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RESUMO

O interesse pela descoberta de extratos vegetais com diferentes atividades
biolégicas tem aumentado muito nos ultimos anos em decorréncia da busca por um
estilo de vida saudavel e da avaliagao de que certos alimentos tém substancias que
trazem efeitos fisiologicos desejaveis e benéficos a saude. O presente trabalho teve
como objetivo utilizar a casca e a semente da pitomba, para a obtencdo de um
extrato natural com grande capacidade antioxidante a partir da técnica de extragao
com solventes eutéticos, por meio de agitagdo e temperatura. Observando-se a
relagcao existente entre os dois tipos de residuos da pitomba (casca e semente), tem-
se que maiores valores de compostos fendlicos foram obtidos com a combinag¢ao do
L-prolina com &cido levulinico (0,01246 mgEAG.g") e cloreto de colina com glicerol
(0,05641 mgEAG.g"), sem apresentar diferengas significativas. Para os flavondides
o maior valor foi observado com L-prolina e acido levulinico (2,7058 mgEQ.g™"). Nas
analises de DPPH e FRAP, a melhor combinagao observada nos dois foi a de
cloreto de colina com glicerol para o DPPH e cloreto de colina com glicerol e L-
prolina com acido levulinico para o FRAP, respectivamente. A partir dos resultados
deste estudo foi possivel observar que os residuos apresentam extratos valores
significativos em compostos de interesse para aplicagdo na industria de alimentos e
farmacos.

Palavras-chave: solventes eutéticos; extrato; bioativos; pitomba; residuo.



ABSTRACT

The interest in discovering plant extracts with different biological activities has
increased a lot in recent years because of the search for a healthy lifestyle and the
assessment that certain foods have substances that bring desirable physiological
effects and are beneficial to health. The present work aimed to use pitomba bark and
seed to obtain a natural extract with high antioxidant capacity from the extraction
technique with eutectic solvents, through agitation and temperature. Observing the
relationship between the two types of pitomba residues (peel and seed), higher
values of phenolic compounds were obtained with the combination of L-proline with
levulinic acid (0.01246 mgEAG.g") and choline chloride with glycerol (0.05641
mgEAG.g"), without showing significant differences. For flavonoids, the highest value
was observed with L-proline and levulinic acid (2.7058 mgEQ.g™"). In the DPPH and
FRAP analyses, the best combination observed in both was choline chloride with
glycerol for DPPH and choline chloride with glycerol and L-proline with levulinic acid
for FRAP, respectively. From the results of this study, it was possible to observe that
the residues present significant values in compounds of interest for application in the
food and drug industry.

Keywords: eutectic solvent; extract; bioactives; pitomba; residue.
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1 INTRODUGAO

Na grande biodiversidade alimentar do Brasil existem diversas plantas que
podem ser consumidas a disposicdo, sejam elas, folhas para saladas, frutos
saborosos, sementes, castanhas, cereais, ou ainda plantas produtoras de esséncias,
de 6leos comestiveis, de agucares e até mesmo de seivas potaveis, mas que ainda
sdo pouco estudadas (CRIOULA, 2017).

Nos ultimos anos o interesse nas espécies frutiferas nativas aumentou
consideravelmente, tanto por parte dos pesquisadores como dos consumidores que
estdo cada vez mais preocupados com estilo de vida e habitos alimentares
saudaveis. Varios estudos reportam que as frutas, além de nutrir, contém
substancias que podem propiciar beneficios adicionais a saude (ALUDATT et al.,
2017; VIRGOLIN; SEIXAS; JANZANTTI, 2017).

A pitomba € um fruto pouco estudado, cuja composi¢gao quimica e atividade
biolégica necessitam de maiores investigagdes. Atualmente ndo se tem estudos que
tratam da composicdo de sua casca e semente. Observa-se, entdo, a maior
necessidade de estudos para aprofundar os conhecimentos quanto a caracterizacao
nutricional e funcional deste fruto, principalmente no que se refere as partes nao
consumidas (LIMA, 2019).

Apos o processamento, as frutas geram subprodutos que muitas vezes nao
possuem um destino especifico, e isso consequentemente, gera custos operacionais
as empresas, pois necessitam de tratamento para seu descarte. Dentre os residuos
agroindustriais mais comumente encontrados destacam-se as cascas, sementes e
bagaco (INFANTE et al., 2013).

A forma que o homem vem influenciando nas mudancas do planeta trazem a
consciéncia sobre a necessidade de mudangas no habito, tais como a preocupacao
com a sustentabilidade e preservacdo do meio ambiente. Muitas empresas adotam
inovagcdes ambientais realizando mudancas no processo produtivo a fim de reduzir
esses problemas, investindo na chamada tecnologia “Verde” (SAVI, 2019).

Sabe-se que muitas das substancias biologicamente ativas encontradas nas
plantas, incluindo compostos fendlicos (flavonoides e fendlicos), possuem
propriedades antioxidantes em potencial (LEMUS-MONDACA et al., 2011). Os
antioxidantes sdo compostos que ganharam importancia nos ultimos anos devido a

sua capacidade de neutralizar os radicais livres. Podem interferir no processo de
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oxidacdo, reagindo com os radicais livres, quelando metais cataliticos e atuando
como eliminadores de oxigénio. Estes antioxidantes naturais a base de plantas,
especialmente fendlicos e flavonoides, tém sido explorados comercialmente como
aditivos antioxidantes ou como suplementos nutricionais (LEMUS-MONDACA et al.,
2011; SANTOS, 2010).

Uma alternativa para prevencao da deterioragao oxidativa dos alimentos é a
aplicagao de antioxidantes, que do mesmo modo minimizam os danos oxidativos nos
seres vivos. Pesquisas estdo voltadas para a implantagdo e busca de compostos
naturais que mostrem esta propriedade funcional (MELO, GUERRA, 2002), dado
que a utilizagdo de antioxidantes sintéticos na industria tem sido alvo de
questionamentos, evidenciando a possibilidade de eles apresentarem alguma
toxidez (BAUER et al., 2001).

Técnicas de extragdo nao convencionais e convencionais estdao sendo
utilizadas para a extracdo de substancias bioativas de residuos vegetais, sendo as
técnicas nao convencionais reconhecidas pelo menor tempo de extracdo, aumento
do rendimento e melhor qualidade dos extratos (WANG; WELLER, 2006).

A extracdo consiste na primeira etapa para que ocorra uma analise
qualitativa ou quantitativa de uma planta, pois a extracdo separa os compostos da
matriz celular para serem posteriormente analisados (JACQUES, 2005). O método
de extragdo aplicado a uma fruta € muito importante ao processamento ja que pode
afetar o rendimento e as caracteristicas sensoriais. O aumento do rendimento em
detrimento da qualidade é uma escolha a ser estudada (DIB TAXI et al., 2003).

O interesse do Solventes Eutéticos Naturais Profundos na extracdo de
compostos fendlicos de plantas se deve a sua biocompatibilidade e em razdo da
possibilidade de ocorrer uma maior estabilidade dos compostos fendlicos nesses
solventes. Esse efeito decorre das interagdes moleculares entre o solvente e o
composto fendlico, preservando dessa forma as caracteristicas funcionais da
biomolécula, como a capacidade antioxidante (BARBIERI, 2018).

Os Solventes Eutéticos Naturais Profundos (NADES) ou Deep Eutectic
Solvents (DES) sao solventes ecoldgicos, pois todos os precursores sdo originarios
de fontes naturais, que sdo basicamente acidos organicos, aminoacidos e agucares.
Alguns deles s&o: cloreto de colina, acido levulinico, acido lactico, acido oxalico,
glicerol, xilitol entre outros. Estdo presentes na biogénese de diversas plantas,

desempenhando papel de protecdo em condigdes extremas de baixas temperaturas
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e falta de agua, além de ajudar no depdsito de metabdlitos primarios (ABBOTT et al.,
2003; SAVI, 2019).

Com estas informagdes considerou-se produzir extrato a partir da casca e
semente da Talisia esculenta utilizando solventes eutéticos, e ainda, com as
variaveis de resposta em teor de compostos bioativos e capacidade antioxidante,

investigar a melhor combinagao de NADES.
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1 OBJETIVOS
1.1 Objetivo Geral

Otimizar a extragcdo de compostos bioativos das cascas e sementes de
Talisia esculenta com a caracterizagao e aplicagado de solventes eutéticos por meio

da técnica de extracao utilizando o ultrassom.

1.2 Objetivo Especifico

e Selecionar e preparar as casca e semente de pitomba (Talisia esculenta) a
ser utilizada no processo de extracao;

e Preparar e caracterizar combinacbes de solventes eutéticos profundos
(NADES);

e Extrair compostos bioativos presentes na casca e semente de pitomba
(Talisia esculenta) por meio de banho ultrassénico;

e Caracterizar extratos por meio de analise de atividade antioxidante,
compostos fendlicos e flavonoides;

e Determinar o rendimento em massa da extracdo em cada experimento e
definir a melhor combinacdo de NADES;

e Extrair o ponto 6étimo obtido da anadlise estatistica do delineamento
experimental utilizando variaveis respostas de: rendimento em massa,

atividade antioxidante, quantidade de compostos fendlicos e flavonoides.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Plantas alimenticias nao convencionais (PANCs)

Muito é dito sobre a grande biodiversidade brasileira, segundo Fioravanti
(2016) séo apontadas 46.097 espécies de plantas, fungos e algas e, destas, 47%
sdo nativas de determinadas regides do Brasil. Muitas instituicbes de pesquisas
passaram a estudar essa diversidade floristica (fitodiversidade) pelo seu grande
potencial como fonte de alimentos, compostos bioativos, principios ativos de
medicamentos, e outras moléculas (BIONDO et al., 2018).

As muitas espécies de plantas/ervas espontaneas ou silvestres, mais
conhecidas como “daninhas”, “matos” ou “icos” tem um grande potencial econdmico
e ecoldgico, porém muitas vezes desconhecido. Segundo Kinupp (2009), boa parte
dessas espécies sao alimenticias, mesmo que em desuso atualmente. Essas
espeécies alimenticias sdao mais conhecidas como plantas alimenticias né&o
convencionais (PANCs), sdo plantas que normalmente n&do estdo a disposi¢do no
mercado comercial, e possuem uma ou mais partes comestiveis (KINUPP, 2007).

As plantas sdo uma fonte natural de compostos bioativos eficazes, tais como
antioxidantes, acgucares redutores, polifendis, entre outros, que podem ter diversas
aplicagdes, principalmente como aditivos alimentares nutracéuticos e funcionais
(LOZIENE et al., 2007). Segundo Tuler, Peixoto e Silva (2019) o maior consumo de
PANCs é por pequenos agricultores e nas comunidades tradicionais, ja nas areas
urbanas o consumo é pequeno devido a falta de acesso. As PANCs normalmente
sdo ingeridas in natura ou preparadas para ser consumidas empanadas, cozidas,
refogadas, entre outros (ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002; CREPALDI et al.,
2001; KINUPP; BARROS, 2008; MIRANDA; HANAZAKI, 2008; NASCIMENTO et al.,
2012; NASCIMENTO et al., 2013; PILLA; AMOROZO, 2009).

2.2 Pitomba (Talisia esculenta)

A Pitomba (Talisia esculenta), ¢ uma planta pertencente a familia
Sapindaceae, € um fruto silvestre natural do Brasil, especificamente da regido
amazoénica ocidental, mas é largamente cultivada em varias regides do Brasil, como
regido Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (HIANE et al., 1992; SOUZA et al., 2016;
NETO, SANTANA; SILVA, 2003).
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E um fruto redondo composto por uma casca fina e marrom na aparéncia,
uma polpa branca parecida com a da lichia, e uma semente no meio, como
apresentado na Figura 1 (SOUZA et al., 2016). Atualmente existem poucos estudos
na literatura relacionados a pitomba, porém ela faz parte da culinaria brasileira,
principalmente na regido norte e nordeste onde é mais conhecida, possui um grande
potencial econbémico, ja que seu proprio fruto € comercializado, tanto in natura
quando em forma de geleias, compotas e doces com sabor semelhante ao do fruto
damasco (GUARIM NETO et al., 2000; VIEIRA, GUSMAO, 2008; FRAGA, 2016).

Figura 1 - Pitomba (Talisia esculenta) na forma original, descascada e despolpada

1 1

Fonte: Lima (2019), p.11.

Estdo sendo feitos estudos sobre o potencial da pitomba, e foi comprovado
atividades antioxidantes, antimutagénica e antiproliferativa do extrato bruto da
mesma, também foi identificado quercetina e miricetina no extrato hidrolisado da
polpa (NERI-NUMA et al., 2014).

2.3 Solventes eutéticos profundos naturais (NADES)

O crescente impacto sobre o meio ambiente vem trazendo preocupagao
mundial, assim motivou pesquisadores a desenvolver substancias e processos
industriais menos nocivos ao meio ambiente, colocando a “extragao verde” no centro
das atengdes das comunidades cientifica e industrial, onde se estuda a substituicao
de solventes orgéanicos volateis e téxicos por compostos biodegradaveis (BUBALO
et al., 2016; KHANDELWAL et al., 2016).

Atualmente os NADES (Natural Deep Eutectic Solvents) tém se expandido e
chamado bastante atengao para substituir os atuais solventes como uma alternativa
propicia para solventes organicos tradicionais (DAl et al., 2013). Eles possuem as

mesmas caracteristicas dos liquidos i6nicos, que sdo sais fundidos, mas, nao
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apresentam a biodegradabilidade e sustentabilidade esperada para ser um solvente
verde. Os NADES sao obtidos a partir de compostos orgéanicos, ou seja, de baixo
custo, devido a facil obtencao (SAVI, 2019).

Sao misturas de compostos com alta estabilidade térmica, volatilidade,
capacidade de solubilizagao, polaridade ajustavel e pressdes de vapores reduzidas,
e como tem a capacidade de adequar suas propriedades para fins especificos,
acabam se tornando de grande interesse para a pesquisa e para a industria,
atraindo a atengdo como solventes em sintese organica e biocatalise, producao de
polimeros, eletroquimica, nanomateriais, processos de separagdo, analise,
aplicagdes biomédicas e extragdo de compostos biologicamente ativos a partir de
materiais vegetais (BUBALO et al., 2016; DAI et al.,2013; CRUZ, 2018).

A preparacdo dos NADES é basica, onde o método mais aplicado é a
mistura dos compostos, seguida de aquecimento constante até que seja formado um
liquido limpido e homogéneo. Além deste meétodo existem outros baseados na
liofilizagdo e evaporagao a vacuo (BUBALO et al., 2016; HANSEN et al., 2020).

2.4 Extragao por banho ultrassonico

O tradicional processo de extracao solido-liquido baseia-se nos principios de
transferéncia de massa e ocorréncia de equilibrio, com por exemplo a aplicacéo ou
nao de calor, diferente do principio do processo de extragao por ultrassom, que
ocorrem em razao das modificacdes nas estruturas celulares induzidas pelo efeito
das ondas ultrassOnicas. Para obter tal resultado, diferentes equipamentos sao
construidos com caracteristicas especificas (TADINI et al., 2016).

As ondas de ultrassom sao vibragdes mecanicas com frequéncias acima de
20 kHz (quilohertz) que podem ser aplicadas a materiais solidos, liquidos ou
gasosos. Diferentes das ondas eletromagnéticas, por definicdo, as ondas de
ultrassom necessitam de um material através do qual transferir energia, o que nao é
requisito imprescindivel para as ondas eletromagnéticas, visto que estas ultimas
podem se propagar no vacuo (TADINI et al., 2016).

O banho ultrassbnico possuiu um transdutor, preso do fundo da cuba do
aparelho, responsavel pela emissao de energia ultrassonora, que se transmite por
meio de um liquido, geralmente agua, fazendo com que ocorra o processo de
cavitacdo (SCHNEIDER, 2005). Na Figura 2 é possivel observar o processo de

cavitacao do banho ultrassénico.
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Figura 2 — Processo de cavitagao do banho ultrassénico. (A) Formagao de bolhas de cavitagao;
(B) Efeito de cavitagdao observado no banho ultrassonico; (C) Sistema de extragado por banho

ultrassoénico
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Fonte: Nora; Borges (2017), p.4.

O uso do banho ultrassénico oferece algumas vantagens como extragéo de
compostos bioativos sem prejudicar seus efeitos antioxidantes, reducdo da
degradacdo térmica dos compostos, diminuigdo do tempo de extragdo e da
quantidade de solvente (NORA; BORGES, 2017). Consequentemente essas
vantagens contribuem positivamente ao meio ambiente, tornando-se assim uma
“tecnologia verde”, considerando também o uso de solventes naturais e subprodutos

sem destino especifico.

2.5 Antioxidantes

Os antioxidantes podem ser definidos como quaisquer substancias que tém
a capacidade de retardar ou impedir danos devido a oxidagado, ou seja, sao
compostos envolvidos no mecanismo de defesa do organismo contra o ataque de
radicais livres (SILVA et al., 2010). Este mecanismo de agdo dos antioxidantes,
presentes em extratos de plantas, sdo importantes na redugcdo da oxidacéo lipidica
em tecidos, tanto vegetal, quanto animal, porque quando incorporado na

alimentagdo humana conserva a qualidade do alimento e reduz o risco de
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desenvolvimento de patologias, como arteriosclerose e cancer (RAMARATHNAM et
al., 1995; NAMIKI, 1990; LIMA, 2019).

As substancias antioxidantes podem ser classificadas em duas principais
categorias: primarios e secundarios, onde primario sdo os compostos de agéo
antioxidante capaz de retardar ou inibir a oxidagdo, que com a doagao de elétrons
ou atomos de hidrogénio ocorre a inativagdo dos radicais livres. Os secundarios
possuem uma grande variedade de modos de agéo, entre eles estédo as ligagdes de
ions metalicos e absor¢do de radiacdéo UV (MAISUTHISAKUL, SUTTAJIT,
PONGSAWATMANIT, 2007; SILVA et al., 2010).

Ainda existem muitas duvidas em relagcdo aos antioxidantes, como por
exemplo, a inexisténcia de recomendacdo para cada antioxidante; nao ter
padronizagcao quanto ao real valor antioxidante dos alimentos; e os possiveis efeitos
toxicos da administracdo de elevadas doses desses compostos. Entre os
antioxidantes naturais estdo os tocoferdis, vitamina C, carotenoides e compostos
fendlicos. Os métodos FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), ABTS e DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) sdo mais utilizados para determinar a capacidade
antioxidante in vitro (SILVA, 2008; SUCUPIRA et al., 2012).

2.6 Flavonoides

Os flavonoides representam um dos grupos mais importantes e
diversificados de origem vegetal que se encontram geralmente em folhas, flores,
raizes e frutos das plantas. Sdo compostos bioativos do grupo dos polifendis tém
como funcdo a protecdo das plantas contra danos oxidativos, sdo pigmentos
vegetais de cores azul, azul avermelhado e violeta (COWAN, 1999).

Os flavonoides fazem parte de um grupo de compostos fendlicos que estéo
generosamente distribuidos nas frutas e nos vegetais, apresentando-se sob muitas
variagdes como flavondéis, flavonas, flavanonas, catequinas e antocianinas (Figura
3), entre outras. Algumas de suas principais fontes séo: café, cebola, maga, uva,
cerveja e especialmente cha, que em sua composi¢do contém catequinas
(GRAHAM, 1992; VAN ACKER et al., 1996; SILVA et al., 2010).

A estrutura dos flavonoides esta baseada no nucleo flavilium, o qual é
representado por trés anéis fendlicos. O benzeno do primeiro anel € condensado
com o sexto carbono do terceiro anel que na posi¢ao 2 carrega um anel de fenil-

benzeno como substituinte. O terceiro anel pode ser um pirano heterociclico,
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gerando as estruturas basicas das leucoantocianinas (ou proantocianinas ou
catequinas) e as antocianidinas, denominado de nucleo flavan. No caso do terceiro
anel se apresentar como uma pirona, ocorre a formacao das flavonas, flavonais,
flavanonas, isoflavonas, chalconas e auronas, recebendo a denominag¢ao de nucleo
4-oxo-flavondide. (AHERNE; OBRIEN, 2002; DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ,
2004).

Figura 3 - Exemplos de flavonoides mais comumente encontrados. A: catequinas e B:

antocianinas
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OH

o o] ‘ HO

OH

OH

Fonte: Silva (2010), p.673.

2.7 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao estruturas quimicas que apresentam hidroxilas
e anéis aromaticos, nas formas simples ou de polimeros, que os confere o poder
antioxidante. Esses compostos podem ser naturais ou sintéticos (ANGELO; JORGE,
2007). Fazem parte de um dos mais numerosos grupos de substancias que estao
amplamente distribuidos da natureza. Mais de 8000 compostos fendlicos ja foram
detectados atualmente, dentre esse numero sdo mais de 4000 os flavonoides
encontrados (TSAO, 2010; VERMA; SHUKLA, 2015; FRAGA, 2018). Estes
compostos fendlicos de fontes vegetais normalmente sdo divididos em dois grupos:
os flavonoides e nado flavonoides, onde ambos sdo metabdlitos secundarios
presentes em frutas e vegetais (MELO; GUERRA, 2002; BURNS et al., 2001;
DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

Os polifendis estdo presentes em importantes constituintes de frutas,
vegetais e produtos industrializados, onde através do mesmo é possivel saber

informagdes em relagéo a sua atividade antioxidante, potenciais beneficios a saude
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e sobre a qualidade do alimento em que se esta presente (TALCOTT et al., 2003;
SUCUPIRA et al., 2012).

3 METODOLOGIA
3.1 Preparo das amostras

As amostras foram doadas por uma aluna da area de pesquisa, logo, foram
lavadas e higienizadas em agua corrente, em seguida, descascadas e despolpadas
manualmente, em trés categorias: casca, polpa e semente. As cascas e as
sementes passaram pelo processo de secagem separadamente em estufa de
circulagao de ar forcada, com parametros de temperatura e tempo (45°C durante 8
horas) até umidade em torno de 10-12%. Dado o tempo, e com o auxilio de um
liquidificador industrial, as cascas e sementes foram trituradas e armazenadas em
saco plastico com etiqueta de identificacdo e o armazenamento das trés amostras foi

realizado em freezer a -20°C.

3.2 Preparo dos NADES

Foram utilizados os seguintes reagentes aceitadores e doadores de ligagdes
de hidrogénio, para elaboragédo dos NADES: cloreto de colina, L-prolina, acido latico,
acido levulinico e o glicerol. Usando a metodologia proposta por Bubalo et al. (2016),
em um béquer pesou-se as misturas destes reagentes em balanga semi-analitica
(Shimadzu UWG620H), entdo a mistura foi agitada com o auxilio de agitador
magnético (Fisotom) a 80°C até a obtencdo de um liquido homogéneo e
transparente (Figura 4). As combinagdes e propor¢oes molares foram definidas

otimizando o estudo de Zhu et al. (2020), como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Combinagoes e propor¢coes molares dos NADES

Combinagoes Razao Molar
Numero Aceitador Doador
1 Cloreto de colina Acido Latico 1:3
2 Cloreto de colina Acido Levulinico 1:2
3 Cloreto de colina Glicerol 1:3
4 L-Prolina Acido Levulinico 1:2

Fonte: Autoria prépria (2022).
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Figura 4 — Combinacgdo solventes eutéticos naturais profundos de cloreto de colina e acido

levulinico transparente, homogéneo e sem formacgao de cristais

Fonte: Autoria prépria (2022).

3.3 Caracterizagao dos NADES
3.3.1 Termogravimetria (TGA) e calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As analises de TGA e DSC foram realizadas por meio de um Analisador
Termogravimétrico (STA 6000/Perkin Elmer), no laboratério Multiusuario (Central
Analitica Multiusuario de Medianeira - CeanMed) da UTFPR campus Medianeira.

Para a analise de TGA, 15 mg das amostras foram inseridas em porta-
amostra de aluminio e seladas, para a analise de DSC foram utilizadas 15 mg de
cada amostra em cadinhos de aluminio e entdo estes foram lacrados. Ambas as
taxas de aquecimento foram de 10 °C.min"" de 25 °C a 500 °C e fluxo de nitrogénio

de 50 mL.min™".

3.3.2 Analise de densidade

Para determinagdo de densidade utilizou-se o método por picnémetro.
Sendo assim, foram pesados quatro picnémetros vazios, com agua e com amostra
em uma balanga semi-analitica (Shimadzu UW620H) com uma precisao de + 0,001
g, apos foi utilizada a equacéao 1 para o calculo da densidade.

_ P(am)-P(v)
~ P(H;0)-P(v)

(Equacéao
1)
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Onde:
P(am) = peso do picndmetro com a amostra;
P (v) = peso do picnémetro vazio;

P (H20) = peso do picndmetro com agua destilada.

3.4 Extragao por ultrassom

Em balanca analitica (Bioscale), aproximadamente 0,2 g das amostras
previamente tratadas (casca e semente de pitomba seca) foram pesadas dentro de
tubos de Falcon em triplicata. Na sequéncia receberam adicdo de 2,5 mL dos
solventes, sendo quatro combinacées de NADES e um tubo com etanol e amostra
na mesma propor¢ao que os demais. Na sequéncia as amostras foram submetidas a
banho ultrassénico (Elma) para obtengao do extrato bruto, na frequéncia de 37 Hz,
poténcia de 144W, temperatura de 50°C, durante o periodo de 10 min. Em seguida,
a amostra foi centrifugada (Hoffmann) por 7 min a 4000 rpm em temperatura
ambiente. ApoOs tal processo os tubos Falcon contendo as amostras foram
reservados no escuro durante quinze dias e posteriormente foi separado o

sobrenadante do precipitado e em seguida reservou-se o extrato (sobrenadante).

3.5 Bioatividade
3.5.1 Compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram estabelecidos de acordo com o método
descrito por Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS,
1999). Um total de 30uL de amostra foi adicionada a 2370uL de agua destilada.
Apos, acrescentou-se 150uL do reagente Folin-Ciocateau. Deixou por cinco minutos
em equilibrio e adicionou-se 450uL de carbonato de s6dio a 15%. As amostras
permaneceram em repouso por 2h. Apds esse tempo, a absorbancia foi medida em
espectrofotometro UV-Vis (Global Analyzer) a 765 nm. A concentragado fendlica é

expressa como mg equivalente de acido galico (Sigma) (EAG).mL-! de extrato.

3.5.2Flavonoides totais

Para a determinacao dos indices de flavonoides totais utilizou-se o método

espectrofotométrico descrito por Jia et al. (1999). Sendo assim, 250uL da amostra foi
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adicionada a 1000uL de solugao etanol:agua (3:2) e 75uL de solugdo de nitrito de
sédio (5%). Agitou-se a mistura por 5 minutos e acrescentou-se 75uL de solugao de
cloreto de aluminio (10%). Manteve-se as amostras em repouso por 5 min e por fim,
acrescentou-se 500uL de solugéo de hidroxido de sodio (1mol.L-") e procedeu-se a
leitura das absorbancias em espectrofotdmetro UV-Vis (Global Analyzer) no
comprimento de onda de 510nm, utilizando a quercetina (Sigma) como padrao de
referéncia. A concentracdo de flavonoides é expressa como mg equivalente de

quercetina (EAQ).mL" de extrato.

3.5.3 Determinagao da capacidade antioxidante pelo método de DPPH

Para a determinagcdo da capacidade antioxidante pelo método de DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) utilizou-se o método espectrofotométrico descrito por
Silveira et al. (2018). Sendo assim, 25uL da amostra foi adicionado a 75uL de agua
destilada e 3500uL de solugdo DPPH. Manteve-se as amostras em repouso por 30
min em local escuro e por fim, procedeu-se a leitura das absorbancias em
espectrofotobmetro UV-Vis (Global Analyzer) no comprimento de onda de 515nm,
utilizando a Trolox (Sigma) como padrao de referéncia. A concentragdo de

antioxidantes é expressa como uymol equivalente de trolox (ET).g™! de extrato.

3.5.4 Determinagao da capacidade antioxidante pelo método de FRAP+

Para a determinacdo da capacidade antioxidante pelo método de FRAP do
inglés “Ferric Reducing Antioxidant Power”, ou seja, “Poder Antioxidante de Redugéao
do Ferro” utilizou-se o método espectrofotométrico descrito por Rufino et al. (2006).
Sendo assim, 60uL da amostra foi adicionado a 240uL de agua destilada e 1500uL
de reagente FRAP. Manteve-se as amostras incubadas por 30 min em banho maria
a 37°C e por fim, procedeu-se a leitura das absorbancias em espectrofotometro UV-
Vis (Global Analyzer) no comprimento de onda de 595nm, utilizando a Trolox
(Sigma) como padrao de referéncia. A concentracdo de antioxidantes & expressa

como umol equivalente de Trolox (ET).g™" de extrato.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizagao dos NADES
4.1.1 Termogravimetria (TGA) e calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Na analise termogravimétrica os termogramas estudam a perda de massa
das misturas atuando nas suas propriedades térmicas, como a resisténcia das
ligacbes de hidrogénio que, por sua vez, podem alterar as formagdes de vinculos
mais fortes ou mais fracos, competindo entre si e prejudicando sua estabilidade
térmica (SANTANA et al.,2019).

Foi observado na Figura 5, que o solvente de cloreto de colina + acido latico
(amostra P1) e o solvente de cloreto de colina + glicerol (amostra P3) perderam
massa e umidade antes das outras amostras, a partir dos 50 °C. A amostra P1
apresentou caracteristicas semelhantes ao acido latico puro e a combinacdo de
cloreto de colina mais acido latico apresentadas por Savi (2019) concordando assim
com o que foi observado. A amostra P3 teve uma perda de massa mais significante
entre as temperaturas de 150°C a 300°C, resultados parecidos com os apresentados
por Dias (2016). O solvente de L-prolina e acido levulinico (amostra P4) comeca a
perder sua massa em torno de 150 °C, diferente dos componentes puros da mistura.
Além disso, verificou-se que em ambos os solventes ndo ha presenca de picos
atenuantes especificos, caracteristico dos componentes puros (como em cloreto de
colina e L-prolina), confirmando a estabilidade desses NADES e a interagdo entre os
componentes da mistura, indicando a formacado de solventes eutéticos, como no
trabalho relatado por Santana et al. (2019).

O gréafico de DSC exotérmico (Figura 6) demonstra que a amostra perde
calor para o meio e, com isso, o fluxo de calor vai diminuindo de acordo com o
aumento da temperatura. Nesta analise, todas as amostras mostraram apenas
eventos de transigao vitrea (Tg) com temperaturas parecidas, em torno de 200°C a
300°C, mostrando resultados parecidos com Savi (2019) e Dai et al. (2013).

Sugerindo, desta forma, a caracterizagdo dessas misturas como solventes eutéticos.
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Figura 5 - Termograma da analise termogravimétrica (TGA) dos solventes eutéticos naturais

profundos (NADES). (P1): cloreto de colina + acido latico. (P2): cloreto de colina + acido

levulinico. (P3): Cloreto de colina+ Glicerol. (P4): I-prolina e acido levulinico
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Fonte: Autoria prépria (2022).

Figura 6 - Termograma da analise calorimétrica exploratéria diferencial (DSC)dos solventes
eutéticos naturais profundos (NADES). (P1): cloreto de colina + acido latico. (P2): cloreto de

colina + acido levulinico. (P3): Cloreto de colina+ Glicerol. (P4): I-prolina e acido levulinico
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Fonte: Autoria propria (2022).
4.1.2 Analise de densidade
Segundo Ribeiro et al. (2015) e Huang et al. (2017) a densidade € umas das

principais caracteristicas fisico-quimicas que influenciam na qualidade e eficiéncia

de um processo de extracdo. Tem-se que, quanto mais baixo é seu valor maior a
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difusividade, aumentando assim a agitagdo das moléculas, e consequentemente,
aumenta a eficiéncia na extracdo. Na Tabela 2 é possivel verificar os valores
calculados na analise de densidade, e esses valores sdo satisfatorios comparados

com os resultados obtidos por Savi (2019) e Mitar et al. (2019).

Tabela 2 - Valores de densidade e peso dos picndmetros com as amostras

Combinagées Peso do Peso do Densidade +
Cédigo Aceitador Doador picnometro picnometro 0,001 g.mL"!
vazio (mL) cheio (mL)
A Cloreto de Acido Latico 9,991 21,7528 1,176
colina
B Cloreto de Acido Levulinico 11,723 23,449 1,233
colina
C Cloreto de Glicerol 12,288 23,917 1,257
colina
D L- Prolina Acido Levulinico 11,563 23,903 1,234

Fonte: Autoria prépria (2022).

4.2 Analise dos Compostos Bioativos

Os resultados foram apresentados como média + desvio padréao, submetidos
a anadlise de variancia entre os solventes etanol (A), cloreto de colina com acido
latico (B), cloreto de colina com acido levulinico (C), cloreto de colina com glicerol
(D) e L-prolina com acido levulinico (E) para a extragdao de compostos fendlicos e
flavonoides e verificacdo da atividade antioxidante na casca e semente de pitomba.
Segundo o teste de Tukey foram testadas as hipoteses de que todas as médias das
variaveis das amostras seriam iguais ou pelo menos uma das médias seria diferente
das demais. Todos os efeitos do modelo foram assumidos como fixos (compostos
fendlicos totais, flavonoides totais, DPPH e FRAP) e um termo foi adicionado em
funcdo da triplicata realizada nas medidas, conforme Equacao 2. O teste de Tukey
foi utilizado quando foram encontrados efeitos significativos entre os solventes com
nivel de significancia p < 0,05. Os termos nao significativos foram eliminados do
modelo. As analises foram realizadas empregando-se o software OriginPro2020.

Yi = u + Fi + eijk, (Equacgao 2)
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em que: u é a média da populacdo, F o efeito fixo das variaveis resposta sendo i =

baixo; intermediario ou alto e e;jx € o erro do modelo.

Analisando-se na Tabela 3, as médias para a extracdo dos compostos
fendlicos totais empregando-se 5 tipos de solventes, é possivel observar que para a
extragdo com os residuos de casca de pitomba, as meédias ndo apresentaram
diferengas significativas, com excecado da extragcdo com etanol. Para as extragbes
realizadas com a semente de pitomba, diferencas significativas foram observadas e
o0 maior valor da extragao de compostos fendlicos foi identificada com a combinagao
do cloreto de colina com acido latico e cloreto de colina com glicerol. Para os
flavonoides, a maior quantidade foi obtida com a extragdo de L-prolina com acido
levulinico com a casca de pitomba e etanol e cloreto de colina com acido levulinico
com a semente de pitomba. As demais composicdes diferiram entre si para os dois
tipos de residuo. Com as parcelas DPPH e FRAP, que tratam da atividade
antioxidante, maior valor de DPPH foi observado na extragdo de casca de pitomba
quando se utilizou o solvente cloreto de colina com glicerol, diferindo-se das demais
composi¢cdes de solventes. Para a extragdo da semente de pitomba, maiores
valores, com a mesma média significativa, foram observados também com o
solvente cloreto de colina com glicerol e ainda com o cloreto de colina com acido
levulinico. Para a analise de FRAP, as médias entre os solventes L-prolina com
acido levulinico e cloreto de colina com glicerol ndo foram significativas e
apresentaram maiores valores, enquanto que no emprego da semente de pitomba,
as médias entre o etanol e o cloreto de colina com glicerol ndo foram diferentes
significativamente e apresentaram os maiores valores obtidos.

Observando-se a relacdo existente entre os dois tipos de residuos
empregados, tem-se que maiores valores de compostos fendlicos foram obtidos com
a combinagao do cloreto de colina com acido latico e cloreto de colina com glicerol,
sem apresentar diferencas significativas. Para os flavonoides o maior valor foi
observado com L-prolina e acido levulinico. Nas analises antioxidantes DPPH e
FRAP, a melhor combinagéo observada foi a de cloreto de colina com glicerol para o
DPPH e cloreto de colina com glicerol e I-prolina com acido levulinico para o FRAP.

Considerando que os modelos foram significativos e tiveram um bom ajuste,
foi realizada a andlise da fungdo desejabilidade (Equagédo 3) para identificar o

solvente ideal para cada um dos residuos empregados. O processo de otimizagao
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simultanea é reduzido a simples tarefa de se calcular os niveis das variaveis que

maximizem a desejabilidade global.

Tabela 3 - Médias e desvios-padrdes para a extracdo de compostos fendlicos, flavonoides, DPPH e FRAP

em solventes em sementes e casca de pitomba

Solventes Cf)mpostos . Flavonqldes DPPH FRAP
fenolicos totais totais ( I ETg) ( | ET.g)
(mgEAG.g") (mgEQ.g™) Heme =8 Heme ® e
casca de pitomba
Etanol 0,003£+0,000 0,239°C £0,029 152,342%P+1,173 50,817°8€£1,19
7

Cloreto de C. + Ac. 0,083%4+0,072 0,0179°+0,009 136,8429+1,238 13,936°P+2,682
Latico

Cloreto de C. + Ac. 0,0132°+0,003 1,742°8+0,071 154,425°8¢£0,904 9,674°P+1,629

Levulinico

Cloreto de C. + Glicerol
L-prolina + Ac.
Levulinico

Etanol

Cloreto de C. + Ac.
Latico
Cloreto de C. + Ac.
Levulinico
Cloreto de C. + Glicerol
L-prolina + Ac.
Levulinico

0,024¢+0,003
0,0122P+0,002

0,0229P+0,020
2,7064+0,150

semente de pitomba

0,0029+0,000
0,0622A+0,005
0,0448+0,002

0,056*A+0,001
0,005€+0,001

0,553 +0,122
0,006°°+0,023
0,5212¢+0,108

0,084°0+0,027
0,016°°+0,013

160,84234+1,128
146,258€+0,931
15,5979+0,055
31,093°6+0,092

154,3838¢+1,774

158,46748+1,142
146,925°PE+1,821

69,00734+0,577
64,507440,664

59,3883B12 24
0
40,793%¢+3,382

12,174P£2,940

65,150*440,515
43,579°¢+2 200

Meédias na mesma coluna, seguidas por letras minusculas sobrescritas distintas diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de significancia de 5% e determinam a relagdo para cada tipo de residuo em todas as

combinagdes.

Meédias na mesma coluna, seguidas por letras maiusculas sobrescritas distintas diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de significancia de 5% e determinam a relagdo entre os dois tipos de residuos em todas as

Fonte: Autoria prépria (2022).

combinagdes.
1sey;(x) <L;
Ui-yi (01"
di(y:(x)) = %L(lx)]
0 sey;(x) > U;
onde:

yi € a resposta obtida para a variavel estudada;

di(yi) é a desejabilidade individual da resposta y;;

Ui € o maior valor aceitavel adotado para a resposta;

Li € o menor valor aceitavel adotado para a resposta;

(Equacao

3)

té fator que determina o quao € desejavel yi ser proximo do minimo, variando de 0 a

1.
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A Figura 7 apresenta o solvente L-prolina com acido levulinico (E) com
sendo o solvente ideal (57,44%) para valores desejaveis correspondentes a uma
extragdo média da casca de pitomba, 0,01246 mgEAG.g"' de compostos fendlicos
totais, 2,7058 mgEQ.g"' de flavonoides totais, na atividade antioxidante, 146,46
ugmolET.g™" pelo método DPPH e 64,507 ug molET.g™! pelo método FRAP.

A Figura 8 apresenta o solvente cloreto de colina com glicerol (D) como
sendo o solvente ideal (56,71%) para valores desejaveis correspondentes a uma
extragdo média da semente de pitomba, 0,05641 mgEAG.g" de compostos fendlicos
totais, -0,0837 mgEQ.g" de flavonoides totais e, na atividade antioxidante, 158,47
ugmol ET.g"' de DPPH e 66,150 ugmolET.g™' de FRAP.

Conforme se observou nas Figuras 7 e 8, a combinagéo 6tima de solventes
para a extracao tanto da casca quanto da semente de pitomba ficaram com mesma
média significativa, optou-se por realizar a Analise de Componentes Principais
(PCA). Nesta analise considerou-se as extracbes de compostos fendlicos totais,
flavonoides totais, DPPH e FRAP simultaneamente para os dois residuos
analisados. Na Figura 8, em que foram feitas observagbes para as amostras a
primeira (PC1) e a segunda (PC2) componentes explicaram 73,99% do total de
variagao. A componente principal 1 (PC1) capturou 46,30% da variancia, enquanto o
componente principal 2 (PC2) 27,69%. Na Analise de Componentes Principais
(PCA), as variaveis sao representadas como vetores, que caracterizam as amostras
relativas a eles. Quanto mais longo o vetor, maior a explicagéo da variabilidade entre
amostras e os valores obtidos pela correlagao de Pearson confirmam a relagao entre
os parametros observados na analise de componentes principais (Tabela 4),
demonstrando relagbes entre algumas das variaveis estudadas. Os compostos
fendlicos da casca (-0,40899) e da semente (-0,56132) se encontram no quadrante
negativo de PC1, assim como os flavonoides da casca (-0,42696) e da semente (-
0,41270) também se encontram no quadrante negativo da PC2. O DPPH da casca
(0,25897) e da semente (0,41732) se relacionam positivamente na PC1. O FRAP da
casca (0,63010) e da semente (0,45124) se relacionaram positivamente na segunda
componente principal. Na Figura 9 também é possivel verificar que o solvente que
contribuiu para uma melhor extragdo foi a combinacdo do cloreto de colina com

glicerol.
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Neri-Numa et al. (2014) investigaram o teor de fendlicos totais e flavonoides
do extrato bruto da pitomba e obtiveram o equivalente de 105,84 mg de acido
galico/g extrato e 88,05 mg de quercetina/g extrato, respectivamente.

Fraga (2018) investigou o teor de compostos fendlicos da casca EEtOH
(Extrato etandlico) (5,9 0,07 uygGAE.mg"' de extrato) e EHex (Extrato hexanico)
(1,9+0,04 pgGAE.mg!' de extrato). O teor de flavonoides da casca (EEtOH-
19,12+0,04 e EHex 9,47+0,32 uyg CE.mg"! de extrato).

Os resultados do presente estudo ficaram distantes dos apontados por Neri-
Numa et al. (2014), fato que pode ser explicado pelos métodos de extragdo e
purificacdo utilizados pelo autor. Mas em relacao aos resultados apresentados por
Fraga (2018) os resultados foram semelhantes. Como descrito nas tabelas e figuras,
a semente e a casca do fruto ndo apresentaram uma diferenca significativa entre as
analises, o que aponta potencial para novos estudos. Em relagcdo aos NADES, os
mesmos obtiveram o6timos resultados, principalmente comparando com o solvente
convencional (Etanol), sendo entdo os solventes eutéticos uma excelente opcgéo,
pois estes, tem vantagem de serem solventes verdes, e assim, podem ser utilizados

para fins alimenticios e farmacoldgicos.
Tabela 4 - Correlagdes (coeficientes de correlacdo de Pearson) entre os parametros fisico-

quimicos e os dois primeiros componentes principais

Componente Principal

Parametros PC1 PC2
r r

compostos fendlicos casca -0,40899 0,09015
flavonoides casca 0,16133 -0,42696
DPPH casca 0,25897 -0,11414
FRAP casca 0,14268 0,63010
compostos fendlicos semente -0,56132 0,12747
flavonoides semente 0,25706 -0,41270
DPPH semente 0,41732 0,09666
FRAP semente 0,40491 0,45124

Fonte: Autoria prépria (2022).
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Figura 7 - Funcao desejabilidade para o melhor solvente na extragao da casca de pitomba
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Figura 8 - Fungao desejabilidade para o melhor solvente na extragao da semente de pitomba
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5 CONCLUSAO

Os resultados mostram que os residuos (casca e semente) obtidos do
consumo da fruta pitomba possuem um potencial para extragdo de compostos com
atividade antioxidante. O método de extracdo por ultrassom nao mostrou-se
eficiente, pois para extrair os bioativos foi necessario deixar as amostras em repouso
por um tempo. Com a combinacdo da extragdo com este tempo de contato dos
residuos com o solvente, o método mostrou-se eficiente para obtengdo de extratos
ricos em compostos de interesse para aplicagdo ou recuperacao e utilizacido na
industria de alimentos e farmacos.

Os NADES, foram caracterizados e obtiveram 6timos resultados, no que diz
respeito a extracdo de bioativos, principalmente comparando com o solvente
convencional (Etanol). Com as analises realizadas, a combina¢cdo de cloreto de
colina com glicerol apresentou melhores resultados, mas a combinagao de L-prolina
com acido levulinico apresentou bons resultados também, mostrando ter um bom
potencial para aplicagdo em um alimento com objetivo de atividade antioxidante,
pois, além de eficientes, tém a vantagem de serem solventes ambientalmente

corretos.
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