Eeldt=
28 IL:

gﬁ
UFSC

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

i

jai

CENTRO DE CIENCIAS FiSICAS E MATEMATICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Vinicius Feldstein Haddad

Preparacio, caracterizacao e aplica¢ao de solvente eutético profundo natural

composto por mentol e acido caprilico na extracio de compostos bioativos de residuos

da industria alimenticia

Florianopolis

2023



Vinicius Feldstein Haddad

Preparacio, caracterizacao e aplicacao de solvente eutético profundo natural composto
por mentol e acido caprilico na extraciao de compostos bioativos de residuos da industria

alimenticia

Dissertacdo submetida ao Programa de Po6s Graduagéo
em Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina
para a obteng@o do titulo de mestre em Quimica Analitica
Orientador: Prof. Dr Luciano Vitali.

Florianopolis

2023



Ficha de identificagio da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragao Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Haddad, Vinicius Feldstein

Preparacgdo, caracterizagdo: e aplicagdo de solvente
eutético profundo natural composto por mentol e Acido
capriliceo na extragdo de compostos bicatives de residuos da
indfistria alimenticia / Vinicius Feldstein Haddad ;
orientador, Luciano WVitali, 2023.

63 p.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Fisicas e Matemdticas,
Programa de Pds-Graduacdo em Quimica, Florianépolis, 2023.

Inclui referéncias.

1. Quimica. 2. Solvente eutético profunde . 3. Compostos
biocativos. I. Vitali, Luciano . II. Universidade Federal
de Santa Catarina. Programa de Péds-Graduacdo em Quimica. III.
Titulo.




Vinicius Feldstein Haddad

Preparacio, caracterizacio e aplicacio de solvente eutético profundo natural
composto por mentol e acido caprilico na extracio de compostos bioativos de residuos

da industria alimenticia

O presente trabalho em nivel de mestrado foi avaliado e aprovado por banca

examinadora composta pelos seguintes membros:

Prof. Dr. Luciano Vitali

Universidade Federal de Santa Catarina

Profa. Dra. Renata Dias de Mello Castanho Amboni

Universidade Federal de Santa Catarina

Profa. Dra. Cristiane Luisa Jost

Universidade Federal de Santa Catarina

Certificamos que esta ¢ a versdo original e final do trabalho de conclusdo que foi

julgado adequado para obteng¢ao do titulo de mestre em Mestre em Quimica Analitica.

Documento assinado digitalmente

Giovanni Finoto Caramori

Data: 27/04/2023 10:30:06-0300
CPF:***.927.338-**

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br —

Prof. Dr, Giovanni Finoto Caramori

Coordenacdo do Programa de Pos-Graduacao

Documento assinado digitalmente

Luciano Vitali

Data: 26/04/2023 17:09:23-0300

CPF: ***.529.060-""

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Dr. Luciano Vitali

Orientador

[Floriandpolis], [2023].



Este trabalho ¢ dedicado aos meus queridos pais Maria Angela e

Celso e meu irmao Matheus Haddad.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente gostaria de agradecer a Universidade Federal de Santa Catarina, em
especial ao Departamento de Quimica e ao Programa de Pds-Graduacao em Quimica, pela
oportunidade da realizag¢do do trabalho.

Ao meu professor orientador Dr. Luciano Vitali, pelos ensinamentos, sejam eles sobre
quimica ou sobre a vida, paciéncia, aten¢ao, dedicacdo, e principalmente pela oportunidade de
me receber para realizar meu TCC e o mestrado.

Agradecer minha familia, em especial meus pais, Maria Angela e Celso, por me
ajudarem em diversos momentos da faculdade e por me apoiarem nas minhas decisoes. Estar
longe da familia nao ¢ facil, entdo quando se tem o apoio certo, ele deve ser pra sempre
lembrado.

Agradecer além dos meus pais, meu irmao Matheus Haddad, que por mais que me tire
mais do sério do que me ajude, ele nunca se negou a ajudar.

A toda a minha familia do Labecc, que trouxeram diversos ensinamentos e
experiencias, mas que trouxeram principalmente amizades que ndo devem ser deixadas de lado.
Cadaum de vocés teve uma participagdo especial na minha jornada, e sdio momentos que ficarao
pra sempre na minha lembranga.

Agradecer também a atlética da quimica, que foi minha segunda familia aqui em
Floriandpolis e me trouxe diversas experiencias que com certeza serdo usadas para varios
momentos, seja eles com o trabalho ou atividades extras.

Gostaria de agradecer ao grupo “é os guris” que por mais que nao estejam presentes
comigo, sempre me trouxeram boas risadas, e me ajudaram em diversos momentos com
conselhos que eu vou levar para sempre.

Aos meus amigos que trouxe de Campinas, ¢ dificil agradecer em palavras o tanto que
vocés me ajudaram na minha trajetdria, somente convivendo com vocés ja trouxe uma
confian¢a que no final tudo daria certo.

Amigos sao a familia que vocé€ escolhe, e eu fico feliz que nossos caminhos se
cruzaram independente da maneira, e por mais que pra um os amigos verdadeiros sdo os outros,

todos sdo parte do meu coragao.



“Todo mundo é um génio. Mas, se vocé julgar um peixe por sua capacidade de subir
em uma drvore, ela vai gastar toda a sua vida acreditando que ele é estupido”.

(Albert Einstein)



RESUMO

A procura de alternativas verdes para substituir os solventes organicos toxicos vem sendo
bastante estudada, sendo que uma das mais recente ¢ a utilizacdo de solventes eutéticos
profundos (DES). Os DES tém sua sintese simples e sdo formados por compostos menos
perigosos e mais baratos quando comparados com os solventes convencionais. E possivel a
utilizacao de 4cidos organicos e aminoacidos para a sintese do DES, nesse caso sdo chamados
de solventes eutéticos profundos naturais (NADES). Neste estudo, foi sintetizado o NADES
formado por mentol e 4cido caprilico. O NADES preparado foi caracterizado por diferentes
técnicas e aplicado como solvente na extracdo de compostos bioativos de residuos da industria
alimenticia. As técnicas de caracterizagdo de RMN-H, DSC, TGA, IV, densidade, viscosidade,
indice de refragdo e ensaio microbioldgico, indicaram que o NADES proposto foi obtido com
sucesso. A aplicacdo do NADES foi realizada empregando extragdo solido-liquido para extrair
compostos fenolicos de casca de maca e PB-caroteno de casca de beterraba e cenoura. Os
parametros tempo de extragdo, propor¢do entre a massa do extrato e volume de NADES e
temperatura foram otimizados utilizando planejamentos multivariados e univariados. A
condi¢do experimental otimizada para a extragao dos fenolicos foi de 105 min para o tempo,
1:2 (m/v) para a proporg¢ao e 25 °C para a temperatura. Essas mesmas condigdes foram também
foram aplicadas para a extragdo do B-caroteno. A andlise de compostos fendlicos extraidos da
casca de ma¢a empregando LC-MS/MS revelou a presenga de acido clorogénico, acido ferulico,
acido metoxifenilacético, vanilina e acido 4-aminobenzoico em concentragdes variando de 0,99
a 6,45 pg g nos extratos. Enquanto isso, a determinagdo de PB-caroteno nos extratos
empregando LC-DAD mostrou uma concentra¢do de 0,44 ug g*! para casca de beterraba e 790
ug g para casca de casca de cenoura. Os limites de detecgdo e quantificagdo obtidos foram
abaixo de 0,5 mg L' permitindo quantificar os compostos bioativos nas diferentes matrizes. O
estudo realizado indicou que o NADES avaliado pode ser uma interessante alternativa de
solvente verde para a producao de extratos de compostos bioativos a partir de residuos gerados
pela industria alimenticia. Esses extratos contendo compostos bioativos poderiam ser aplicados
na propria industria alimenticia ou na industria de cosméticos aja vista os inumeros beneficios

desses compostos bioativos para a satide, gerando valor agregado aos residuos avaliados.

Palavras-chave: Solvente eutético profundo natural. Compostos bioativos. Extracdo solido-

liquido. Residuos da industria alimenticia.



ABSTRACT

New green alternatives to replace toxic organic solvents have been extensively studied,
and one of the most recent is the use of deep eutectic solvents (DES). They have a simple
synthesis and are made with cheaper and less dangerous compounds when compared to
conventional solvents. It’s possible to use organic acids and amino acids to synthesize DES, in
that case they are called natural deep eutectic solvents (NADES). In this study, a NADES was
synthesize using menthol and caprylic acid. Different techniques were used to characterize the
NADES, and it was applied as a solvent in the extraction of bioactive compounds from food
industry residues. The characterization techniques RMN’H, DSC, TGA, 1V, density, viscosity,
refractive index, and microbiology study indicated that the NADES proposed was successfully
obtained. NADES in a solid-liquid extraction of phenolics compounds in apple peel and -
carotene in beetroot and carrot peel. The time of extraction, ratio between the mass of the
extracted and volume of NADES and temperature parameters, were optimized using
multivariate and univariate designs. The final conditions for the extraction of the phenolics
were, 105 minutes for time, 1:2 (m/v) for proportion and 25 °C for temperature. These
conditions were also used for the extraction of B-carotene. The analysis of the extracted
phenolics compounds in the apple peel using LC-MS/MS showed the presence of chlorogenic
acid, ferulic acid, vanillin, metoxifenilacetic acid and 4-aminobenzoic acid in concentrations
ranging from 0.99 to 6.45 ug g*! in the extracts. While, in the determination of B-carotene using
LC-DAD showed a concentration of 0.44 ug g*! for the beetroot peel and 790 ug g! for the
carrot peel. The limits of detection and quantification obtained were below 0.5 mg L allowing
to quantification the bioactive compounds in different matrices. The study carried out indicated
that the evaluated NADES can be an interesting green solvent alternative for the production of
extracts of bioactive compounds from waste generated by the food industry. These extracts
containing bioactive compounds could be applied in the food industry itself or in the cosmetics
industry, given the numerous benefits of these bioactive compounds for health, generating

added value to the evaluated residues.

Keywords: Natural deep eutectic solvent. Bioactive compounds. Solid-liquid extraction. Food
industry residues.
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1 INTRODUCAO

Os solventes eutéticos profundos (DES, do inglés “deep eutectic solvent) surgiram
como uma alternativa verde para substituir os solventes organicos que acabam gerando residuos
toxicos e perigosos para o meio ambiente. Além de serem formados por reagentes menos
toxicos e mais baratos, sua sintese ¢ simples, necessitando apenas de agitacdo e aquecimento.
Em sua maioria, os DES s3o formados por compostos inorganicos, porém, estudos mais
recentes utilizam de 4cidos organicos, aminoacidos, entre outros para deixar esses solventes
mais verdes, sendo esses conhecidos como solventes eutéticos profundos naturais (NADES, do
inglés “natural deep eutectic solvent”).

Os NADES sao formados pela interagao entre uma molécula capaz de doar ligacao de
hidrogénio (HBD, do inglés “hidrogen bond donor”) e outra capaz de aceitar (HBA, do inglés
hydrogen bond aceptor”), fazendo com que tenha uma ampla quantidade de compostos
possiveis para formar esses solventes. Com isso, ¢ importante o estudo das propriedades de
cada reagente que ird compor esse solvente, pois € possivel a formacdo de NADES hidrofébicos
ou hidrofilicos, o que torna viavel a extracdo de diversos compostos com caracteristicas
quimicas distintas.

Um exemplo ¢ o de NADES ¢ feito através da interacdo entre o formado por mentol e
o acido caprilico, dois compostos de cardter natural que separados apresentam diversos
beneficios para o corpo humano. Por ser composto formado por duas moléculas hidrofobicas,
esse NADES apresenta propriedades extratoras para compostos mais apolares, podendo ser
utilizado na extracao de diversos compostos organicos. Entre eles, uma classe que tem grande
interesse para as industrias farmacéuticas, alimenticias e de cosméticos, sdo 0os compostos
bioativos.

Dentro desses compostos bioativos, as duas divisdes que mais se destacaram sao os
fendlicos e os carotenoides, por serem os grupos que mais possuem bioativos. Eles possuem
diversas propriedades fitoterapicas, como acdo antioxidante, anti-inflamatoria e também de
prevengdo de diversas doengas, o que faz com que sua extragdo seja bastante interessante, ja
que eles sdo facilmente encontrados em plantas, frutos e legumes.

Esses compostos podem ser encontrados em frutos como a maga, por exemplo,
possuem diversos fenolicos na sua composi¢cdo, sendo que grande parte deles pode ser
encontrada na casca e sementes, partes que geralmente sdo descartadas pelas industrias. Além

da maga, a cenoura e a beterraba também possuem grande quantidade de bioativos e neles se
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encontram um dos carotenoides mais conhecidos, o B-caroteno. Por se tratar de uma cadeia
longa de carbonos conjugados, o B-caroteno apresenta uma grande atividade antioxidante,
podendo até mesmo ser associado a prevengado de alguns tipos de cancer.

A FAO (do ingles “Food and Agriculture Organization of the United Nations™)
estima que 50% da producdo de frutas e legumes ¢ desperdigada em regides do mundo como a
América do Sul e a Asia, podendo significar uma perda de 400 bilhdes de dolares se somado
mundialmente. Uma das formas de diminuir esse desperdicio ¢ através da utilizagao dessa parte
desperdicada ¢ para extracdo de compostos bioativos, fazendo com que seja aproveitado ao
maximo das produgdes. Um exemplo desse residuo € a casca desses alimentos originada apos
a industrializagdo na produgdo de suco de maca ou produgao de conservas. Dessa forma, esse
residuo poderia ser usado como fonte de compostos bioativos para produgao de extratos visando
agregar valor comercial. Para isso, existem diversos métodos de extracdo, como o método
solido-liquido, o qual associado ao emprego de um solvente verde como o NADES sendo que
a utilizacdo de NADES ¢ uma forma mais verde, sendo possivel realizar uma extragao simples
de solido liquido para isso pode ser uma alternativa muito interessante.

A técnica de extracdo solido-liquido ¢ muito simples de ser aplicado, porém, alguns
parametros precisam ser otimizados para que se tenha uma melhor eficiéncia, a temperatura, o
tempo e a proporcdo de solido-liquido. Nesse sentido, o uso de ferramentas quimiométricas
podem ser muito importantes para auxiliar nessas otimizagdes, trazendo as vantagens de reduzir
o nimero de experimentos e permitindo avaliar a interacao entre os parametros estudados.

Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi sintetizar e caracterizar o NADES formado por
mentol e o acido caprilico e aplica-lo na extragdo de compostos bioativos, como os fenolicos
de casca de maca e o -caroteno, de cascas de cenoura e beterraba de residuos gerados pela

indlstria alimenticia.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS

O primeiro relato dos DES foi descrito por Abbot em 2003 (Abbott et al., 2004) com a
mistura de cloreto de colina (ChCl) e diferentes s6lidos, onde formaram uma solugdo com ponto
de fusdo muito mais baixo do que o de cada solido separadamente (Abbott et al., 2004). Esses
solventes sdo, geralmente, formados através da mistura entre dois sélidos, sendo um deles um
o doador de ligagao de hidrogénio (HBD, do inglés hydrogen bond donor) e o outro aceptor de
ligacdo de hidrogénio (HBA, do inglés hydrogen bond accpetor).

Por definicdo, um ponto eutético, que origina o nome destes solventes, ocorre quando dois
compostos sdo misturados em uma proporcdo exata e submetidos a aquecimento por um
determinado tempo a uma dada temperatura (em sua maioria s6lidos) em uma proporg¢ao exata,
resultando em um solvente com uma diminui¢ao de seu ponto de fusdo e ebulicdo ¢ menores
que seus componentes individuais. Essa diminui¢cdo ocorre devido as interagdes das ligagdes de
hidrogénio ou interagdo de Van der Walls entre 0o HBA e o HBD. A Figura 1 mostra o diagrama

de fases de uma mistura eutética e o ponto eutético.

Figura 1. Diagrama de fases de uma mistura eutética indicando os limites entre as fases
solidas e liquida, sendo o ponto eutético indicado por “e”.
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Fonte: (de Sales et al., 2018).
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Nesse diagrama ¢ possivel observar que separados, os solidos A e B separados possuem
temperaturas de fusdo mais altas do que na mistura, portanto, eles ndo interagem entre si.
Porém, na composicao eutética, o ponto de fusdo dos solidos diminui, resultando em uma
mistura liquida homogénea composta por A+B. Um exemplo para ilustrar esse sistema disso
pode ser representado pela formacdo de um DES a partir da mistura de ¢ a interacdo entre o
ChCl e a ureia, onde seus pontos de fusdao individuais sdo 302 e 133 °C, respectivamente.
Enquanto isso, o DES resultante da mistura desses componentes, porém quando misturados, o
resultado € um liquido com ponto de fusdo de 12 °C (Longo & Craveiro, 2018).

Além do ponto de fusdo, outras propriedades fisico-quimicas, como a viscosidade e a
densidasde, desses DES sdo muito importantes de serem avaliadas, pois irdo afetar as interagdes
com os compostos de interesse quando esses solventes sdo empregados em métodos de

extracao.

2.1.1 Propriedades fisico-quimicas dos DES

O preparo dos DES seja ¢ muito simples exigindo apenas a mistura dos componentes e
aquecimento sob agitacdo por alguns minutos. Porém, uma vez formados os DES apresentam
caracteristicas muito diferentes entre si, jA que existem varias opg¢des de combinagdes de
reagentes e proporgdes entre eles, podendo variar muito sua viscosidade, sua densidade e sua
toxicidade. Essa diversidade de caracteristicas, que aumentam as possibilidades de possiveis
aplicag¢des dos DES.

Dessa maneira, a caracterizagdo através de técnicas como o Infravermelho (IV),
Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-H), viscosidade e calorimetria
exploratoria diferencial (DSC, do inglés diferencial scanning calorimetry), possibilita a escolha
das propriedades mais adequadas para a extracdo de diferentes analitos e aplicagdes em diversos
métodos analiticos (Ma et al., 2018). Na Tabela 1 abaixo estdo apresentados exemplos de DES

apresentados na literatura e suas principais caracteristicas fisico-quimicas.
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Tabela 1. Composi¢do e propriedades de diferentes DES/NADES.

Aceptor de  Doador de

Proporcio Densidade Viscosidade Tt

ligacio de ligacio de Referéncia
molar (g/cm?) (cP) CO)
Hidrogénio  Hidrogénio
(Longo &
ChCl ureia 1:2 1,21 750 12
Craveiro, 2018)
' (Longo &
glicerol 1:2 1,18 37 -40
Craveiro, 2018)
) (Longo &
ZnCl, ureia 1:3,5 1,63 11340 9,0
Craveiro, 2018)
Acido (Makos et al.,
DL-mentol 1,5:1 0,888 7,80 -2
octanodico 2020b)
‘ . . (Makos et al.,
Timol Acido laurico 1,2:1 0,917 5,10 25
2020b)
Acido Acido (Makos et al.,
_ . 1:3 0,904 8,22 9,0
dodecanoico octanoico 2020b)

Observando a tabela € possivel perceber que a propriedade que mais varia ¢ a viscosidade,
a qual que esta relacionada a uma longa rede de ligagdes de hidrogénio entre 0o HBA e o HBD,
e diminui a mobilidade das espécies livres de DES (Makos$ et al., 2020b). Os menores valores
de viscosidade sao observados quando se usa compostos organicos, como o mentol e os acidos
organicos (Makos et al., 2020a).

Por se tratarem de misturas eutéticas, a propor¢ao molar entre 0s compostos precisa ser
estudada, pois como ¢ possivel observar na Figura 1, apenas com a fragdo molar exata de cada
componente, se tem a formagao do ponto eutético. Por isso que existe uma variagdo entre os
diferentes DES/NADES apresentados na Tabela acima. Em relagdo a temperatura de fusdo, ¢
favoravel que sejam abaixo de 20 °C, para ndo precisar de fontes externas de aquecimento para
sua formacao.

Outra propriedade fisico-quimica importante de ser estudada, ndo apresentada na tabela, ¢
a hidrofilicidade dos DES, j& que a extracdo dos compostos de interesse depende da sua

interacao com o solvente (Deng et al., 2019; Ji et al., 2020; Qu et al., 2019). Em sua maioria,
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os solventes sdao hidrofilicos, porém isso limita a extracdo apenas a matrizes aquosas ¢
compostos polares (Makos et al., 2020b). Porém, existem alguns estudos empregando NADES
hidrofobicos, que tém grande importancia, pois permitem a extracdo de compostos apolares
com esses solventes verdes e ambientalmente amigéaveis, sendo uma vantagem em relagao aos
solventes organicos convencionais, seja na parte de preparo de amostras em métodos analiticos,

seja na producdo de extratos visando aplicagdes industriais (Cao et al., 2017).

2.1.2 Solventes eutéticos profundos naturais

Com o objetivo de deixar os métodos analiticos mais verdes Choi e colaboradores (Choi et
al., 2011) sugeriram a utilizacao de compostos naturais na formagao dos DES, podendo ser por
exemplo, aminoacidos, carboidratos, aminas, agucares, entre outros (Choi et al., 2011). A
formac¢do do NADES ocorre da mesma maneira que os DES, porém eles podem ser preparados
na presenga de agua, o que faz com que a viscosidade da solugdo final seja bem mais baixa
quanto comparada com liquidos i6nicos e os DES (Cunha & Fernandes, 2018). Geralmente no
preparo sao utilizados aminas e aminoacidos como HBA e acidos organicos e carboidratos com
HBD (Cunha & Fernandes, 2018).

Um exemplo de NADES ¢ a mistura do 4cido caprilico com o mentol, sendo eles um acido

graxo e um alcool, respectivamente. A Figura 2 apresenta a estrutura de ambos os compostos.

Figura 2. Estrutura molecular do acido caprilico (A) e mentol (B).

A B

oH
/\/\/\”/ o

o

Fonte: proprio autor
Por ser um acido graxo, o acido octanoico esta relacionado a muitos beneficios para a
saude, como por exemplo a diminui¢ao da chance do risco de cancer e doengas cardiacas, entre
outras (Alonso-Esteban et al., 2023; de Cock et al., 2023; Rahrovani et al., 2018). O mentol por
sua vez ¢ bastante utilizado na industria alimenticia, de farmacos e cosméticos (Soleimani et
al., 2022). Estudos também mostram que a utilizacdo do mentol pode ter efeitos ergogénicos

para atletas de alta performance, quando consumidos através de géis ou at¢ mesmo bebidas
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(Vogel et al., 2022). Porém, para elucidar se esses beneficios individuais se mantém no
NADES, s3o necessarios mais estudos. Ambas as moléculas sdo formadas por cadeias
carbonicas, o que faz com que elas tenham caracteristicas mais apolares, portanto, o NADES
formado de sua interacdo também vai apresentar caracteristicas semelhantes. Com isso, ¢
possivel a utilizacdo desse solvente para a extracdo de moléculas organicas, entre eles estdo

compostos bioativos como diversos fenolicos e carotenoides (Sas et al., 2019).

2.2 COMPOSTOS BIOATIVOS

Compostos bioativos por sua vez sdo produzidos em plantas como metabolitos
secundarios, e sua utilizagdo pode ser datada desde tempos da Roma e Grécia antigas, mesmo
que na época ndo se tinha o conhecimento atual do que eram (Azmir et al., 2013). Estudos atuais
relacionam a utilizagdo desses compostos como beneficios no tratamento de diversos
problemas, como por exemplo, doengas anti-inflamatorias, antialérgicas, e também atividade
antiviral e antimutagénico (Bandeira et al., 2022; Rakha et al., 2022).

Esses compostos podem ser divididos em trés categorias, fendlicos, terpenos e
alcaloides, sendo que dentro delas existem outras classes de divisdo para essas moléculas
(Azmir et al., 2013). A Tabela 2 apresenta a estrutura de alguns compostos pertencentes a cada

classe, juntamente com algumas caracteristicas fisico-quimicas.
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Tabela 2. Exemplos de compostos pertencentes a cada classe de bioativos e valores de Log p

e pKa.
Analito Logp pKa Estrutura Classe
-caroteno 17,62 - i
ey
Terpenos
Acido cloro génico -0,27 3,33
9,21 ﬂ
12,47 0 om
(0]
13,15 0 N Fenolicos
13,84 o o
15,05 o
Acido 4- 0,83 2,38 N
aminobenzoico 4,85 r%]
T
H-
Acido fertlico 1,5 3,58 =
9,98 i Ho~=0 Fendlicos
OCH ,
Vanilina 1,37 7,4 ‘fH3
0
j@ﬁ“o Alcaloides
HO
Acido 1,4 4,12 J
metoxifenilacético ot
r M']‘ Fenolicos
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Tabela 2. Continuacdo.
Analito Logp pKa Estrutura Classe

6,38
7.85 ..T n ol

Quercetina 2,16 8,63 i [ | - i L OH Flavonoide
10,29 Lt
12,82

Arctigenina 2,47 9,95 / / Lignano

8,49 |
92 13 o TR
10,14

Resveratrol 3,1 Estibeno

Por mais que sejam moléculas distintas entre si ¢ possivel perceber que todas possuem
ligagdes conjugadas, e isso esta relacionado a suas propriedades fitoterapicas que serdo
discutidas nos proximos topicos. Das trés categorias mencionadas, o foco do trabalho sera em

cima nos compostos fendlicos e terpenos, pois sdo 0s que possuem mais compostos bioativos.

2.2.1 Carotenoides

Uma das maiores classes dentro dos terpenos sdo os carotenoides, conhecido por serem
corantes naturais com propriedades fitoterapicas e de grande interesse nutricional e médico
(Castro et al., 2021; Yao et al., 2021). A principal caracteristica dessa divisdo ¢ de moléculas
com cadeias de mais de 40 carbonos e dupla ligagdes conjugadas, o que fazem com que elas
apresentem propriedades antioxidantes devido a interagdo com radicais livres (Yao etal., 2021).
O composto D da Figura 3 acima ¢ um exemplo de carotenoide, o B-caroteno.

Por se tratarem de compostos naturais, esses bioativos podem ser encontrados em
diferentes frutas e legumes, como a beterraba, uva, cenoura, tomate, entre outros. O licopeno

por exemplo, pode ser encontrado no tomate em uma faixa de 70 a 130 mg kg! dependendo do
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fruto (Londono-Giraldo et al., 2021). Ja a cenoura, ¢ o vegetal mais rico em [-caroteno, sendo

bastante utilizada para a extragdo do carotenoide (Battino et al., 2023).

2.2.2 Compostos fenolicos

A principal estrutura desses compostos ¢ um anel aromdtico ligado a um grupo
hidroxila. Os polifendis podem ser divididos em flavonoides, 4acidos fendlicos, lignanos e
estibeno.

A diferenga entre os grupos ¢ principalmente o nimero de anéis aromaticos e as
estruturas que estdo ligadas a cada anel. Esses ligantes podem variar desde cadeias carbonicas
simples a aminas, acidos organicos, lipideos entre outros, fazendo com que a classe de fendlicos
possua grande variedade de compostos (Li et al., 2014a)

Esses compostos em sua maioria podem ser encontrados de forma natural, sendo o
maior grupo de fitoquimicos, podendo ser encontrado em diversas plantas e frutos (X. Fu et al.,
2022). Devido a sua abundancia, existem diversos estudos relacionando os bioativos com o
tratamento e prevencdo de diversas doengas, fazendo com que eles tenham um grande interesse
para aplicacdo nas industrias de cosméticos, terapéuticas e de alimentos (X. Fu et al., 2022;
Soleimani et al., 2022). A Figura 4 mostra os usos dos compostos fenolicos no tratamento de

doencas.

Figura 3. Diagrama indicando os principais usos de compostos fendlicos para o tratamento de
diferentes doengas.

Efeito neuro protetor

Atividade cardioprotetora Efeito protetor pulmonar

Prevencao de osteoporose gh_‘-.ffda.de_ i a:
inflamatoria
k&
Efeito protetor do rim  Atividade antion

Fonte: adaptado de (Li et al., 2014b).
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Um exemplo de fruto contendo polifendis ¢ a uva, que além de suas propriedades
antioxidantes, também dao sabor, aroma, cor e frescor para o suco (Guler, 2023). Também ¢
possivel encontrar diversos fendlicos em plantas como a menta e o tomilho, que sdo os
ingredientes mais utilizados em chas e tisanas (Soleimani et al., 2022). Outro fruto bastante rico
em bioativos ¢ a maga, que possui diferentes fendlicos em sua composi¢ao, por exemplo, os
acidos cinamico, ferulico e clorogénico, e diferentes flavonoides (Dadwal et al., 2023; Patocka
etal., 2020).

Os frutos mencionados possuem valores nutricionais significativos, o que justifica sua
producdo em larga escala. No entanto, ¢ importante considerar que ha um potencial elevado de
desperdicio desses frutos, ja que muitas partes, como sementes, cascas € raizes, sao
frequentemente descartadas (Jayesree et al., 2021). Contudo, essas partes poderiam ser
reaproveitadas para extragdo dos compostos bioativos, para assim ter um reaproveitamento
desses residuos gerados pela industria e diminuir esse impacto ambiental, social e agregar valor

comercial.

2.3 RESIDUOS DA INDUSTRIA ALIMENTICIA E USO DE DES NA DETERMINACAO
DE COMPOSTOS BIOATIVOS

O desperdicio de alimento pode ser dividido em dois termos, em perda e descarte de
alimentos. De acordo com a FAQO, perda de comida esté relacionada a diminui¢do de massa ou
valor nutricional do alimento que seria destinado ao consumo humano. Enquanto que descarte
de comida, se refere ao alimento apropriado ao consumo humano que foi descartado (Food and
Agriculture Organization of the United Nations. & Food Wastage Footprint (Project), 2013).

Estima-se que o desperdicio de comida anual € equivalente a um tergo da produgao
mundial, o que dificulta a estabilidade alimenticia e pode causar diversos problemas ambientais
(Food and Agriculture Organization of the United Nations. & Food Wastage Footprint (Project),
2013). De acordo com a Programa das Nagdes Unidas para o Meio Ambiente (do inglés “UN
Environment Programme”), o valor econdmico perdido devido a essa perda pode ser estimada
em 400 bilhdes de dolares (Kumar et al., 2022). Com isso a reutilizagdao desses produtos ¢ de
extremo interesse, sendo que existem estudos que utilizam dessa matéria organica para criacao
de biocombustiveis e biofertilizantes (Kumar et al., 2022), ou até mesmo para extragao de
compostos bioativos, como aqueles mencionados anteriormente (Jayesree et al., 2021; Mirheli

& Taghian Dinani, 2018).
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Pela FAOSTAT o indice bruto de producdo de frutas e vegetais mundial em 2020 foi
de 107,69 (indice de 2014-2016 = 100), onde grande parte desse produto ¢ perdido durante os
processos industriais, devido a fatores como ineficiéncia no processo, variagdes de temperatura,
rejeicdo devido a padrdes de qualidade, entre outros (Jeswani et al., 2021). A Figura 3 abaixo
mostra a producao bruta de algumas frutas e vegetais na América do Sul e entres regides do
mundo.

Figura 4. Valores de produg@o bruta para a magd, cenoura e tomate em 3 regides do mundo.
(Indice utilizado 2014-16 = 100).

indice de producglo bruto

Mundo AmericadoSul Asia Europa

B Vacs Il Cenoura [l Tomate

Ao analisar o grafico é possivel perceber que a produgdo de frutas e vegetais cresceu
no mundo, comparando com o indice de 2014-16, porém grande parte dessa producao ¢é perdida
ou descartada, podendo chegar a valores acima de 50% dependendo da regido (English & Food
and Agriculture Organization of the United Nations, 2019).

Mesmo com diversos estudos sobre o reaproveitamento dessa matéria organica, a
utilizacdo para extragdo de compostos bioativos € pouco explorada devido a dificuldade disso.
A extragdo desses compostos ¢ mais explorada em métodos de preparo de amostras empregando
DES como um solvente alternativo mais barato ¢ simples visando a determinacdo desses
compostos em amostras de alimentos (Jayesree et al., 2021).

Diversos estudos utilizam de DES e NADES como solvente extrator, com o objetivo
de substituir os solventes organicos toxicos para aqueles mais verdes ao meio ambiente

(Florindo et al., 2020; Pani¢ et al., 2019). A Tabela 4 abaixo apresenta algumas técnicas de
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preparo de amostra que utilizaram dos DES/NADES para extracdo de compostos bioativos em

diferentes matrizes.

Tabela 3. Exemplos de técnicas de preparo de amostra utilizando DES/NADES como
solvente extrator para extragao de compostos bioativos.

Solvente eutético Técnica de Analito Matriz Limite Referéncia
profundo extracio de
Deteccao
(ng L
Cloreto de colina: LPME Flavonoides Folhas 7,0 Bietal., 2013
1,4-butenodiol
Mentol: Acido DLLME Esteres de Agua 6,6-18 Ortega-Zamora et
acético acidos mineral e al., 2020
ftalicos de torneira
Cloreto de colina: SPE Polifenois Palmeiras nd N.Fuetal, 2017
Fenol
DLLME Cafeina Bebidas 3-5 Shishov et al.,
2019
Cloreto de M-D-uSPE Flavonoides Cebolae  0,2-32,96 Majidi &
tetrametilamonio: cha verde Hadjmohammadi,
etileno glicol 2019

Através da tabela acima € possivel perceber que existem varias técnicas utilizando de
DES para extragdo de compostos bioativos. Também ¢ possivel analisar que através da
utilizacdo de diferentes solventes, foi possivel extrair analitos com polaridades diferentes em
matrizes solidas e liquidas, algo que possivelmente com solventes convencionais ndo seria tao
simples e nao teria valores de limite de detecgao tdao baixos.

As técnicas apresentadas acima também surgiram como alternativa mais verde para as
extracdes, pois elas sdo técnicas miniaturizadas, que utilizam bem menos solvente e atingindo
0 mesmo, ou até maior, rendimento que outras técnicas (Yamini et al.,, 2019). Mesmo
apresentando uma maior eficiéncia, ainda sdo técnicas mais caras ja que elas necessitam de

dispositivos complexos para a extracdo (Badawy et al., 2022). Outra limitacdo seria que em
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alguns casos elas nao sao tao reprodutiveis, ja que trabalham com volumes bem pequenos e
dependem da precisao do analista (Kannouma et al., 2022).

Porém, a producdo de extratos contendo compostos bioativos a partir desses
residuos da industria alimenticia empregando NADES e métodos classicos como a extragao
solido-liquido podem ser uma estratégia alternativa interessante. Com isso, o objetivo desse
estudo ¢ a caracterizagdo e aplicagdo de um NADES composto por acido caprilico e mentol,

para a extragao solido liquido de compostos bioativos em residuos da industria alimenticia.

3 OBJETIVOS
3.10BJETIVO GERAL

Preparar, caracterizar e aplicar o NADES composto por mentol e acido caprilico na extragao de

compostos fenodlicos e B-caroteno de residuos da industria alimenticia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Preparar o solvente eutético profundo a partir de mentol e acido caprilico;

- Caracterizar o solvente eutético profundo incluindo andlises de IV, RMN, TGA, DSC, entre
outras;

- Otimizar os parametros de extracao solido-liquido dos compostos de interesse com o DES a
partir dos residuos da industria alimenticia, incluindo propor¢do de amostra e DES, tempo de
extracdo, temperatura de extracdo, entre outros, empregando planejamento de experimentos;

- Avaliar os parametros analiticos de mérito dos métodos de quantificagdo e determinar as

concentragdes dos compostos bioativos nas amostras dos extratos obtidos com NADES.

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 REAGENTES E SOLUCOES

Os reagentes e solventes utilizados foram todos de grau analitico. Para o preparo do
DES foi utilizado acido caprilico 98% e mentol 95% ambos adquiridos da Synth (Sao Paulo,
Brasil).
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Para os métodos de LC foram utilizados metanol 99% (SK Chemicals, Sao Paulo,
Brasil), acido formico 96% (Tedia, Sdo Paulo, Brasil), Acetonitrila (Dinamica, Sdo Paulo,
Brasil) e 4gua filtrada por um sistema Mili-Q.

As solugdes padroes dos carotenoides foram preparadas diariamente a partir de uma
solugdo estoque de 1000 mg L', para as eventuais diluigdes era utilizado etanol 99% (SK
chemicals, Sao Paulo, Brasil).

As analises de RMN-H foram feitas utilizando o solvente de CDCl3 99,8% (Tedia, Sao

Paulo, Brasil).

4.2 INSTRUMENTACAO E METODOS UTILIZADOS
4.2.1 Instrumentac¢io

A pesagem das massas de mentol e extrato foi realizada utilizando uma balanga
analitica do modelo AX32008 (Shimatzu, Quioto, Japao).

Para a extragdo dos compostos e o estudo do planejamento de experimentos foi
utilizado um agitador magnético com aquecimento da marca Velp Scientifica. Apds a extragao,
foi utilizada uma micro-centrifuga da marca MiniSpin Plus para separar fases, sendo coletado
apenas o sobrenadante. Para a casca da cenoura e da beterraba foi utilizado um liofilizador do
modelo micro modulyo (Edwards, Sao Paulo, Brasil).

As anélises foram realizadas em um LC modelo 1200 (Agilent Technologies,
Waldbronn-BW, Alemanha). O sistema de HPLC estava acoplado a um espectrofotometro de
massas hibrido triplo quadrupolo/trap (Q Trap 3200 Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord-
ON, Canada). As analises foram realizadas no modo de ionizagdo por eletrospray negativo
(Turbo lon Spray Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord-ON, Canada). Os parametros
utilizados no MS estdo descritos no apéndice A2). Para andlise dos dados foi utilizado o
software Analyst (1.5.1).

As analises de DSC foram realizadas em um calorimetro DSC Q2000 (TA Instruments,
New Castle, EUA) equipado com um sistema de resfriamento RCS90. Para as amostras de TGA
foi utilizado o equipamento Shimadzu com um modulo TGA-50.

A viscosidade foi determinada utilizando o equipamento do Laboratorio de Controle
de Processos de Polimerizacdo do departamento de engenharia quimica e de alimentos da
UFSC, redmetro HAAKE MARS II (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), e para
manter a temperatura foi utilizado banho refrigerado HAAKE DC30-K10 com circulador de

imersdo (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). A densidade ¢ o indice de refragdo
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foram determinados utilizando o equipamento do Laboratorio de Catalise e Fenomenos
Interfaciais do departamento de quimica da UFSC, Lovis 2000 M (Anton Parr, Sao Paulo,
Brasil).

O equipamento utilizado no IV foi o Spectrum Two (PerkinElmer®, Massachusetts,
USA). As analises de RMN-H foram realizadas no equipamento NMR AS 400 da Varian®. Elas
foram realizadas com parceria da Central de Analises da UFSC.

Para o preparo do extrato do residuo industrial da mag¢a foi utilizado uma estufa
(SOLAB, Sao Paulo, Brasil), e apos a secagem um moinho analitico (A11 Basic, IKA, Staufen,
Alemanha). Para padronizar a granulometria foi utilizado um peneirador eletromagnético (I-

1016-B, PAVITEST).

4.2.2 Determinacio dos fendlicos por LC-MS/MS

As determinagdes dos compostos fenolicos foram feitas seguindo o método descrito
por Schulz et al., 2015 com modificac¢des. Foi usada uma coluna Synergi (4,0 um, 2,0 x 150
mm; Phenomenex, Torrance-CA, EUA), separa¢do em uma vazio de 250 pL min’! e fases
moveis constituidas por 95:5 % (metanol: agua) (fase A) e 0,1% de acido formico em uma
solucao aquosa (fase B). O modo de elui¢do por gradiente usado foi adaptado e esta apresentado

na Tabela 5.

Tabela 4. Gradiente de elui¢do utilizado para analise dos compostos fenolicos.

Tempo (min) fase A (%) fase B (%)
5 30 70
7 90 10
10 90 10
13 30 70

Uma aliquota de 250 pL do extrato a ser avaliado foi transferido para um microtubo
de 1,5 mL, adicionou-se 1,25 mL de etanol, centrifugou-se por 10 min a 14000 rpm. Um volume
de 250 pL do sobrenadante foi diluido com 250 pL de etanol em vial de 1,5 mL e reservado
para inje¢d@o no sistema de LC-MS/MS.

As massas de ion precursor e fragmentos de identificagdo usados no MS/MS foram os

mesmos descritos por (Schulz et al., 2015).
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4.2.3 Determinacio de p-caroteno por LC-DAD

A determinagdo do B-caroteno foi seguindo o método de Szabo et al., 2021 com
modificagdes. O HPLC utilizado foi o0 mesmo para o método acima, porém acoplado a um
detector de arranjo de diodo, onde os compostos foram analisados em um comprimento de onda
de 450 nm. A coluna utilizada foi a XDB Eclipse C18 (5,0 um, 4,6 x 150 mm; Agilent, Santa
Clara-CA, EUA), com uma vazdo de 0,8 mL min-!' € o volume de inje¢do de 10 uL, utilizando
como fases moveis A 95:5% (acetonitrila: 4gua) e B acetado de acetila, em ambas as fases foi
adicionado 0,25% de trietilamina

O gradiente utilizado para a separagdo ¢ apresentado na Tabela 5. Para andlise dos

dados foi utilizado o software Chemstation (0.4.3).

Tabela 5. Gradiente de eluicdo utilizado para analise dos compostos carotenoides.

Tempo (min) Fase A (%) fase B (%)
0 90 10
10 50 50
13 40 60
20 10 90
23 90 10

Para quantificagdo, foi utilizado o mesmo procedimento descrito no item 4.2.1, porém
para a casca de cenoura foi adicionado um volume de 3 mL de etanol apos a extracdo, sendo

coletado 50 uL e diluido para 5 mL com etanol.

4.3 PREPARO DO NADES
O preparo do NADES foi baseado em Fan et al. (2021) utilizando a propor¢dao molar
de 1:1 de acido caprilico: mentol. A solucao foi preparada diariamente sendo pesado 5g de
mentol e misturado com 5,2 mL de acido caprilico em um Erlenmeyer de 125 mL. Em seguida,
o Erlenmeyer foi levado para a estufa a 80 °C por 30 min até atingir a formag¢@o de um liquido
homogéneo. O NADES preparado foi armazenado em temperatura ambiente por até 7 dias para

a utilizacao nas extragoes.
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4.2.4 Residuo industrial do suco da maca

O extrato obtido através dos residuos gerados na industria da mag¢a foi preparado
primeiramente secando por 24h a 41,4+ 1,8 °C e em seguida o material foi triturado. Apos isso,
a granulometria foi padronizada utilizando um peneirador eletromagnético com uma abertura
de 850 um (20TY). O item 4.5 descreve como foi realizada a extracao dos fendlicos.

Para extragao dos fendlicos foi utilizado o residuo industrial do suco de maga
utilizando as variedades Fuji e Gala, cultivadas na regido de Sao Joaquim- SC/Brasil. Para a
extracdo dos compostos fendlicos foi utilizado o residuo industrial da produgdo do suco de mag¢a
das variedades Fuji e Gala misturadas, cultivadas na regido de Sdo Joaquim- SC/Brasil. O

preparo do extrato esta descrito no item 4.2.2.

4.2.5 Residuo de casca de legumes

Para o preparo do extrato primeiramente foram retiradas a casca de ambos os legumes
para a quantificagdo do composto bioativo. Apds a retirada, a casca foi congelada com
nitrogénio liquido e colocada em freezer a -20 °C para posterior liofilizacdo. Depois de 18h de
liofilizacao, a amostra seca foi triturada utilizando um moinho de hélices, pesado 0,5 g em um
frasco de vidro e adicionado 1 mL de NADES para a extracdo. A extragdo foi realizada
utilizando o mesmo procedimento descrito para o item 4.5.

Para a extragdo do B-caroteno foi escolhido duas diferentes matrizes, a cenoura e a
beterraba, ambas foram compradas em mercados locais. O preparo do extrato esta descrito no

item 4.2.3.

4.4 CARACTERIZACAO DO DES
Para a caracterizacdo do NADES foram utilizadas as técnicas de DSC, TGA, ensaio

microbiologico, viscosidade, densidade, indice de refragao, IV e RMN-H.

4.4.1 DSCE TGA

Para caracterizagdo das transigdes térmicas, entalpias e estabilidade térmica foram
utilizadas as técnicas de DSC e TGA. Durante as medigdes do DSC, uma taxa de
aquecimento/resfriamento de 10 °C min - ! ¢ um fluxo de nitrogénio de 40 mL min~!' foram
empregados.

A estabilidade térmica foi investigada por TGA usando um com uma taxa de

aquecimento de 10 °C min™' e um flufoi xo de nitrogénio de 50 mL min™.
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4.4.2 Ensaio microbioldgico do DES

A metodologia do ensaio microbiologico seguiu o método de (Huang et al., 2017). Para
isso duas bactérias Gram-positivas (S. Aureus (ATCC 29213), E. Faecalis (ATCC 29212) e
duas Gram-negativas (E. Coli (ATCC 25922), P. Aeruginosa (ATCC 27853) foram utilizadas
para avaliar a toxicidade do NADES. As cepas testadas foram incubadas em mei. Um papel de
filtro estéril de 6 mm foi embebido com NADES e equilibrado por 12 h antes de aplicar nas
placas semeadas. As placas foram cultivadas a 37 °C por 24 h, e entdo os diametros das zonas
de inibicdo foram medidos (n=2). Um controle foi realizado submetendo o papel filtro estéril

sob as mesmas condigdes de analise para cada cepa testada.

4.4.3 Viscosidade, densidade e indice de refracao

A viscosidade dinamica média foi determinada utilizando geometria de placas planas
de medi¢cdao com 60 mm de diametro, fenda de 0,3 mm, com taxas de cisalhamento de 0,1 a
500 s ! por 200 s a uma temperatura constante de 20 °C.

Para as medi¢des da densidade ¢ indice de refracao foram utilizados 2 mL de NADES,
no qual foi inserido diretamente no equipamento previamente calibrado e a temperatura para as

medicoes foi de 20 °C.

4.4.4 Infravermelho e RMN-H

As analises de IV e RMN-H foram feitas em laboratorios parceiros, sendo eles o IFSC
e a central de andlises da UFSC, respectivamente. Técnica para analises de IV foi a de
Reflectancia Total Atenuada Universal (Universal Attenuated Total Reflectance, UATR) na
faixa de 4000 a 650 cm™'. As analises de RMN-H foram realizadas utilizando cloroformio

deuterado como solvente.

4.5 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DE EXTRACAO.

Para otimizagao dos parametros de extracao da casca da maca, beterraba e cenoura, foi
feito um planejamento fatorial completo 23 com ponto central, para analisar em 3 niveis (-1, 0,
1) o fator tempo de extragdo (10, 20, 30 min), temperatura (25, 35, 45 °C) e propor¢do entre
extrato: NADES (1:2, 1:6, 1:10 m/v). A Tabela 6 indica os niveis para cada fator utilizados para
o planejamento. Foi utilizado metanol para avolumar os frascos em 2,5 mL antes da extragdao
para evitar efeitos de dilui¢do, considerando que o volume final iria variar dependendo da

propor¢ao escolhida.
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Tabela 6. Parametros utilizados no planejamento de experimentos para os analitos Vanilina,
acido metoxifenilacético, acido clorogénico, acido ferulico e acido 4-aminobenzobico.

Experimento Tempo (min) Temperatura (°C) Proporcao (m:v)
1 20 25 1:2
2 20 25 1:10
3 20 45 1:2
4 20 45 1:10
5 30 25 1:2
6 30 25 1:10
7 30 45 1:2
8 30 45 1:10
9 20 35 1:6
10 20 35 1:6
11 20 35 1:6

Depois de cada experimentos os tubos de eppendorf foram levados para centrifuga por
10 min a 14000 rpm para separagdo de fases. Entdo foi retirado o sobrenadante e transferido
para um frasco e reservado para as determinag¢des dos compostos fendlicos por LC-MS/MS.
Todos os experimentos foram realizados em duplicata, e o ponto central, em triplicata.

Apos os resultados, foi realizado uma nova analise univariada com o tempo de
extracao, utilizando tempos de 30 a 120 min. A temperatura e a propor¢ao foram mantidas

constantes em 25 °C e 1:2 (m:v) respectivamente.

4.6 PARAMETROS ANALITICOS DE MERITO E DETERMINACAO DAS
CONCENTRACOES DOS COMPOSTOS BIOATIVOS NA AMOSTRAS DE EXTRATOS

Para a determinacdo dos analitos e dos parametros analiticos de mérito foram
realizadas curvas de adicao de padrdo para cada analito. Para cada curva construida foram
utilizados cinco niveis de concentragdo. Os parametros analiticos de mérito observados foram
a linearidade, limites de detecc¢ao e quantificagao.

Para a quantificagdo dos compostos fendlicos (vanilina, acido clorogénico, acido
ferulico, acido 4-aminobenzoico e o acido metoxifenilacético) foi preparado uma mistura de

padrdes contendo os analitos em uma concentragdo de 100 mg L-!. Essa solugdo estoque foi
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usada nas diluigdes para preparagao das curvas diariamente. As curvas de calibragdo por adigao
de padrdo tiveram uma faixa de concentragio adicionada que variou de 0 a 5 mg L.

Na quantificacao do B-caroteno nos extratos de casca de beterraba e cenoura foi usada
uma solugdo estoque de 100 mg L', Essa solug¢do foi empregada na constru¢do da curva de
adi¢do de padrdo que variou de 0 a3 mg L', A curvas de calibragio foi preparada diariamente
para as determinagdes.

Os parametros analiticos de mérito foram analisados através da razdo sinal ruido para
os limites de deteccdao e quantificacdo, e a linearidade foi analisada através das equagdes de

regressao linear das curvas de calibracdo.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PREPARO DO DES

Nesse trabalho foi utilizado o acido caprilico € o mentol para a formacao do NADES
com o objetivo de produzir um solvente mais verde que os solventes organicos convencionais
para a extracao de compostos bioativos. Para seu preparo foi utilizado a propor¢ao molar de 1:1
(acido caprilico, HBD: mentol, HBA).

O NADES preparado se apresenta como um liquido de cor amarelada a temperatura
ambiente com odor caracteristico do mentol. Ele também aparenta ter uma viscosidade
semelhante da 4gua, sendo menos denso que ela. Por ser hidrofobico, se misturado com a dgua,
percebe-se a formacgao de duas fases bem distintas. Ao coloca-lo no freezer a -20 °C por 24h, o
NADES congela, porém em 10 minutos volta a sua forma liquida na temperatura ambiente.

Para a caracterizacdo do NADES foram utilizadas as técnicas de IV, RMN-H, TGA,

DSC e analisados os parametros de viscosidade, densidade, indice de refracdo e toxicidade.

5.2 CARACTERIZACAO DO NADES
Para caracterizagdo do NADES foram utilizadas as técnicas de infravermelho,
RMN’H, TGA, DSC e analisados os parametros de viscosidade, densidade, indice de refragao

e toxicidade.

5.2.1 Infravermelho
A caracterizagdo do NADES foi feita comparando o espectro de IV do solvente com

seus precursores, acido caprilico e mentol (Figura 6).
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Figura 5. Espectros de IV para o NADES, mentol e 4cido caprilico.
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Através do espectro € possivel analisar a presenga de grupos funcionais € como eles se
comportam antes ¢ depois da formacdo do NADES. Ao comparar os espectros ¢ possivel
verificar o deslocamento das bandas e/ou alteragdo na intensidade dos sinais, indicando a
formagdo do NADES. Uma primeira evidéncia ¢ o sinal em 1750 cm™!, referente a ligagdo C=0
de 4cidos carboxilicos (Wiley et al., 2005). E possivel observar uma diminui¢fio na intensidade
do sinal ao comparar o acido caprilico com o0 NADES formado, que caracteriza a formacao de
uma ligagao de hidrogénio, ja que possivelmente tem uma conjugacdo da dupla ligagdo,
diminuindo a intensidade do sinal referente a ligagdo C=0. Outra banda indicativa da formagao
do NADES ¢ em 3250 cm’!, referente ao estiramento vibracional do OH (Wiley et al., 2005).
Ao comparar o sinal do mentol com o do NADES ¢ possivel observar que houve uma
diminui¢do dessa banda OH, sugerindo também que possivelmente ocorreu a ligagdo entre o

mentol com o &cido caprilico.

5.2.2 RMN-H
A técnica de RMN-H também foi usada para caracterizar a formacao do NADES. Para

isso foi obtido o espectro do mentol, acido caprilico e NADES (Figura 7).
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Figura 6. Analise de RMN’H para o solvente eutético (mentol:acido caprilico), para o mentol
e para o acido caprilico.
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Através dessa técnica foi possivel estimar as interacdes entre os &tomos de hidrogénio
nos compostos formadores do NADES. O sinal em 3,44 ppm do mentol e do NADES ¢ referente
ao acoplamento J;3 entre os hidrogénios 1-2 e 1-4 (representados na molécula de mentol
inserida no grafico). No sinal em vermelho, referente ao mentol, o acoplamento do H1 ocorre
de forma livre, podendo interagir tanto com o H2 quanto com H4, resultando em uma resolugao
baixa desse sinal. Enquanto isso, no NADES a formac¢do da ligagdo de hidrogénio entre o
mentol e o acido caprilico provoca um maior impedimento do HI, fazendo com que o
acoplamento com os outros H seja melhor. Dessa maneira, o sinal em 3,44 ppm para o NADES

(linha verde) esta melhor resolvido, facilitando a observagao de um duplo duplo dupleto.

5.2.3 Calorimetria exploratoria diferencial e termogravimetria
Foram realizadas as analises de DSC e TGA para caracterizar propriedades fisico-
quimicas do NADES. Através da DSC ¢ possivel encontrar o ponto de fusdo do solvente. O

DSC do NADES esta apresentado na Figura 8.
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Figura 7. Diagrama de DSC para a anélise do NADES preparado através do mentol e acido
caprilico.
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Através do termograma € possivel observar que o ponto de fusdo do NADES foi de -
16,81 °C. Os pontos de fusdo do mentol e do acido caprilico sdo 15,92 °C e 8,20 °C,
respectivamente (Sas et al., 2019). Essa diferenca indica que houve a formagao do NADES, ja
que sua temperatura de fusdo foi menor que a dos precursores. Essa técnica ¢ importante, pois
a diminui¢do do ponto de fusdo fundamenta a caracterizagdo desse tipo de solvente.

A técnica de TGA foi utilizada para determinagao do perfil de degradacao do NADES.
Com isso, ¢ possivel analisar alguns parametros para a extracao, pois através do TGA consegue-

se saber a partir de qual temperatura o solvente comega a volatilizar ou se degradar. A Figura 9

apresenta a curva obtida.
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Figura 8. TGA para o NADES preparado a partir de acido caprilico e mentol.
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Através do grafico é possivel perceber que a partir de 120 °C comega a ter uma perda
de massa significativa, sendo que foi perdido cerca de 90% da massa do NADES até¢ a
temperatura de 200 °C. Isso indica que acima de 120 °C, esse solvente ndo ¢ adequado para

extragdo, considerando sua volatilizagcdo ou degradagao.

5.2.4 Densidade, viscosidade e indice de refracao

Outros parametros importantes a serem estudados sdo a densidade e a viscosidade, ja
que eles podem interferir na extragdo e nas determinagdes dos compostos por LC. Ja o indice
de refracao ¢ uma propriedade unica de cada solvente, portanto ¢ outro indicativo da formacao
do NADES proposto. Os valores experimentais obtidos para o NADES estdo apresentados na

Tabela 8.

Tabela 7. Valores de densidade, viscosidade e indice de refracdo obtidos para o NADES
formado por de acido caprilico e mentol.

Parametro* Experimental Teodrico**
Viscosidade dinamica
16,81 15,88
(mPa s™)
Densidade (g cm™) 0,9082 0,9053
Indice de refracdo 1,4471 1,4461

*n =3, temperatura das medidas 20 °C; ** Valores teoricos obtidos de Sas et al., 2019
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Os valores determinados experimentalmente dos parametros foram muito proéximos
dos valores relatados na literatura. Ao analisar a viscosidade foi possivel concluir que o NADES
possui um baixo valor ao comparar com a viscosidade de outros DES apresentados na Tabela
2, 0 que pode facilitar a transferéncia de massa dos compostos de interesse de um sélido para o
solvente durante a extragdo. Outra vantagem de uma baixa viscosidade ¢ que foi possivel
utilizar do NADES diretamente nas analises de cromatografia sem a necessidade de preparos
de amostra especificos antes das injegdes no equipamento, uma vantagem para o procedimento
de quantificacdo dos analitos.

A densidade do NADES ¢ menor que a da agua (1,000 g cm, 20 °C - Nunes et al.,
2019) e com isso pode afetar o processo de extragdo, especialmente quando for um solvente
imiscivel na agua. Isso decorre da etapa de recuperacao do solvente apds o processo de extragao,
na qual dependendo do frasco usado (tubo conico) a recuperagdo do solvente mais denso que a
agua seria mais facil de ser realizada por reunir o solvente no fundo do tubo. Entretanto, isso
seria mais problematico se esse solvente fosse usado em técnicas de preparo de amostras que
empregam microvolumes de solvente. Para o caso proposto deste estudo, o uso do NADES
como solvente extrator, o fato da dgua fica na fase inferior seria até uma vantagem para remover
qualquer quantidade residual que pudesse afetar o extrato produzido.

Quanto ao indice de refracdo, ele foi obtido pois ¢ uma propriedade unica de cada
solvente, portanto através dele seria possivel ter mais uma previsdo da formacao do NADES.
Ao comparar com a literatura, o valor obtido foi bem préximo, indicando que houve a formagao

do solvente.

5.2.5 Ensaio microbiologico

Com o objetivo de analisar uma possivel toxicidade do NADES, foi realizado um
ensaio microbiolégico com quatro tipos de bactérias, duas Gram-positivo ¢ duas Gram-
negativo. Para isso, foi analisada a forma¢dao do halo em volta do solvente em um ensaio
microbiologico. Os resultados de didmetro de zona de inibigdo medidos estdo apresentados na
Tabela 8. As imagens referentes a esse estudo podem ser encontras no apéndice A, mostrando

o estudo referente a cada bactéria.
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Tabela 8. Influéncia do NADES na inibi¢ao das bactérias.

Bactéria Diametro da zona de inibicao (mm)
S. Aureus (gram-positiva) 11
E. Faecalis (gram positiva) 15
E. Coli (gram-negativa) 10
P. Aeuruginosa (gram-negativa) 16

Os resultados obtidos mostraram uma variagao de 11 a 16 mm no diametro da zona
de inibig¢do (ZI). De acordo com Zhao et al., 2015, essa faixa pode ser considerada adequada
considerando que para os DES/NADES do estudo, o a faixa da ZI variou de 11 a 24. Quanto
maior a zona de inibi¢do, uma maior toxicidade relativa pode ser atribuida ao solvente, pois
indica que naquela area ndo houve o crescimento de bactérias. Porém, esses valores tendem a
ser menores quando ¢€ realizada a diluigao do solvente no decorrer dos ensaios. Além disso, vale
ressaltar que esse estudo € qualitativo, pois ndo se tem dados que atribuam a toxicidade dos
NADES ao tamanho didmetro da zona de inibi¢ao. Portanto, de acordo com os ensaios ¢
possivel concluir que o solvente apresenta um baixo grau de toxicidade, pois teve a formagao
de uma ZI, porém por ser valores pequenos, ainda pode ser considerado um solvente

biocompativel.

5.3 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DE EXTRACAO SOLIDO-LIQUIDO DOS
COMPOSTOS FENOLICOS COM O DES A PARTIR DOS RES{DUOS DA INDUSTRIA
ALIMENTICIA.

Para otimizar os parametros da extracdo para os fenolicos foi realizado um
planejamento fatorial completo 2° (os detalhes estdo apresentados no item 4.5). Apds as
determinagdes dos analitos nas diferentes condicdes experimentais, foi utilizado o Software
Statistica para obteng¢do do grafico de pareto e da tabela ANOVA para os compostos estudados.
Os planejamentos foram avaliados com um grau de significancia de 95% e foi utilizado um
modelo matematico sem interagdes. As areas dos picos dos analitos (acido 4-aminobenzoico,
vanilina, acido clorogénico, acido fertlico e o acido metoxifenilacético) no extrato de residuo
da industria de suco de maga foram utilizadas como resposta para a avali¢do do planejamento.
Cada analito foi avaliado individualmente e o grafico de pareto obtido para o acido 4-

aminobenzobico esta apresentado na Figura 10.
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Figura 9. Gréfico de pareto obtido através da area de sinal cromatogréafico para o Acido 4-
aminobenzoico
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O valor no final de cada barra ¢ associado ao test t de Student, quanto maior esse valor,
maior a influéncia do fator sobre a resposta. Valores positivos indicam que quanto maior o nivel
de determinado fator, maior sera a resposta, assim como valores negativos significam que
quanto menor o nivel do fator, maior a resposta obtida. O valor p significa a probabilidade de
um fator ser estatisticamente significativo, portanto, valores menores que 0,05 indicam que esse
fator € estatisticamente significativo.

O grafico de Pareto para o acido 4-aminobenzodico mostra que dos parametros
avaliados, apenas a proporcao de extrato: NADES foi significativa. O grafico mostrou ainda
que menores valores de proporgao teriam uma resposta analitica mais significativa. Porém,
quando foram testados valores menores que aquele avaliados no planejamento, ndo foi possivel
separar o NADES do extrato devido a formagao de uma pasta. Sendo assim, o valor escolhido
para a propor¢ao foi de 1:2 (m/v) de extrato: NADES.

O mesmo tratamento estatistico aplicado aos demais analitos, mostrou um
comportamento similar ao do 4&cido 4-aminobenzoico. Portanto, optou-se por realizar as
extracdes com a propor¢ao de 1:2 (m/v) de extrato: NADES e a temperatura ambiente para
evitar um maior gasto de energia devido a utilizagdo de chapas de aquecimento. Outro motivo,

¢ que os compostos fendlicos podem se degradar em temperaturas elevadas (Li et al., 2014a)
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Em relagdo ao tempo de extragdo, apesar de ndo ter sido significativo diversos estudos
mostram que quanto maior o tempo mais eficiente é a extragao (Ali et al., 2019; Bertolo et al.,
2021). A discordancia do resultado obtido em relagdo ao relatado na literatura pode ter ocorrido
devido a faixa de tempo selecionada para ser avaliada. Para dirimir essa discrepancia, foi
realizado um estudo univariado com o tempo de extragdo variando de 30 a 120 min (n=7). Os

resultados obtidos nesse estudo estdo apresentados na Figura 11.

Figura 10. Anélise univariada do tempo de extragdo realizada para os cinco compostos
fenolicos no extrato de residuo da industria de suco de maga.
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De maneira geral, a faixa de tempo avaliada nao afetou a extragdo de acido 4-
aminobenzobico, acido ferulico e acido metoxifenilacético, porém gerou uma leve diminuicao
para o sinal da vanilina e um leve aumento para acido clorogénico. Outro destaque foi a grande
variagdo dos resultados para alguns dos tempos avaliados. Sendo assim, tendo como
compromisso o conjunto de analitos pode-se indicar que o tempo de 105 min apresentou a
melhor resposta e o menor desvio padrao para a maioria dos analitos. Portanto, considerando a

analise univariada do tempo e os fatores apresentados anteriormente, os parametros escolhidos
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para a extra¢do foram de 105 min, realizados na temperatura ambiente (25 °C) e com a menor
proporcao, sendo ela de 1:2 de extrato: NADES.
A condicao experimental otimizada nesse estudo foi adotada também para a extracao

do B-caroteno com NADES a partir das cascas de cenoura e beterraba.

5.4 AVALIACAO DOS PARAMETROS ANALITICOS DE MERITO DOS METODOS DE
QUANTIFICACAO

O método analitico utilizado para a determinacdo dos compostos fenolicos foi
adaptado de Schulz et al. (2015) e de B-caroteno adaptado de Szabo et al. (2021). Portanto, foi
necessario apenas a avaliagdo dos parametros analiticos de mérito referentes a extragao dos

compostos. Sendo assim, foram avaliados a linearidade e os limites de detec¢do e quantificagao.

5.4.1 Linearidade

A linearidade constitui na faixa de aplicabilidade do método, onde as respostas sao
diretamente proporcionais a concentragao do analito. Para as curvas de calibragdo por adicao
de padrido dos compostos fenolicos, a faixa avaliada foi de 0 a 5 mg L' com 7 niveis de
concentragdo. Para a curva de calibracdo por adicao de padrao do B-caroteno, foi avaliada a
faixa de 0 a 3 mg L' com 6 niveis de concentragdo. Os valores da equagio de regressdo para
cada analito, assim com o coeficiente de determinacdo e os testes estatisticos utilizados obtidos

para os analitos estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 9. Parametros de mérito para as curvas analiticas dos bioativos

Analito Equacao de R? Coef. de Significancia da Distribuicio dos
regressio varia¢ao regressao residuos
(%) Teste F  Valor p  Shapiro- Valor p
wilk
B-caroteno Y=11,71x+ 0,9843 2,1 250,7  9,29x10% 0,905 0,403
(cenoura) 20,721
-caroteno Y=63,363x 09811 4.4 207,6 1,35x10* 0,868 0,220
(beterraba) +1,7602
Vanilina Y=136735x 0,9591 9,54 93,90 6,34x10* 0,881 0,277
+ 96897
Acido Y=147928x 0,9827 9,9 227,7 1,12x10* 0,942 0,675
clorogénico + 27095
Acido ferilico  Y=227265x  0,9903 11,1 410,2  3,51x10° 0,821 0,090
- 18880
Acido 4- Y=7195,6x 09881 12,8 4142  5,30x10° 0,964 0,856
aminobenzoico +3870,8
Acido Y=86908x + 10,9991 11,3 5312 9,21x10” 0,967 0,880
metoxifenilace 19084
tico

Através do coeficiente de determinacdo foi possivel concluir que os valores
encontrados de area apresentam uma boa correlagdo com as concentra¢des (R? maiores que
0,950). Também foi realizado o Teste F (o = 5%) para verificar a linearidade, para isso os
valores de F devem ser maiores que o F critico e os valores p menores que 0,05. Observando
os dados da tabela foi possivel concluir que o modelo foi estatisticamente significativo.

Para avaliar se os residuos dos modelos matematicos apresentavam uma distribui¢ao
normal foi usado o Teste de Shapiro-Wilk. Através dos valores obtidos foi possivel concluir
que eles apresentaram uma distribuicdo normal, ja que em todos os casos o valor p foi maior
que 0,05. Este resultado, juntamente com o do Teste F, possibilita concluir que os modelos

obtidos sdo adequados para determinar a concentragao dos analitos nas amostras.

5.4.2 Limites de deteccdo e quantificacao

Pela defini¢do da IUPAC, o limite de deteccdo ¢ o menor valor que pode ser detectado
com certa confianca pelo método proposto. Enquanto que o limite de quantificagdo ¢ o menor
valor que pode ser quantificado para o mesmo método. Os valores calculados de LOD e LOQ
para todos os analitos estdo apresentados na Tabela 11. Para o calculo foi utilizado o método

de razao sinal/ruido.
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Tabela 10. Valores obtidos para os limites de detec¢do e quantificacao para os diferentes

analitos.

Analito LD (mg L) LQ (mg L)
B-caroteno (cenoura) 0,14 0,44
-caroteno (beterraba) 0,12 0,36
Vanilina 0,03 0,11
Acido clorogénico 0,07 0,22
Acido fertlico 7,5 x107 0,02
Acido 4-aminobenzobico 0,03 0,10
Acido metoxifenilacético 0,10 0,32

Analisando os valores obtidos foi possivel concluir que os métodos utilizados sao
adequados para a determinagdo desses analitos nas amostras de interesse, ja que devem ser

encontrados em concentracao relativamente elevada nessas amostras de extrato.

5.5 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES DOS COMPOSTOS BIOATIVOS NAS
AMOSTRAS DOS EXTRATOS OBTIDOS COM NADES

A determinacao dos compostos bioativos foi feita em trés diferentes tipos de extratos
de matrizes diferentes, sendo todas de origem vegetal. Um cromatograma tipico da
determinagdo de compostos fendlicos e P-caroteno nos extratos com NADES estdo

apresentados na Figura 11.
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Figura 11. Cromatogramas extraidos dos cinco compostos fenolicos (dcido 4-
aminobenzoico, vanilina, acido clorogénico, acido ferulico e o acido metoxifenilacético) em
extrato de residuo de industria de suco de maca em NADES (A), cromatograma do -caroteno

em extrato de cenoura em NADES (B) e cromatograma do 3-caroteno em extrato de beterraba

em NADES (C).
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A partir dos cromatogramas foi possivel concluir que ndo houve a presenca de
interferentes nas amostras, sendo possivel quantificar todos os compostos propostos. Para os
compostos fendlicos, os cromatogramas apresentados sdo referentes a intensidade da transi¢ao
de massas mais intensa, sendo todos eles retirados da mesma corrida.

O método proposto para o B-caroteno teve como objetivo separar outros carotenoides
possivelmente presentes nas amostras, por isso que o tempo de elui¢ao foi elevado. Como
perspectiva do método usado, poderia ser realizada uma otimizac¢ao nas condi¢des de separagao
para que a elui¢do ocorresse em menor tempo. As concentracoes dos analitos nos extratos

estudados estdo apresentadas na Tabela 12.

Tabela 11. Concentragdes calculadas através do método de adi¢do de padrdo para os extratos
de cenoura, beterra ¢ maca.

Analito Concentragio (ng g™)
[-caroteno (cenoura) 790 =70

B-caroteno (beterraba) 0,44 £0,12
Vanilina 8,50 +3,8x
Acido clorogénico 220+5.25
Acido ferulico 0,99 +5,91
Acido 4-aminobenzoico 6,45 + 3,63
Acido metoxifenilacético 2,63 +1,55

Ao analisar os resultados obtidos para os fendlicos foi possivel concluir que eles estao
dentro da faixa limite definida para essa analise (>LOQ). Os resultados mostram que a vanilina
foi o composto extraido em maior concentragao e o acido fertilico o menor. Essa diferenca pode
ser resultante da quantidade de cada composto fenolico estudado disponivel no residuo da
industria de suco de magd. Outra possivel explicacdo estaria relacionada ao processo de
extracdo, mais especificamente caracteristicas dos compostos fenolicos extraidos como valores
de Log p e pKa. A vanilina apresenta um alto valor de Log p (1,37 — Tabela 2), juntamente com
acido ferulico e acido metoxifenilacético, indicando ser relativamente apolar, o que facilitaria
sua extragao no NADES apolar. Além disso, a vanilina apresenta o maior valor de pKal (7,4 —
Tabela 2) dos compostos, indicando que possivelmente esteja na forma neutra durante a

extracdo o que também pode auxiliar na sua extracdo para o NADES. Sendo assim, as
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concentragdes dos compostos fendlicos no extrato avaliado estdo atreladas a um conjunto de
fatores.

Foi possivel comparar o resultado com a extracdo em outras matrizes, como a de um
estudo em relacdo a folha da nogueira (X. Fu et al., 2022). Os valores de concentracdes
encontrados na folha foram parecidos com os obtidos neste trabalho, mesmo sendo outra matriz.
Vale ressaltar que foi procurado em diversas bases para artigos, e sdo poucos trabalhos que
utilizam desse NADES para a extracao de compostos fendlicos, por isso que a comparagao foi
feita com outras matrizes e outros DES.

Em relacdo ao B-caroteno, como ja era esperado, a concentragdo dele na cenoura ¢
maior que no extrato da beterraba. Ao comparar com a literatura, os valores encontrados se
apresentaram maior em relagdo a outras matrizes, como suco de melancia, uva e tomate
(Pochivalov et al., 2023).

Esses resultados indicam que o solvente utilizado e a técnica de extragdo proposta se
mostraram eficiente para a extracdo dos compostos fenolicos e do B-caroteno. Também, por ser
um solvente que usa compostos naturais, ele se torna mais vantajoso quando comparado com
solventes organicos convencionais, por ser uma extragdo mais verde.

Outros testes poderiam ser feitos para melhorar a eficiéncia de extracdo, como por
exemplo a utilizacdo de técnicas para diminuir o tempo de extracdo, como o uso de ultrassom
ou ultra-turrax. Também ¢ possivel avaliar outros tipos de NADES para poder extrair outros

compostos com interesse comercial.

6 CONCLUSAO

A utilizagdo do mentol e do acido caprilico para a formagdo de um NADES apresentou
resultados satisfatorios, pois através das caracterizagdes propostas foi possivel concluir que
houve a formacao do solvente. As técnicas de RMN, IV, TGA, DSC, viscosidade, densidade e
indice de refragdo mostraram-se dentro do esperado quando comparado com a literatura e com
isso foi possivel aplicar o NADES para a producao de extratos. Também foi realizado um ensaio
microbioldgico que mostrou uma baixa toxicidade para o solvente proposto, sendo uma boa
alternativa na substitui¢do dos solventes organicos convencionais.

Através do planejamento de experimentos foi possivel otimizar as melhores condigdes
para a extragdo. Mesmo sendo um tempo longo, o gasto de energia foi reduzido, pois ndo foi

necessario o uso de uma chapa de aquecimento, nem de outros equipamentos. Como perspectiva
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futura, poderia ser realizado um estudo com técnicas como ultra-turrax, ultrassom para diminuir
esse tempo de extracao e ter uma melhor eficiéncia.

Com o método proposto foi possivel extrair cinco compostos fendlicos de residuos da
produgdo industrial de suco de mag¢a e o B-caroteno de duas matrizes diferentes, a casca da
cenoura e da beterraba. Portanto, foi possivel reutilizar rejeitos organicos para extrair bioativos
que possuem sua aplicacao industrial, seja cosmética ou até na prevencao de doencas, utilizando

um solvente mais verde do que os métodos convencias.
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APENDICE A - Paramétros do espectdmetro de massas para os cinco compostos fendlicos

avaliados.
Composto [M-HJ /fon DP* EP* CEP* CE* CXP*
quantitativo (m/z)
Acido 4-
‘ ‘ 135.8/90.5 -20.00 -9.50 -10.00 -16.00 -2.00
aminobenzoico
Acido clorogenico 352.8/187.8 -25.00 -5.00 -24.00 -28.00 -2.00
Acido ferulico 192.8/129.7 -40.00 -7.00 -10.00 -24.00 -2.00
Vanilina 150.8/132.8 -25.00 -3.00 -14.00 -14.00 -2.00
Acido
164.9/118.7 -10.00 -10.00 -10.00 -6.00 -2.00
metoxifenilacético

* DP- Declustering Potential; EP- Entrance Potential; CEP- Collision Cell Entrance Potential;
CE- Collision Energy; CXP- Collision Cell Exit Potential.
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APENDICE B - Ensaio microbiolégico realizado com quatro bactérias (s. aureus, e. faecalis,
e. coli e p. aeuruginosa). A esquerda o grupo controle e na direita o ensaio realizado para o

nades.
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