0,44 eq. mg g de quercetina, respectivamente). Esses resultados foram trés vezes

superiores aos flavonois totais no extrato obtido por ELIAU (Tabela 14). Etanol e metanol t€ém
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sido relatados como solventes frequentemente utilizados para obter extratos ricos em flavonois
como a quercetina (KO et al., 2011). Rojas-Garbanzo ef al., (2017) ja relataram a presenca de
quercetina em polpa e casca de goiaba extraidas por UAE utilizando com metanol acido 90%
por 20 min.

O método ELIAU foi capaz de extrair o maior teor de taninos condensados (6,44 eq.
mg g ac. cafeico) (p<0,05). A extracdo foi duas vezes superior ao etanol puro e etanol 80%
(Tabela 14). Sabe-se que os taninos condensados na forma polimérica (de duas a dez unidades)
apresentam baixa solubilidade em agua. Por outro lado, a forma oligomérica ¢ soltivel em agua
(CHAI et al., 2019; DE HOYOS-MARTINEZ et al., 2019). Portanto, é possivel observar que
a soma dos resultados para os extratos obtidos com dgua e metanol 80% sdo semelhantes ao
ELIAU. Indicando que o LI [BMIM][BF4] pode ter acessado ambas as fragcdes (polimérica e
oligomérica) de taninos condensados na matriz.

Os resultados da Tabela 14 mostram que o método ELIAU conseguiu recuperar o
maior teor de compostos orto-difendlicos quando comparado aos VOS avaliados. Nao foi
verificada diferenga estatistica entre o LI [BMIM][BF4] e o etanol puro para recuperacao de
ortodifendis (p<0,05), sugerindo que o método proposto pode ser uma alternativa para
substitui¢do deste solvente organico.

A atividade antioxidante pelo método de DPPH para o extrato obtido por ELIAU
(14,28 mg g ac ascorbico) foi semelhante a obtida pela extragdo com etanol 50% e metanol
50% (16,58 € 16,32 mg g™ ac ascérbico, respectivamente) (p>0,05) (Tabela 14).

O extrato obtido pelo método ELIAU, utilizando o método de ABTS, apresentou o
maior potencial antioxidante (p<0,05) em relacao aos VOS utilizados neste estudo. Isso sugere
que o processo de otimizacao e o uso do LI podem efetivamente extrair os compostos fenolicos
do residuo do processamento da goiaba (Tabela 14).

Thaipong et al. (2006) relataram uma atividade antioxidante (ABTS) entre 0,19 a
0,29 e 11,47-19,50 eq. mg g Trolox para extratos obtidos com diclorometano e metanol,
respectivamente, em quatro gendtipos de goiaba. Contreras-Calderon et al. (2011) relataram
23,05 eq. mg g Trolox usando uma extragio sequencial com metanol 50% e acetona 70%.
Esses resultados foram inferiores aos resultados relatados para o método ELIAU (43,60 eq. mg
g'! Trolox (Tabela 14).

Os resultados da atividade antioxidante obtido pelo ensaio FRAP foi de 20,71 eq. mg
gl ascorbico ac., que representa um valor de 26% e 33% superior aos extratos obtidos com
etanol 50% e metanol 50%, respectivamente (Tabela 14). Lima et al. (2019), Nunes et al. (2016)

e Thaipong et al. (2006) relataram resultados de atividade antioxidante por FRAP para goiaba
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e seus residuo. No entanto, em seus trabalhos, utilizaram padrdes de quantificagdo diferentes,
dificultando a comparagdo com os valores obtidos pelo método ELIAU.

A inibi¢ao da peroxidacao lipidica no sistema bioldgico para o extrato obtido por
ELIAU, etanol 50% e agua acidificada ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05). No
entanto, a inibi¢do da peroxidacgdo lipidica para o extrato obtido por ELIAU foi superior em
comparagdo aos extratos obtidos com agua, etanol puro, metanol puro e metanol 80%. Esses
resultados sugerem que o LI superou alguns solventes tradicionais para a extracao de compostos
bioativos com potencial antioxidante. Nao foi encontrado na literatura estudos relatando a
inibi¢do da peroxidacao lipidica em gema de ovo para goiaba e seus residuos.

O potencial quelante de Fe?* do extrato ELIAU avaliado pela inibicdo da formacio do
complexo Fe**-ferrozina, foi de 19,12%. Este resultado foi apenas superior em relagdo a dgua
acidificada. Por outro lado, quando comparado ao metanol puro, nao foi observada diferenca
significativa (p>0,05). Os extratos obtidos com metanol 80% (46,13% de inibigdo)
apresentaram o maior potencial de quelacdo de Fe** (Tabela 14). Wu et al., (2009), relataram o
potencial de extratos de goiaba com concentracdes de 100, 200 e 400 g mL™!' com inibi¢des
der 41, 65 e 84% de quelar Fe?", respectivamente.

Tem sido relatado que os principais compostos fendlicos no residuo da goiaba sao,
acido vanilico, &cido elagico, acido galico e quercetina (LIMA et al., 2019). Os compostos
fendlicos como o 4cido fertilico, vanilico e siringico niio tém potencial para quelar Fe?" porque
ndo ha grupos catecol ou galoil em sua estrutura. Por outro lado, compostos como acido gélico,
4cido cafeico e 4cido clorogénico sio capazes de quelar Fe** (ANDJELKOVIC et al., 2006;
SANTOS et al., 2017).

O extrato obtido por ELIAU apresentou maior capacidade de inibir a formacao do
complexo Cu?’-pirocatecol (68,60%) e foi significativo (p<0,05) quando comparado aos VOS
(Tabela 14). Sabe-se que a presenca de grupos metoxila e hidroxila na posi¢do orfo de
compostos fenodlicos aumenta seu potencial para quelar Cu** (SANTOS et al., 2017). Esse
resultado pode estar associado ao teor de compostos ortodifenolicos no extrato ELIAU, o qual

foi superior aos extratos obtidos com VOS.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A revisao bibliografica realizada na etapa 1, indicou que a utilizagao de LIs como
método alternativo para recuperagao de compostos bioativos tem se mostrado mais vantajosa,
como menor tempo, menor uso de energia e rendimentos superiores de extracao em relagdo aos
métodos tradicionais de recuperagdo de compostos alvo. LI podem ser considerados novos
solventes para substituir VOS em procedimentos de extragdao. No entanto, ¢ um desafio estudar
e compreender os LIs, devido aos seus potenciais efeitos toxicoldgicos na saide humana, de
forma a utilizar suas propriedades para a extracdo de compostos naturais a serem aplicados em
alimentos, no que diz respeito ao estabelecimento de doses residuais seguras para a saide. Dessa
forma, hé atualmente uma necessidade de atualizacdo da legislacdo pelas principais agéncias
reguladoras internacionais de alimentos para incluir novas classes de solventes, como os LI.
Portanto, mais pesquisas sdo necessarias para entender os efeitos dos LIs em células e 6rgdos
humanos para apoiar a aplicacdo em alimentos e entdo uma possivel atualiza¢do das
regulamentac¢des que regem o uso de solventes extratores.

A prospeccao cientifica, realizada na etapa 2, indicou que existem muitos estudos com
o emprego de Lls, entretanto esse nimero ¢ inferior quando se trata da aplicagdo dos mesmos
em processos de extragdo. A prospeccao tecnologica, avaliada na mesma etapa, sugeriu um
baixo indice de inven¢des relacionando Lls, também como o baixo indice de protecdo e
transferéncia tecnologica dos trabalhos desenvolvidos por universidades e centros de pesquisa.

A metodologia empregada na etapa 3 do trabalho, demonstrou ser eficiente para a
recuperagdo de compostos fenolicos com agdo antioxidante das amostras do residuo do
processamento da goiaba. Nessa etapa, as respostas de composicao fendlica total e atividade
antioxidante obtidas para os extratos indicam que a solu¢do aquosa do LI [BMIM][CI] 2,5 mol
L' é uma alternativa em potencial para a substitui¢do de VOS, em especial o metanol, que é
um solvente tradicional nas extracdes de compostos bioativos, estudado nessa etapa.

O processo de otimizagao da metodologia de extra¢dao por liquidos i6nicos assistida
por ultrassom (ELIAU) avaliado, na etapa 4, foi capaz de recuperar os fendlicos totais do
residuo do processamento da goiaba, especialmente aqueles compostos com atividade
antioxidante. Resumidamente, as condi¢des de razio amostra/solvente de 20 g L' de residuo
de goiaba, 25 min de extragdo por ultrassom, a 45 °C, usando 100% de uma solucao de 2,5 mol
L' de [BMIM][BF4] (concentracio demonstrada eficaz na etapa 3) recuperaram classes
importantes de polifendis como taninos condensados e orfo-difendis, em substitui¢cdo aos

solventes etanol e suas solugdes, metanol e suas solugdes, dgua e dgua acidificada.
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Além disso, os extratos ELIAU apresentaram resultados positivos na quantificagdo da
atividade antioxidante. O método foi capaz de extrair uma maior quantidade de compostos com
ac¢ao antioxidante em relagdo a solventes tradicionais nas analises de DPPH, ABTS, FRAP e no
poder quelante do ion Cu?*, indicando que com o processo de otimizagdio o uso de LI como
agente extrator ¢ uma possibilidade frente aos tradicionais solventes avaliados.

Desse modo, a valorizacdo de residuos agroindustriais torna-se uma alternativa para a
formulacao de alimentos e produtos com apelo bioativo, utilizando matrizes que até entao
seriam descartadas, prejudicando o meio ambiente. Além do fato da agregagdo de um valor
comercial para certos tipos de rejeitos que apresentam grande potencial bioativo, assim como a
casca e sementes de goiaba, que fizeram parte dos residuos estudados nesse projeto.

Além disso, os LIs podem ser uma opgdo sustentdvel em substituicdo aos VOS,
fazendo parte de métodos e processos inovadores de extragdo de compostos vegetais.

Como sugestdo para trabalhos futuros, realizar a andlise do perfil individual dos
compostos fendlicos do extrato obtido com LI por meio de técnicas de separagdo
cromatografica. Além disso, realizar a separagdo do LI por meio de um processo de cristaliza¢ao
a baixa temperatura e/ou separagdo por resina, avaliar o seu residual e investigar a toxicidade

dos extratos por técnica in vitro e posteriormente in vivo.
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ABSTRACT KEYWORDS
lonic liquids (IL) are innovative alternative solvents to recover bioactive compounds from plant-based Innovative salvents;
sources to replace toxic volatile organic solvents (VOS). ILs are tailored-made solvents with chemical extraction methods;

and thermal stabilities, nonvolatile and noninflammable. Although ILs are versatile, cost-effective, ~ Ultrasound-assisted extraction;
and sustainable solutions, the European Commission (EC) has no current regulation to approve tml{'c'_:" of ionic qulmds;_
extracts obtained with ILs to be applied in foods. Herein, this paper aims to assess the overview Eﬁar: Eu:;rﬁ::;c solvents;
of ILs, regulamentation, applications, and its toxic effects, to be used as solvents for extract different 9

bicactive compounds. Studies have suggested novel applications for ILs, such as
1-butyl-3-methylimidazolium bromide, 1-butyl-3-methylimidazolium chloride,
1-butyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate and others, to obtain bioactive compounds, for

instance phenolic compounds, lignans, alkaleids, carotenoids, polysaccharides, using modern

approaches as ultrasound and microwave-assisted extraction. New IL methods increase the efficiency

of recovering target compounds and decrease the extraction time and VOS5 consumption regarding

the traditional techniques. Furthermore, to promote the large-scale use of IL in foods, it is essential

to investigate individually the toxicity of each IL used in the extraction processes, aiming to obtain

a GRAS stamp, due to the currently lack of regulamentation.
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1 INTRODUGCAO

olvente organicos amplamente utilizados em laboratérios apresentam uma
Salta press3o de vapor, ou seja, uma grande tendéncia natural para a volatili-
zacao, ocasionando contaminagdes ambientais e para a satide humana. Nesse
sentido, novos solventes tém sido considerados como alternativa aos tradicio-
nais (CLAUS; SOMMER; KRAGL, 2018; MAGIERA; SOBIK, 2017).

0Os liquides idnicos (LI) sdo substincias com ponto de fusio abaixo de 100
°C, varidvel viscosidade, estabilidade quimica e térmica, ndo inflamaveis, alta
condutividade e baixa pressdo de vapor. 53o atualmente considerados como
solventes promissores em substituicdo aos tradicionais solventes organicos,
principalmente por sua aplicacio tecnolégica e seu potencial ambientalmente
menos agressivo (MAGIERA; SOBIK, 2017; MARTINS; BRAGA; DE ROSSO, 2017;
TUZEN et al, 2018).

Por sua grande versatilidade, a utilizacao de liquidos iénicos como ferra-
menta tem sido amplamente empregada para diversas finalidades, incluindo
sinteses organicas, na engenharia quimica, assim como na drea da ciéncia de
alimentos para a extracdo de metais (FAN et al., 2017; TUZEN et al., 2018), e ex-
tracdo de compostos fendlicos os quais exercem atividade antioxidante (CAC et
al, 2017; VO DINH et al,, 2018).

Dentre os compostos gue apresentam acdo antioxidante, podemos citar
o licopeno, que é caracterizado por ser um composto de carater lipofilico da
familia dos carotenoides. O consumo de alimentos que contém licopeno esta
associado a prevencao de doencas cardiovasculares e também alguns tipos de
cancer. As malores concentracoes podem ser encontradas principalmente no
tomate, porém outros alimentos também o apresentam em sua composicao,
assim como golaba, mamao e melancia (COSTA-RODRIGUES; PINHO; MONTEI-
RO, 2018; SOUZA et al,, 2018).




ANEXO C - Primeira pagina do artigo referente a etapa 4 publicado na revista
Biocatalysis and Agricultural Biotechnology.

121

. . : . & Ry i
Biocatalysis and Agricultural Biotechnology seommEndea artee

Available online 27 October 2021, 102194 Mo articles found.

n Prass, Journzl :'e-p'ocf®

Citing articles (0)
Innovative approach for obtaining phenolic
compounds from guava (Psidium guajava L.)
coproduct using ionic liquid ultrasound-assisted
extraction (IL-UAE)

Bruno Luis Ferreira *, Tufy Kabbas Junior ®, Jane Mara Black *, Daniel Granato °, taciara Larroza Nunes * & &

Show more ~

- Add to Mendeley «f Share =% Cite

https:jdoi.org/10.1016j. beab 2021102156 Get rights and content




	Extração de compostos bioativos do resíduo do processamento da goiaba (Psidium guajava) utilizando líquidos iônicos
	Extração de compostos bioativos do resíduo do processamento da goiaba (Psidium guajava) utilizando líquidos iônicos
	Extração de compostos bioativos do resíduo do processamento da goiaba (Psidium guajava) utilizando líquidos iônicos
	Extração de compostos bioativos do resíduo do processamento da goiaba (Psidium guajava) utilizando líquidos iônicos
	Extração de compostos bioativos do resíduo do processamento da goiaba (Psidium guajava) utilizando líquidos iônicos
	Extração de compostos bioativos do resíduo do processamento da goiaba (Psidium guajava) utilizando líquidos iônicos
	Extração de compostos bioativos do resíduo do processamento da goiaba (Psidium guajava) utilizando líquidos iônicos
	Extração de compostos bioativos do resíduo do processamento da goiaba (Psidium guajava) utilizando líquidos iônicos

		2022-06-24T13:07:20-0300


		2022-06-24T13:07:54-0300




