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RESUMO

Pires, lané Valente, Desenvolvimento e aplicacdo de solventes eutéticos naturais
(NADES) para a extracdo de compostos bioativos da pitaia (hyloreceus
costaricensis), 2020, 71f, Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pés-graduacdo em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal do Parg, Belém.

Os NADES (solventes eutéticos naturais profundos) tém ganhado destaque no ramo da
quimica verde como alternativa aos solventes tradicionais. Eles consistem na mistura de
dois ou mais componentes com propriedades especificas que formam um liquido a
temperatura ambiente e apresentam como principais vantagens a alta biodegrabilidade, o
baixo custo e a atoxicidade. Neste trabalho foram utilizados o acido latico, a glicina, o
acetato de amonio, o acetato de sddio e o cloreto de colina para a obtencdo dos NADES,
que foram preparados com e sem adicdo de dgua. Os NADES elaborados com &agua
apresentaram viscosidades e densidades menores, mas ndo houve diferenga nos modos
vibracionais nos espectros FTIR e Raman quando comparados aqueles sem adicdo de
agua. A confirmacdo da formacgdo dos NADES foi avaliada atraves dos espectros de FTIR
e Raman, nos quais as interacGes entre os componentes e a formacdo de ligacdes de
hidrogénio foram observadas. Devido a notoriedade no mercado e na area cientifica, a
pitaia (Hyloreceus Costaricensis) foi utilizada para o estudo de extracdo com os NADES.
Os melhores resultados para a extragdo dos compostos bioativos (193,18 e 186,08 mg
100g! b.s) foram encontrados, respectivamente, com os NADES formados por acido
latico:glicina e &cido latico:acetato de amdnio, ambos com adi¢do de agua.

Palavras-chaves: NADES, quimica verde, extracao.



ABSTRACT

NADES (Natural Deep Eutectic Solvents) have been highlighted as an alternative to
traditional solvents in the fields of green chemistry. They consist of a mixture of two or
more components with specific properties that form a liquid at room temperature, and
their main advantages are high biodegradability, low cost and non-toxic factors. In this
research, lactic acid, glycine, ammonium acetate, sodium acetate, and choline chloride
were studied to obtain NADES, which were prepared with and without the addition of
water. The NADES synthetized in aqueous médium, showed lower viscosities and
densities, but there was no difference in the vibrating modes in the FTIR and Raman
spectra when compared to those prepared without water addition. NADES synthesis has
been confirmed by two different techniques, FITIR and Raman spectra, by targeting
hydrogen bonds formation. Because of its notoriety in the market and in the scientific
field, the pitaya (Hyloreceus Costaricensis) was used for the extraction study with
NADES. The best results for bioactive compounds extraction (193.18 and 186.08 mg
100g-1 b.s) were found, respectively, in NADES formed by lactic acid with glycine and
lactic acid with ammonium acetate, both with water addition.

Keywords: NADES, green chemistry, extraction.



LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Frutos de pitaia. A - Hyloreceus undatus; B - Hylocereus Costaricensis. C -
Hyloreceus costaricensis. Fonte: A e B IBRAHIM et al., (2018); C - Autoria propria..16
Figura 2. A - Estrutura geral da betalaina; B - Betacianina; C — Betaxantina.................. 22
Figura 3. Namero de publicagdes sobre extracdo com NADES de 2011 a 2020 e origem
geogréfica por continente. Fonte: www.scopus.com, *data da pesquisa
13/02/2020).... ettt ettt r bt e bt et eneanes 29
Figura 4. Curvas de fluxo para os NADES ajustadas ao modelo de Newton a 40 °C.
Simbolos sélidos NADES sem adicao de dgua (macido latico:glicina; eacido latico:acetato
de amonio; A&cido latico:acetato de sddio; #acido latico:cloreto de colina); Simbolos
vazados NADES com adigdo de agua (o acido latico:glicina; oacido latico:acetato de
amonio; A acido latico:acetato de sddio; ¢ &cido latico:cloreto de colina); Comparativo

do comportamento do NADES com e sem a adi¢do de agua (acido latico:glicina m;

Figura 5. Perfil de viscosidade dos NADES. Simbolos s6lidos NADES sem adicdo de
agua (mécido latico:glicina; e4cido latico:acetato de amonio; A dcido latico:acetato de
sodio; #acido latico:cloreto de colina); Simbolos vazados NADES com adigdo de agua (o
acido latico:glicina; oacido latico:acetato de amonio; A acido latico:acetato de sodio; ©
acido latico:cloreto de colina); Comparativo do comportamento do NADES com e sem a
adigdo de dgua (acido 1atico:glicina M; O) ....ocveviiiiiiiiicc 47
Figura 6. Espectros (FTIR) dos componentes puros - acido latico, ---- glicina, - NADES
sem agua; - acido latico, --- glicina, - NADES com &gua; comparativo do comportamento
de - NADES sem agua e - NADES COM AQUAL.......c..cooiiieiieiicccieece e 51
Figura 7. Espectros Raman dos componentes puros - acido latico, ---- glicina, - NADES
sem agua; - acido latico, --- glicina, - NADES com agua; - NADES sem &gua, - NADES

(070 14 =0 - OSSPSR 55


http://www.scopus.com/

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Patentes encontradas na plataforma ‘“https://patents.google.com/” com a

palavra chave “pitaya” (data da pesquisa: 31/10/2019).....ccccvevviiciieieiiieieee e 17
Tabela 2. Resultado da pesquisa na plataforma www.scopus.com no periodo de 2015 a
2020 com a utilizagdo da palavra chave NADES...........cccociiiiiiiniecec 25
Tabela 3. Frequéncia dos espectros FTIR doS COMPOSLOS PUFOS.........cccvvvevveireerieeriesneenne 31
Tabela 4. Atribuicéo de espectros de Raman para COmpOoStoS PUIOS..........ccecverveeverueene 34
Tabela 5. Reagentes ULIIIZAT0S. ........ccueiiriieie et 37
Tabela 6. Proporcéo de reagentes utilizados para a elaboragdo dos NADES.................. 39

Tabela 7. Viscosidade, densidade e parametros do modelo de Newtons dos NADES......49
Tabela 8. Caracterizacdo da pitaia in natura e seca por liofilizacao..............ccccovevvernnnnen. 57

Tabela 9. Compostos fenolicos e potencial antioxidante da pitaia dos extratos............... 58


https://patents.google.com/
http://www.scopus.com/

SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt 12
2 OBIETIVOS. ...t e e era e e e 14
2.1 OBIETIVO GERAWL ...ttt 14
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt ettt 14
3 REVISAO DE LITERATURA ......ooieeeteeeee e tes s s s 15
UL PITAILA L ettt sttt ettt 15
3.2 COMPOSTOS BIOATIVOS ..ottt 20
3.2 1 BELAIAINGS ......eiviiiiiieiieieie et bbb 21
3.3 PROCESSOS DE EXTRAGAO ..........oooeiieeieeeeeeeeeesee s 22
3.4 SOLVENTES VERDES ...t 23
3.4.1 Solventes Eutéticos Naturais (NADES) ........ccocoiiireiinienenene e 23
3.5 TECNICAS DE CARACTERIZAC}AO PARA IDENTIFICAQAO DE NADES 30
3.5.1 Espectroscopia Transformada de Fourier Infravermelho (FTIR) ..........cc.c........ 30
3.5.2 ESPeCtrosCopia RaMAN .........ccciuveiiiicciece et 33
4 MATERIAIS E METODOS ...t sesissssesssss s enassessessssenns 36
A LINADES ...ttt re s 36
4.1.1 REAGENTES ...ttt 36
4.2 ELABORAGAQO DOS NADES.........oooieieieeeeeeeeeeeeseeseeseseesseseesasessses s sen s 38
4.3 CARACTERIZA(;AO DOS NADES.......c e 40
4.3.1 Comportamento REOIOGICO .........coviuiiiiiiiiieeeeee e 40
O B 1= ] [ - Lo [ SR 40
4.3.3 Transformada de Fourier Infravermelho (FTIR) ......ccccooveveiieiiccceeceee e 40
4.3.4 ESPECtroSCOPIa RaAMAN .........cceiiiie ettt 41
4.4 PROCESSO DE EXTRACGAOQ .....ovveiieeteeeeeeesee e tesis s s s sense s 41
o Y T T o] 11 - USSR 41
4.4.1.1 Preparo da Matéria-prima........ccooeoereinerieieesesee s 41
4.5 CARACTERIZAQAO FISICO-QUIMICA DA POLPA DE PITAIA................ 41
T =T o[- 1 4] o = To SR 42
4.5.2 Atividade de AQUA (AW) .......cocveeeeeeeeeeeeeeeee e sesee s enee s 42
4.5.3 ANALISE U8 COF ..ottt ettt ettt reene e 42
4.6 COMPOSTOS BIOATIVOS E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE ......cccocuu.... 42
4.6.1 CompPOStOS FENOIICOS ......ccviiuieiieeie ettt 42
4.6.2 FIAVONOIUES TOTAIS .....veeveeneiiiie ittt sttt sttt 42

4.6.3 ENSAIO DP PH oo, 43



4.7 PREPARO DA AMOSTRA ..o 43

4.8 PROCESSO DE EXTRAGAOD ..o see e 43
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........coiiiieeiieereeeeeeeeses e seeissssesassesassessensesenes 45
5.1 CARACTERIZACAO DOS NADES.......c.ooieieiieereeessieeeseeissssessssesissessensanenns 45
5.1.1 Comportamento Reoldgico € Densidade .........ccccccevverieiiesieeie e cie e 45
5.1.2 Transformada de Fourrier Infravermelho (FTIR) .......cccoooiiieiiiiieece e 50
5.1.3 ESPECLroSCOPIA RAMAN ........oiuiiiiieiieitc it 53
5.2 PROCESSO DE EXTRACAOQ ...t ieeiesesseesae s 56
5.2.1 Caracterizagdo da Polpa de Pitaia............ccooveviieieiiiiiiiecceec e 56
5.2.2 EXITAGAD ....veeveeeeeeeteete ettt bbb 58
6 CONCLUSAOD ......coiiriiiiiieeie sttt 60
T REFERENCIAS ..ottt ses st 61

ANEXOS ... 79



12

1 INTRODUCAO

Os solventes organicos convencionais séo amplamente utilizados para a extragéo
de componentes bioativos nas industrias farmacéutica, alimentar e cosmética. No entanto,
a maioria deles séo caracterizados por apresentarem propriedades prejudiciais tanto a
salide quanto ao meio ambiente, em contraste aos principios da quimica verde, que visam
a utilizagdo de substancias inofensivas ao homem e ao ambiente (CICCI et al., 2017).

O desenvolvimento de solventes “verdes” com baixa toxicidade e custo € uma
questdo importante para a industria bioquimica. Desta forma, solventes eutéticos naturais
“natural deep eutectic solvents” (NADES) tém recebido atencdo e podem serem
considerados solventes do futuro devido as suas caracteristicas como sua
sustentabilidade, biodegradabilidade, baixa volatilidade em temperatura ambiente, alta
capacidade de solubilizacdo e seletividade, tornando-os especialmente Uteis para o
preparo de produtos nutracéuticos e extratos alimentares (DAl et al., 2013a; FAGGIAN
et al., 2016).

Os NADES foram introduzidos como um termo geral para cobrir uma ampla gama
de composi¢bes de metabdlitos primarios que, em diferentes combinag6es, formam
liquidos & temperatura ambiente. O preparo destes solventes consiste na mistura de dois
ou mais produtos naturais comuns em uma relacdo molar especifica formando um liquido
devido as interacBes que reduzem seus pontos de fusdo individuais (GONZALEZ et al.,
2017).

A pitaia ¢ uma planta rustica conhecida como “fruta do dragdo” pertencente a
familia Cactaceae, originaria das regiGes tropicais do México e das Américas Central e
do Sul (FREITAS; MITCHAM, 2013), e distribuida principalmente nas regides tropicais
e subtropicais (XU et al., 2016). Ha alguns estudos a respeito da extracdo de compostos
bioativos da pitaia com a utilizacdo de solventes convencionais podem ser encontrados
na literatura, principalmente com a utilizacio do metanol (GARCIA-CRUZ et al., 2012;
Lletal.,2017) e do etanol (WYBRANIEC; MIZRAHI, 2002; NURLIYANA etal., 2010;
TSAl et al., 2019). Portanto, o emprego dos NADES pode ser uma alternativa promissora
e segura para a extracdo desses compostos, em que os extratos obtidos podem ser usados
diretamente na elaboracao de produtos ou consumidos sem a necessidade de eliminagéo
do solvente.

A pitaia € fonte de compostos funcionais e apresenta tanto boa aceitagdo nos

mercados consumidores de frutos exoticos quanto alto valor nutricional, sendo a
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variedade de cor vermelha a mais apreciada e estudada devido as suas propriedades
sensoriais (SOUSA, 2015).

As substancias antioxidantes presentes na pitaia, como 0 acido ascorbico, 0s
carotenoides e os polifendis, tém despertado o interesse de pesquisadores que relacionam
estes compostos a prevencao de vérias doencas degenerativas provocadas pelo estresse
oxidativo (MAHATTANATAWEE, 2006; CHOO; YONG, 2011).

Este trabalho teve como objetivos elaborar e caracterizar diferentes NADES para
posterior utilizacdo como solvente no estudo da extracdo dos compostos bioativos da

pitaia (Hyloreceus Costaricensis).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Preparar e caracterizar NADES, para utilizagdo no processo de extracdo dos

compostos bioativos da pitaia (Hyloreceus Costaricensis).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Preparar diferentes solventes eutéticos naturais (NADES).
- Caracterizar os solventes eutéticos naturais.

- Caracterizar a pitaia (Hyloreceus Costaricensis) em relagcdo aos compostos bioativos.

- Estudar o processo de extracdo dos compostos bioativos da pitaia (Hyloreceus
Costaricensis) utilizando os solventes eutéticos naturais elaborados.

- Caracterizar os extratos de pitaia (Hyloreceus Costaricensis) quanto ao teor de
compostos bioativos e atividade antioxidante.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 PITAIA

A pitaia (Hylocereus Costaricensis) pertence as espécies de cactos e é originaria
da Ameérica Latina, podendo ser encontrada em florestas tropicais da Costa Rica,
Venezuela, Panama, Uruguai, Brasil, Colémbia e México (MIZRAHI et al., 1997) e em
regides de clima tropical e subtropical como a Tailandia, Filipinas, Vietnd, Malasia e sul
da China (MATAN et al., 2015).

No Brasil, o cultivo da pitaia foi iniciado no estado de Sao Paulo e, devido ao
crescente interesse comercial do mercado por frutas exdticas, espalhou-se por outros
estados (BASTOS et al., 2006; MOREIRA et al., 2011). E considerada uma fruta n&o-
climatérica, ou seja, ndo perde sua qualidade durante a pos-colheita (CHIEN et al., 2007;
Lletal., 2017).

As caracteristicas externas da pitaia a diferenciam das demais espécies de
cactaceas. O fruto é coberto por bracteas, também chamadas de “escamas” — de onde
provem o nome de fruta dragdo “dragon fruit” (Figura 1). E uma baga ovoide de tamanho
médio, redonda ou alongada, com formato globuloso e subglobuloso. Ela é constituida
pelo epicarpo (casca), que distingue as espécies pér meio da sua coloracdo e auséncia ou
presenca de espinhos, e pelo mesocarpo (polpa), parte comestivel que possui textura
mucilaginosa com inimeras sementes comestiveis. Quando maduras, 0 peso médio da
polpa representa de 60 a 80% do peso total do fruto (LI-CHEN et al., 2006; MELLO,
2014).

Os frutos de pitaia podem variar de acordo com a espécie, a Hyloreceus undatus
apresenta casca vermelha e polpa esbranquicada e a espécie Hyloreceus megalanthus
apresenta a polpa esbranquicada e casca com coloragdo amarela (SOUSA, 2015). Ja a
espécie Hyloreceus costaricensis possui casca e polpa de coloracdo vermelha e
caracteristicas sensoriais atraentes devido a presenca de compostos como a betacianina,
polifendis, fibras e potassio (ONG et al., 2014, WU et al., 2006). Podem também, possuir
vitaminas B1, B2, B3, betacaroteno, licopeno, vitamina E, acido ascorbico, carboidratos

e minerais como potassio e o0 magnésio (ABREU et al., 2012).
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Figura 1 — Frutos de pitaia. A - Hyloreceus undatus; B - Hylocereus megalanthus. C -
Hyloreceus costaricensis. Fonte: A e B IBRAHIM et al., (2018); C - Autoria propria.

A pitaia possui uma ampla area de aplicacdo, com destaque para o setor de
alimentos (LUDERS; MCMAHON, 2006) seja na forma de fruta fresca, suco, compotas,
xaropes, fermentados, doces ou geleias (HOA et al., 2006; KLEINHEINZ et al., 2009;
RAZAK, 2009). O p6 de pitaia integral apresenta potencial para ser utilizado como
corante natural e/ou suplemento alimentar (TZE et al., 2012).

As cascas da pitaia podem ser fonte de novas pectinases para uso em
implementacdes industriais e biotecnoldgicas, devido a sua ampla especificidade ao
substrato e a alta estabilidade que possibilitam aplicacdo nas industrias de bebidas, frutas,
téxteis, fabricacdo de papel e celulose e fermentacdo de cha e café (ZOHDI; AMID,
2013).

As betalainas, pigmentos da pitaia, sdo utilizadas como corantes naturais em
diferentes areas da fabricacdo de alimentos (CHOO; YONG, 2011), devido a sua alta
pigmentacdo, que tém atraido o interesse tecnologico ja que pode ser utilizada em uma
ampla faixa de pH (3 a 7) (STINTZING et al.,, 2001; STINTZING et al., 2003;
STINTZING; CARLE, 2004).

Em nossa revisdo bibliogréfica identificou-se um grande niumero de patentes de
produtos oriundos da pitaia. Utilizando o site “https://patents.google.co m/” e a palavra
chave “pitaya” como fonte de pesquisa, no dia 31/10/2019 foram encontrados 8.943
resultados, das quais selecionamos, vinte e cinco relacionados a industria alimenticia,

farmacéutica e cosmética (Tabela 1).


https://onlinelibrary-wiley.ez3.periodicos.capes.gov.br/doi/full/10.1111/jfbc.12491#jfbc12491-bib-0071
https://onlinelibrary-wiley.ez3.periodicos.capes.gov.br/doi/full/10.1111/jfbc.12491#jfbc12491-bib-0008

Tabela 1 — Patentes encontradas na plataforma “https://patents.google.com/” com a palavra chave “pitaya” (data da pesquisa: 31/10/2019).

Titulo

Autor e ano de publicacéo

Pais de Origem

Relacionadas a area de alimentos

Sorvete de polpa de pitaia

Bebida funcional de pitaia

Vinho de arroz e pitaia e seu método de preparacao

Doce mole de pitaia

Bolo de pitaia e seu método de fabricacao

Panqueca de pitaia e seu método de fabricacdo

Método para extracao de pigmento vermelho natural de pitaia e sua aplicacdo

Geleia de sementes de pitaia/manjericdo e método de preparacao

Método de preparacgdo de licor destilado de pitaia

Mingau de pitaia nutritivo e método de preparacdo

XIANCUN, 2012

XIA, 2013

JUNTAO etal., 2013

YUANYUAN, 2014

XIANLONG, 2014

ZHENQING et al., 2016

WUZHEN et al., 2016

QINLU et al., 2017

DARONG; HUA, 2017

JINGAI, 2017

China

China

China

China

China

China

China

China

China

China
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Um tipo de método de preparacdo de vinho de pitaia vermelha XIANBIN et al., 2018 China

Geleia de pitaia ZEJUN, 2018 China

Um tipo de método de preparacao de trés vinagres de frutas de casca de pitaia branca JUNHONG et al., 2018 China

Um tipo de vinho tinto extra-seco de pitaia vermelha e seu método de fabricacdo de cerveja YU etal., 2018 China

Sorvete de pitaia, limdo e morango com mel e método de producéo IBRAHIM, 2019 Turquia
Um tipo de método de producdo de pao de 16 de p6 de casca de pitaia no vapor HANG, 2019 China

Processo de extracdo e purificacdo de pigmentos de pericarpo de pitaia JUNLIANG et al., 2017 China

Método de preparacado de po liofilizado de pitaia de alta qualidade BINGJUN; FANGFANG, 2017 China

Patentes relacionadas a area de farmacos

Composicgéo anticancer contendo extrato de Hylocereus undatus KIM etal., 2012 Coreia
Método de preparacao de cha de flores de pitaia SHAOLONG, 2013 China

Xarope de pitaia e longan KUOQO, 2014 China

18


https://patents.google.com/?inventor=Levent+Demir%C3%A7akmak+%C4%B0brahim

Comprimidos de pitaia PEIQUN etal., 2016 China
Patentes relacionadas a area de cosméticos

Maéscara de casca de pitaia HAIYAN, 2016 China
Sabonete artesanal de pitaia WEN, 2016 China

Uso do extrato de Hylocereus undutus como corante fluorescente para a pele

VON et al., 2018

Japéao
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3.2 COMPOSTOS BIOATIVOS

Os compostos bioativos desempenham um papel importante como agentes
terapéuticos, independentemente de sua origem. A associacao entre alta ingestéo de frutas
e a diminuicdo de risco de desenvolver doencas cronicas é ratificada por informacdes
epidemioldgicas em todo o mundo. Frutas sdo fontes de nutrientes e energia, e possuem
inimeras classes de compostos biologicamente ativos como, vitaminas, minerais e fibras,
ja as cascas e folhas possuem propriedades medicinais (KARASAWA; MOHAN, 2018).

Por serem ricas em compostos antioxidantes, as frutas tém chamado a atencdo de
pesquisas voltadas a obtencdo de alimentos funcionais que estdo relacionados a
manutencdo da salde, protecdo contra o cancer e doencas cardiacas coronarias
(IBRAHIM et al., 2018).

O estresse oxidativo afeta o estado redox normal no corpo humano e, assim,
desencadeia diversas doengas cronicas, incluindo as cardiovasculares (WANG et al.,
2011). Vérios estudos em alimentos e plantas tém sido realizados com o objetivo de
entender o papel dos antioxidantes naturais na promocao da saude, entre 0s quais, 0 estudo
do uso de extratos de alcachofra contra o carcinoma e a melhoria da bioacessibilidade de
compostos bioativos de frutos da Amazonia (CARVALHO et al., 2020; HASSABOU;
FARAG, 2020).

De acordo com a fonte, existem duas categorias basicas de antioxidantes, 0s
naturais e os sintéticos. Os antioxidantes naturais podem ser vitaminas, carotenoides e
polifendis, provenientes principalmente de vegetais, como frutas e hortaligas. Ja o0s
antioxidantes sintéticos, provenientes de sinteses quimicas, sdo os mais utilizados pela
industria de alimentos como o galato de propil (PG), hidroxianisol butilado (BHA),
hidroxitolueno butilado (BHT) e o terc-buti-hidroquinona (TBHQ) (LIANG et al., 2019).

Quando adicionados aos alimentos, os antioxidantes tém a funcdo de retardar o
inicio do processo de rancidez, inibindo a formacéao de produtos da oxidacao, aumentando
a vida de prateleira do produto e mantendo sua qualidade. Devido ao potencial risco para
a saude humana, como danos hepéticos e carcinogenicidade, a maior parte dos
antioxidantes sintéticos tem seu uso restrito e controlado (SHAHID; AMBIGAIPALAN,
2015; LIANG et al., 2019).

A busca por antioxidantes naturais obtidos a partir de matrizes alimentares
vegetais tem sido alvo de varias pesquisas, através da extracdo de seus compostos
bioativos com alta capacidade antioxidante (AHMED et al., 2020; BARBI et al., 2020;
Ll etal., 2020; TINELLO; LANTE, 2020).


https://jenci.springeropen.com/articles/10.1186/s43046-020-00026-4#auth-1
https://jenci.springeropen.com/articles/10.1186/s43046-020-00026-4#auth-2
https://www-sciencedirect.ez3.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0023643820307866?via%3Dihub#!
https://www-sciencedirect.ez3.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0023643820307866?via%3Dihub#!
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No entanto, para manutencdo da viabilidade de aplicacdo, os antioxidantes
naturais para uso alimentar devem ter as mesmas caracteristicas apresentadas pelos
sintéticos: ser atoxico, eficaz em baixas concentracdes, estaveis, capazes de permanecer
no produto ap0Os o processamento, ndo ter odor, gosto ou cor préprios, boa solubilidade
no produto além de baixo custo (KIOKIAS et al., 2008).

3.2.1 Betalainas

Vaérias atividades biolégicas promotoras de salde como acdo analgésica,
antioxidante, anti-inflamatoria, hipoglicémica, antiproliferativa, cardioativascular,
radioprotetora, neuroprotetora, diurética e hipolipidémica tém sido atribuidas aos
alimentos ricos em betanina e betalaina (ESATBEYOGLU et al., 2014; KHAN, 2016;
LUGO-RADILLO etal., 2012).

Betalainas sdo encontrados em varias fontes no reino vegetal, porém com limitada
ocorréncia em alimentos. Por muito tempo a Unica fonte de betalaina conhecida em
alimentos era a beterraba. No entanto, nas ultimas décadas, novas matrizes alimentares
foram identificadas como a pera espinhosa (cacto) (MOBHAMMER, et al., 2006;
STINTZING, et al., 2003) e a pitaia (fruta do dragao) vermelha (HERBACH, et al., 2007;
STINTZING, et al., 2002).

As betalainas sdo uma classe de pigmentos hidrofilicos contendo nitrogénio,
formada por conjugados de iménio de acido betalamico com compostos de ciclo-Dopa
(ciclo-3,4-di-hidroxifenilalanina) e amino (aminoacidos, aminas ou derivados),
respectivamente. Classificadas em betaxantinas (pigmentos amarelo-laranja) e
betacianinas (pigmentos vermelho-violeta), as betalainas sdo capazes de absorver
radiacdo na faixa visivel entre 476 e 600 nm, devido a presenca da ligacdo dupla
conjugada da porcdo acido betalamico (AL-ALWANI et al., 2015; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2019).

Diferente das antocianinas que possuem grupos funcionais hidroxila, as betalainas

possuem grupos funcionais carboxilicos (AL-ALWANI et al., 2015) (Figura 2).
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Figura 2 — A - Estrutura geral da betalaina; B - Betacianina; C - Betaxantina.

3.3 PROCESSOS DE EXTRACAO

O processo de extracdo de compostos em matrizes alimenticias, normalmente,
utiliza solventes com o intuito de promover a dissolucdo dos reagentes (CICCI et al.,
2017). As técnicas convencionais de extracdo mais utilizadas para compostos bioativos
sdo a extracdo com solvente a quente e refluxo, a maceracdo e a hidrodestilacdo,
selecionadas de acordo com as caracteristicas quimicas da matéria prima estudada
(SOQUETTA et al., 2018).

Uma vez que solventes de diferentes polaridades sdo necessarios para
identificacdo e isolamento, a eficiéncia dos métodos convencionais de extracdo depende
da escolha do solvente e de suas propriedades termofisicas, tais como a polaridade. As
polaridades dos compostos variam e é dificil desenvolver um método Unico para extragéo
eficiente de todos os compostos. Um bom solvente deve ser caracterizado por sua baixa
toxicidade, baixo ponto de ebulicdo, rapida transferéncia de massa, acdo conservante e a
incapacidade de dissociar o extrato complexo. O rendimento e a quantidade do extrato
obtido também dependem de varios outros fatores, como o tipo de extrato, a temperatura
e 0 tempo de extracdo (SILVA, 2016).

Vérios estudos utilizando solventes convencionais na extragdo de composto
bioativos de vegetais sdo encontrados na literatura (FAN et al., 2018, SCHIASSI et al.,
2018; DOMINGUEZ et al., 2020; SHAHINUZZAMAN et al., 2020; WU et al., 2020).

A grande quantidade de agua presente em algumas matrizes vegetais, pode ser um
problema para a extragdo por seus compostos bioativos se encontrarem diluidos,

necessitando de uma maior quantidade de amostra, por isso, a liofilizacdo, também


https://www-sciencedirect.ez3.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814620311286?via%3Dihub#!
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chamada de criodesidratacdo, € um tipo particular de desidratacdo por sublimagéo
amplamente utilizada como pré-processamento de matérias primas que passardo pelo
processo de extracdo com o intuito de facilitar a difusividade do solvente (VIEIRA, et
al.,2012).

O produto a ser liofilizado deve estar congelado para que seja submetido a
temperatura e a pressdo de vapor d’agua inferiores as do ponto triplo da agua (0,0099 °C
e 610,5 Pa), que fard com que ocorra a perda de agua atraves do calor latente de
sublimacdo. A retirada da agua tem como objetivo permitir a utilizacdo de solventes,
principalmente orgéanicos, assim como manter as caracteristicas nutricionais da matéria-
prima (ORDONEZ, 2005) ja que essa tecnologia foi desenvolvida para minimizar as
perdas de compostos responsaveis pelos aromas nos alimentos, que sdo suscetiveis a
temperaturas elevadas, como aquelas da secagem convencional (IBARZ; BARBOSA-
CANOVAS, 1999).

3.4 SOLVENTES VERDES

Atualmente, a tecnologia verde é uma das principais questdes estudadas no campo
da quimica, pois visa minimizar o impacto ambiental, reduzir custos, melhorar a
seguranca e diminuir os riscos para saude humana. Neste sentido, o desenvolvimento de
solventes verdes como NADES e liquidos idnicos tem despertado o interesse de varios
pesquisadores (CARNEIRO et al., 2014; BROMBERGER et al., 2020; HAO et al., 2020;
RACHMANIAH et al., 2020).

3.4.1 Solventes Eutéticos Naturais (NADES)

Os solventes eutéticos naturais (NADES) sdo compostos neutros, acidos ou
basicos que formam liquidos de alta viscosidade quando misturados em certa razdo molar.
O primeiro relato na literatura sobre NADES foi em 2011, quando ficou evidenciado as
caracteristicas fisico-quimicas distintas da agua e lipidios (CHOI et al., 2011).

Os principais componentes formadores dos NADES s&o metabolitos “primarios”,
principalmente aminoacidos, acidos orgénicos e acUcares que apresentam algumas
limitacOes de uso individual na industria quimica devido ao seu estado fisico (sélido) a
temperatura ambiente. Entretanto, quando misturados em proporc¢des adequadas, esses
metabolitos primarios se tornam liquidos (DAl et al., 2013b). Com base nessa descoberta,
estabeleceu-se a hipotese da elaboracdo de NADES a partir da combinacdo desses

metabdlitos.


https://www-sciencedirect.ez3.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1383586620317834?via%3Dihub#!
https://www-sciencedirect.ez3.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0304389420310372?via%3Dihub#!
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Os metabolitos mais utilizados em estudos de elaboracdo de NADES so:
aminoacidos (prolina, serina e alanina), sais organicos (cloreto de colina e betaina), &cidos
organicos (acido latico, acido citrico e &cido malico) e agucares (glicose, frutose, manose
e sacarose) (LIU et al., 2016).

Os NADES sao obtidos pela complexacdo de um aceitador de hidrogénio e um
doador de ligacdo de hidrogénio, resultando em uma mistura eutética profunda, e
apresentam como caracteristicas estabilidade térmica e quimica, baixa volatilidade em
temperatura ambiente, ndo inflamavel, atoxicos e biodegradaveis (ESPINO, 2016). Além
de alta polaridade e capacidade de solubilizagdo de compostos lipofilicos (DAI et al.,
2013Db) e estabilidade de metabdlitos bioativos (DA et al., 2014).

Entretanto, um dos entraves importantes para aplicacdo de NADES em processos
industriais € a sua viscosidade. A presenca de uma extensa rede de ligacao de hidrogénio
entre 0s compostos restringe a mobilidade das espécies livres promovendo o aumento da
viscosidade dos NADES além das interacdes, das forcas de van der Waals e eletrostatica.
Com o intuito de minimizar esse efeito e diminuir a viscosidade € comum a adicdo de
agua aos NADES durante o preparo, com a funcdo de diluente, além de contribuir para
aumentar a seletividade e a polaridade do solvente (ZAINAL-ABIDIN et al., 2017;
FERNANDEZ et al., 2018).

Estudos que utilizaram NADES para a extracdo de compostos bioativos de
diferentes matrizes vegetais apresentaram resultados semelhantes aos encontrados na
extracdo com solventes organicos convencionais com a vantagem de fornecer maior
estabilidade aos compostos extraidos e viabilidade de aplicacdo direta dos extratos na
elaboracdo de alimentos, produtos farmacéuticos e cosméticos (DAI et al., 2015, WEI et
al., 2015a, ZAHRINA et al., 2018).

A Tabela 2 apresenta pesquisas com a utilizacdo de NADES em processos de
extracdo no periodo de 2015 ao inicio de 2020 disponiveis no site: www.scopus.com
realizada em  21/02/2020 (palavras chave: “Natural Deep  Eutectic

Solvents”,“extraction”).


http://www.scopus.com/

Tabela 2 — Resultado da pesquisa na plataforma www.scopus.com no periodo de 2015 a 2020 com a utilizacdo da palavra chave NADES.

NADES Amostra

Objetivo da extracéo

Referéncia

Cloreto de colina; etilenoglicol;
1,4-butanodiol; glicerol; Glicose;
sacarose; sorbitol; maltose; acido
citrico; acido malico; acido lactico

Radix Scutellariae

Cloreto de colina; glicose; frutose;

R o . Casca de uva
xilose; glicerol; acido malico

Cloreto de colina; &cido citrico;
acido malico; acido oxalico;
glicose; frutose; xilose; glicerol

Borras de vinho

Cloreto de colina; sacarose; D (+)
-glicose; D (+) - xilose; acido L
(+) - tartarico; &cido citrico; uréia;
glicerina

Produtos de soja

Cloreto de colina; 1,4-butanodiol;

1,2-porpanodiol; glicose; glicerol; Polen Typhae

Extracdo e separacdo rapida e
verde dos principais flavonoides

bioativos

Extracdo de compostos bioativos

(fendlicos e antocianinas) e
atividade antioxidante

Extracdo de antocianinas

Extracdo de isoflavonas de
produtos de soja

Extracdo verde e eficiente de
quatro flavonoides bioativos

WEI et al., 2015b

RADOSEVIC et al., 2016

BOSILIKOV et al., 2017

BAIJKACZ; ADAMEK, 2017

MENG et al., 2018


http://www.scopus.com/

L-prolina; etilenoglicol; acido
latico

Cloreto de colina; acido latico;
acido tartarico; 1,2-propanodiol;
1,3-butanodiol; etilenoglicol, Lippia citriodora
sacarrose; frutose; glicose;
maltose; ureia; xilitol;

Cloreto de colina; cido citrico;
acido malico; &cido latico;
etilenoglicol; 1,3-butanodiol; 1,4-
butanodiol; 1,6- hexanodiol; 1,2-
propanodiol; glicerol; glicose; Folhas de espinheiro maritimo
frutose e sacarose
hexanodiol, 1,2-propanodiol,
glicerol; glicose, frutose e
sacarose

Cloreto de colina; cloreto de
zinco; brometo de zinco; acido Flos Trollii
latico; 4cido DL- mélico; 4cido

Extracdo aprimorada e verde de
compostos bioativos

Extracéo e enriquecimento dos
principais flavonoides bioativos

Extracdo de flavonoides bioativos
C-glicosideos

IVANOVIC et al., 2018

CUl etal., 2018

DUAN et al., 2019
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glutérico; etilenoglicol; acido
propanodioico; D - sorbitol; acido
citrico; acido L - tartéarico; ureia

Cloreto de colina; acido citrico Bagaco de uva e oliva

Glicose; frutose; acido citrico;
ureia; acido malico; acido
tartarico; acido oxalico; acido
glutdmico; &cido latico; cloreto de
colina; b- alanina

Puré de banana

Acido L-l4ctico; betaina; cloreto
de colina; &cido malico; glicose;
glicerina

Algas marrons

Extratos polifenolicos verdes para
uso de subprodutos alimentares

Extragdo de acucares soluveis

Extracdo de florotaninos

27

PANIC et al., 2019

GOMEZ et al., 2019

OBLUCHINSKAYA etal., 2019



Acido citrico; B - alanina; glicose;
xilitol; prolina

Scutellaria baicalensis

Extragdo de flavondides

OOMEN et al., 2020
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Pode-se observar o grande potencial de aplicacdo dos NADES para utilizagdo em
processos de extracdo, além da versatilidade e amplo espectro de utilizacdo para extracéo
de diferentes classes de compostos bioativos. Desde o primeiro relato de utilizacdo de
NADES em 2011 até os dias atuais, pesquisadores de diferentes paises e regides do mundo
(Figura 3) tem estudado sua aplicacdo em processos de extragcdo de biocompostos em

diferentes matrizes alimenticias.
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Figura 3 — Numero de publicacdes sobre extracdo com NADES de 2011 a 2020 e origem
geogréfica por continente. Fonte: www.scopus.com, *data da pesquisa 13/02/2020).

Observa-se que a maior parte desta producdo, cerca de 85%, estd concentrada
entre a Asia (46%) e a Europa (39%). Considerando o ndimero expressivo de matérias
primas ricas em compostos bioativos, encontrados no Brasil, fica evidente o potencial de

pesquisa a ser explorado utilizando NADES em processos de extracéo.


http://www.scopus.com/
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3.5 TECNICAS DE CARACTERIZAQAO PARA IDENTIFICAQAO DE NADES
Apbs a elaboragdo dos NADES, é necessédria a utilizacdo de técnicas de
caracterizagdo que possam confirmar que ocorreu a interagao entre 0s componentes e a
formacéo do solvente. Em geral, as técnicas vibracionais de espectroscopia (AHMADI et
al., 2018), sdo as ferramentas utilizadas para fornecer dados relacionados as ligagdes de
hidrogénio em solugdes aquosas (BURIKOV et al., 2010). Dentre estas técnicas,
destacam-se a Espectroscopia da Transformada de Fourier Infravermelho (FTIR) e a

espectroscopia Raman.

3.5.1 Espectroscopia Transformada de Fourier Infravermelho (FTIR)

Na técnica de FTIR (Fourier transform infrared) as moléculas das substancias séo
identificadas por meio da vibracdo de seus atomos, geradas no momento que a radiacao
infravermelha atravessa a amostra, possibilitando caracteriza-las através da frequéncia
dos espectros gerados pela dissipacao de energia (STUART, 2005).

A frequéncia do espectro gerada na regido do infravermelho para cada molécula é
especifica, ou seja, é a “impressao digital”’, 0o que possibilita identificar as diversas
moléculas presentes na amostra (analise qualitativa). E através da intensidade dos picos
pode-se avaliar a concentracdo de cada molécula presente na amostra (analise
quantitativa) (MORGANO et al., 2005).

A técnica de FTIR apresenta algumas vantagens em relacdo aos métodos quimicos
analiticos tradicionais ja que utiliza pequenas quantidades de amostra, ndo necessita de
preparo, gera resultados rapidos e precisos e por ser um método fisico ndo danifica a
amostra que pode ser utilizada para analises posteriores (BUNING-PFAUE, 2003;
SEVERCAN et al., 2011). Além disso, é uma técnica “eco friendly” ja que ndo utiliza
nenhum reagente quimico e, portanto, ndo gera residuos durante a analise. (COSTA
FILHO; POPPI, 2002).

A Tabela 3 lista os principais espectros dos compostos precursores puros

utilizados no preparo dos NADES neste trabalho.


https://www-tandfonline.ez3.periodicos.capes.gov.br/author/Burikov%2C+Sergey

Tabela 3 — Frequéncia dos espectros FTIR dos compostos puros
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Componente Frequéncia de onda (cm™) Grupo funcional Atribuicéo das vibragoes Referéncia
1720 C=0 Alongamento GUPTA et al., (2018)
Acido latico 1121 Cc-0 Alongamento GUPTA et al., (2018)
1454 CHs Torc¢do assimétrica GUPTA etal., (2018)
893 CCN Estiramento simétrico AHAMED et al., (2013)
Glicina 1333 CH: Torgéo AHAMED et al., (2013)
2602 NH3* Alongamento AHAMED et al., (2013)
2794 CH Alongamento BASKAN et al., (2014)
Acetato de Amonio 3010 NH3* Alongamento BASKAN et al., (2014)
1012 C-O-C Alongamento PANZADE et al., (2017)
Acetato de Sodio 1413 C=0 Estiramento AGASTI; KAUSHIK (2014)



Cloreto de Colina
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1560 C=0 Estiramento AGASTI; KAUSHIK (2014)
Dobramento DELGADO-MELLADO (2018)

1485 CH>

3200 OH Alongamento DELGADO-MELLADO (2018)
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3.5.2 Espectroscopia Raman

Outra técnica utilizada para caracterizar os NADES ¢é a espectroscopia Raman,
descoberta em 1928 pelo fisico indiano Chandrasekhara Venkata Raman (SKOOG et al.,
2009) que em 1930 conquistou o prémio Nobel de fisica pelo achado (ONG et al., 2020).

A espectroscopia Raman, analisa o espalhamento ineléstico (ou espalhamento
Raman) de luz, gerado pela excitagdo de um determinado analito e mede os movimentos
vibracionais moleculares gerados (MCNAY et al., 2011).

Existem dois tipos de dispersdo Raman, a de stokes em que os fotons dispersos
apresentam frequéncia mais baixa do que a luz incidente e a de anti-stokes em que as
dispersdes apresentam frequéncia mais alta que a luz incidente (CHILDS et al., 2000).
Em funcdo da densidade do estado fundamental ser maior que a dos estados excitados, a
forca da dispersdo de stokes geralmente é mais forte que a da dispersdo anti-stokes (XU
et al., 2020).

A técnica Raman apresenta as mesmas vantagens da técnica FTIR e ainda pode
ser aplicada tanto em escala laboratorial quanto de producdo em massa (JORIO et al.,
2011; WU et al., 2018; TAN et al., 2019). Pode ser utilizada para medi¢des em amostras
biol6gicas e ambientais com boa precisdo ja que possui baixa sensibilidade a presenca de
agua nas amostras, diferente de outras técnicas espectroscopicas, 0 que amplia seu campo
de aplicacdes (KUDELSKI, 2008; MCNAY et al., 2011).

A Tabela 4 apresenta as principais atribuicdes de espectros Raman, dos compostos

precursores puros utilizados no preparo dos NADES neste trabalho.


https://www-sciencedirect.ez3.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0048969720311128?via%3Dihub#bb0240
https://www-sciencedirect.ez3.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0048969720311128?via%3Dihub#bb0150
https://www-sciencedirect.ez3.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0048969720311128?via%3Dihub#bb0240

Tabela 4 — Atribuicdo de espectros de Raman para compostos puros.
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Componente Frequéncia em onda (cm™)  Grupo funcional Atribuicdo das vibragdes Referéncia
823 C-COOH Alongamento BOTTA etal., (2019)
1454 CHs Dobramento assimétrico BOTTA etal., (2019)
Acido latico
1720 C=0 Alongamento BOTTA etal., (2019)
2941 CHs Alongamento simeétrico BOTTA etal., (2019)
894 c-C Alongamento SJOBERG et al., (2014)
1321 NH3* Torgao SJOBERG et al., (2014)
Glicina
1037 CCN Alongamento assimétrico KHNYKINA et al., (2018)
1409 COO- Alongamento simétrico KHNYKINA et al., (2018)
900 C-C Alongamento OLIVEIRA et al., (2016)
Acetato de Amonio
2931 CH Alongamento RAJESWARI et al., (2013)
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929 C-C Alongamento FROST; KLOPROGGE., (2000)
Acetato de Sédio
2935 CH Alongamento FROST; KLOPROGGE., (2000)
719 CN Alongamento simétrico ARAUJO et al., (2017)
Cloreto de Colina 2924 CH, + CHs Alongamento assimetrico e ARAUJO et al., (2017)
simétrico
3025 CHs Alongamento assimétrico ARAUJO et al., (2017)
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4 MATERIAIS E METODOS
Os experimentos foram realizados na Universidade Federal do Para no
Laboratorio de Analise de Alimentos (LANAALLI), localizado no prédio do Laboratorio

de Ciéncia, Tecnologia e Engenharia de Alimentos (LCTEA).

4.1 NADES
4.1.1 Reagentes

Os reagentes utilizados para a preparacdo dos NADES estdo descritos na Tabela
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Tabela 5 — Reagentes utilizados e algumas caracteristicas fisico-quimicas.

Grau de Pureza* Peso Molecular

Reagente (%) (g mol) Numero CAS Aspecto Fisico Marca e Origem
Acido Latico P. A 85,00 90,08 50-21-5 Liquido viscoso incolor Exodo Cientifica, RJ, Brasil
Cloreto de colina P.A 99,00 139,62 67-48-1 Cristal incolor a branco Exodo Cientifica - RJ, Brasil
Acido aminoacético P.A (glicina) 98,50 75,07 56-40-6 Cristal incolor a branco Neon, SP, Brasil
Acetato de amonio P.A 97,00 77,08 631-61-8 Cristal incolor a branco Neon - SP, Brasil
Acetato de sodio anidro P.A 99,00 82,03 6131-90-4 P6 fino branco Neon - SP, Brasil

*Dados dos fornecedores.
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4.2 ELABORACAO DOS NADES

A elaboracdo dos NADES foi realizada de acordo com as metodologias de DAI et
al., (2013b) e (2015); BAKIRTZI et al., (2016), utilizando o acido latico como doador de
ligacGes de hidrogénio e a glicina, o acetato de amonio, o acetato de sodio e o cloreto de
colina, como receptores das ligagdes de hidrogénio. Os reagentes sélidos foram,
previamente, secos em estufa a vacuo (MA 030/ 12, Marconi) durante 24 h a 70 °C para
remocao da umidade, conforme recomendado por BOSILIKOV et al., (2017).

As razdes molares pré-determinadas de cada componente para a elaboracdo dos
NADES estdo apresentadas na Tabela 6. Apo6s a pesagem dos reagentes em béquer de
vidro, as misturas eutéticas foram aquecidas a 50 °C sob agita¢do, em agitador magnético
com aquecimento (752A, Fisatom), durante 15 minutos, com o objetivo de homogeneizar
as solucdes. No caso da mistura eutética acido latico:glicina o preparo foi realizado com
40 min de agitagdo a 70 °C, para a completa solubilizagdo. Oito misturas eutéticas foram
preparadas, quatro sem adicdo de 4gua e quatro com adicdo de dgua. Apds este processo
os NADES foram armazenados em frascos de vidros ambar e mantidos a temperatura

ambiente até o0 momento das analises.



Tabela 6 — Proporcdo de reagentes utilizados para a elaboracdo dos NADES.
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Misturas eutéticas Proporcéo
Doador de Hidrogénio Receptor de Hidrogénio Razéo Molar SA CA (%)
acido latico glicina 4:1 - 24
acido latico acetato amonio 3:1 - 20
acido latico acetato de sédio 3:1 - 20
acido latico cloreto de colina 3:1 - 20

S A —sem agua; C A —com agua
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4.3 CARACTERIZACAO DOS NADES

Os NADES preparados foram caracterizados de acordo com as seguintes analises:

4.3.1 Comportamento Reoldgico

Para a determinacdo do comportamento reoldgico dos NADES, foi utilizado o
redmetro da marca Brookfield (modelo R/S plus-SST), empregando-se o sistema cone
placa C-50. O reébmetro foi acoplado a um banho (Lauda RE 206 ECOLINE), a 40 °C
(temperatura utilizada no estudo do processo de extracdo) e os dados de tensdo de
cisalhamento e viscosidade foram obtidos pelo método de rampa CR (control rate), com
rampa de cisalhamento de 0,1 a 300 s™. As analises foram realizadas em triplicata e

empregadas as médias e os desvios padrdes como parametros estatisticos.

4.3.1.1 Modelagem Matemaética

As informagdes experimentais adquiridas de tenséo de cisalhamento versus taxa
de deformacdo foram ajustadas aos modelos de Newton (Equacdo 1), por meio de
regressdo nao-linear utilizando o software Origin 8.0 (OriginLab,Middleboro-MA,
EUA). Os parametros estatisticos utilizados para a avaliacdo do ajuste dos modelos foram

o coeficiente de determinacéo (R?) e o qui-quadrado (x?).

1=ny (Equacdo 1)

onde: T = tensdo de cisalhamento (Pa); n = indice de comportamento (adimensional); y =

taxa de deformagcdo (s?).

4.3.2 Densidade
A densidade dos NADES foi determinada utilizando o densimetro (GEHAKA
DSL-900) em temperatura ambiente de 25 + 0,2 °C. As determinagdes foram realizadas

em triplicada e expressas em (g mL™).

4.3.3 Transformada de Fourier Infravermelho (FTIR)
A analise de FTIR foi realizada de acordo com método descrito por DUPUY
(1997) em espectrofotbmetro FTIR Agilent Technologies (CARY 630 FTIR), equipado

com sistema ATR com ZnSe com ajuste para 32 scans e resolugdo 4 cm™. A faixa
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espectral considerada foi 4.000 a 650 cm™, para investigar a estrutura molecular dos
compostos analisados.

4.3.4 Espectroscopia Raman

As amostras foram caracterizadas em espectrometro Raman Modulado fabricado
pela Horiba, modelo IHR 320, com dispositivo de acoplamento de carga (CCD) Synapse,
para a deteccdo do sinal. Todos os espectros foram obtidos com a geometria retro
espalhado. As amostras foram aquecidas com diferentes lasers de 532, 663 e 785nm (2.41
eV), para que fossem selecionados os melhores espectros e a poténcia foi mantida baixa
(~ 0.2 mW), afim de permitir um equilibrio térmico na secdo de choque da amostra. O
laser foi focalizado na amostra utilizando-se uma lente objetiva de 10X com distancia

focal f =10,5 mm e abertura numérica AN = 0,35.

4.4 PROCESSO DE EXTRACAO
4.4.1 Matéria-prima

Os frutos de pitaia (Hyloreceus costarricenses) in natura foram obtidos na feira
localizada na BR—316 na cidade de Benevides/PA, cujo as coordenadas geogréaficas séo:
1°21°49°°S 48°15°58W.

4.4.1.1 Preparo da matéria-prima

Os frutos inteiros tiveram suas massas determinadas, sanitizados com solucao de
cloro ativo 200 ppm por 15 min, lavados em &gua corrente, removidas e descartadas as
partes deterioradas. A polpa foi separada da casca manualmente e homogeneizada em
processador de alimentos por aproximadamente 30 s sem adicdo de agua, sendo em
seguida acondicionados em sacos de polietileno de alta densidade de 200 g e armazenados
em freezer a —18 + 0,2 °C até o momento da realizacdo dos ensaios. Uma amostra do
material in natura foi armazenada para caracterizacdo fisico-quimica e compostos

bioativos.

4.5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA POLPA DE PITAIA

As seguintes anélises foram realizadas na polpa da pitaia in natura:
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4.5.1 Teor de Umidade
Determinado por secagem em estufa (Tecnal, TE 394/3MP) a 105 °C até peso

constante, de acordo com a metodologia proposta pela AOAC (2016).

4.5.2 Atividade de Agua (AW)
Determinada por meio de medida direta a 25 °C, em higrometro da marca
Aqualab Series 3TE da DECAGON, com controle interno de temperatura.

4.5.3 Anélise de Cor
A andlise de cor foi realizada em colorimetro CHROMA METER CR-400 /
Marca: KONICA MINOLTA, operando no sistema CIE (L*, a*, b*). O indice de

saturacdo (C*) e o angulo de tonalidade (h*) foi determinado pelo equipamento.

4.6 COMPOSTOS BIOATIVOS E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
4.6.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos totais foram determinados pelo método
espectrofotométrico proposto por de SINGLETON; ROSSI (1965) e modificado por
GEORGE et al., (2005), utilizando como solugdo extratora metanol:agua (80:20),
carbonato de sodio 7,5% e o reagente de Folin-Ciocalteu. Foi elaborada uma curva
padrdo, utilizando-se o acido galico como referéncia em relacdo a amostra, e a quantidade

de compostos fendlicos totais, foi calculada a partir da Equacéo 2.

Deb x
FT = Ces X ™ x 100 (Equacéo 2)

onde: Ceg = é a concentracéo de acido galico na solugdo de amostra (mg L) referente ao
extrato bruto (EB); Des = € a diluigdo da amostra, em litros, referente ao extrato bruto

(EB); m = é a massa da amostra utilizada na extracdo, expressa em gramas.

4.6.2 Flavonoides Totais

O teor de flavonoides totais foi determinado conforme metodologia descrita por
MEDA et al., (2005) e AHN et al., (2007). Com solucdo de cloreto de aluminio 2 %
diluida em metanol. Adicionando 5 mL de cloreto de aluminio (2%) a 5 mL do extrato da
amostra, preparado com metanol 50% e acetona 80%. A absorbancia foi lida com o

auxilio de espectrofotdometro (2000UV/Nova Instruments) em um comprimento de onda
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de 415 nm, ap6s 10 minutos, utilizando o metanol como branco. Uma curva de quercetina
(5 a 30 mg L) foi usada como padrdo. O contetido de flavonoides foi expresso em mg
de quercetina (QE) 100g™.

4.6.3 Ensaio DPPH

Os valores de DPPH foram determinados de acordo com BRAND-WILLIAMS et
al., (1995), que se baseia na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) por
antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia a 515 nm. Uma aliquota de 0,1
mL do extrato preparado foi misturada com 3,9 mL de uma solucdo de DPPH e a leitura

realizada em espectrofotdmetro a 515 nm e expresso em g fruta/g dpph b.s.

4.7 PREPARO DA AMOSTRA

A liofilizacdo foi realizada para preparar a amostra para o estudo do processo de
extragdo. Para tal foi utilizado um liofilizador de bancada (Liotop, modelo L101)
operando em uma temperatura de - 60 °C e pressdo de 400 bar por 72h. A polpa
desidratada foi armazenada em embalagens metalizadas e mantida em temperatura de —
18 £ 2,0 °C até 0o momento da realizacdo dos ensaios de extracdo. As amostras das polpas
secas também foram caracterizas de acordo com as analises descritas nos itens 4.5, 4.6.1
e4.6.2.

4.8 PROCESSO DE EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

Para estudar os efeitos da extracdo de compostos bioativos a partir das oito
amostras de NADES preparadas neste trabalho, utilizou-se a metodologia de
KATSAMPA et al., (2015). A relacdo soluto:solvente utilizada foi 1:10 (m/V) como
proposto por BLIDI et al., (2015). Ap6s o preparo das misturas, as mesmas foram
homogeneizadas manualmente com auxilio de um bastdo de vidro durante 30 s. Em
seguida, estas foram levadas para a extracdo em um ultrassom de ponteira (QSonica,
modelo Q700) nas seguintes condi¢des: temperatura de 40 °C (Lauda RE 206 ECOLINE),
amplitude de 70, pulse on/off de 30/20s, poténcia de 700 W, frequéncia de 20 kHz durante
10 min. Apds o processo de extracdo, as amostras foram centrifugadas a 1.000 rpm
durante 10 min em centrifuga (Excelsa 4, modelo 280) para completa separacao das fases.
Os extratos obtidos foram analisados em relagdo aos compostos fendlicos e atividade

antioxidante (DPPH), de acordo com os métodos descritos no item 4.6.1 e 4.6.3
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respectivamente. Para efeitos de comparacao, realizou-se o estudo da extrac¢ao utilizando
0 mesmo procedimento e condic¢des experimentais com etanol 60% (v/v) como solvente.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das determinacGes experimentais foram submetidos a anélise de
variancia (ANOVA), teste de Tukey (p < 0,05), ajuste de modelos, utilizando o
Software® Statistica Versdo 7.0 (STATSOFT INC., 2004).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DOS NADES
5.1.1 Comportamento Reoldgico e Densidade

O resultado do comportamento reoldgico dos NADES e o comparativo para a
mistura &cido latico:glicina a 40 °C, estdo apresentados nas Figuras 4 e 5 (Anexo 1 —
resultados comparativos de todas as misturas). Em todos os ensaios, 0s NADES
elaborados apresentaram viscosidade constante, sendo classificados como fluidos
Newtonianos e os NADES preparados com adi¢gdo de agua, apresentaram viscosidade
menor que os sem adi¢do de &gua. Este comportamento foi observado para todos os
NADES.
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Segundo ARQOSO et al., (2017), a viscosidade dos NADES varia de acordo com
sua composicao e teor de agua. As fortes interacfes de ligacdes de hidrogénio entre os
componentes do NADES sédo gradualmente diminuidas quando estdo na presenca de agua
devido ao restabelecimento de ligacdo de hidrogénio no sistema (DAI et al., 2015). A
capacidade de formacdo da ligagcdo de hidrogénio com as moléculas de &gua pode agir
como plastificante diminuindo a viscosidade (AROSO et al., 2017).

Caso o fluido seja viscoso, algumas aplicacdes quimicas, como reacdes em fases
liquidas e extracdo liquido-liquido, podem exigir altos requisitos de energia de
bombeamento (HAYYAN et al., 2012). A incorpora¢do da 4gua promoveu uma redugdo
de viscosidade superior a 70%, chegando a 83% na mistura acido latico:glicina. A
possibilidade de adicdo de 4gua ao solvente sem comprometer suas caracteristicas, mostra
ser uma alternativa atrativa que pode ser aplicada no caso dos NADES.

As diferencas encontradas nos comportamentos reoldgicos dos NADES estudados,
também podem ser associadas a utilizacao de diferentes componentes para elaboragéo de
cada mistura. O &cido latico, utilizado em todas as misturas, contém dois grupamentos
carboxilicos em sua estrutura e 0 NADES que apresentou maior viscosidade foi a mistura
com glicina, que é o Unico componente que também possui um grupo carboxilico. De
acordo com SAVI et al., (2019), o grupo carboxila em &cidos organicos € responsavel
pelas intera¢Oes intermoleculares com outros componentes em uma reagdo, promovendo
ligacGes de hidrogénio e aumentando a viscosidade do solvente.

Quando comparado a agua (0,0007 Pa.s 40 °C), com solventes organicos
frequentemente utilizados em procedimentos analiticos, como o metanol (0,0005 Pa.s
40°C) e o etanol (0,0008 Pa.s 40°C) , os NADES apresentam alta viscosidade (CAl et al.,
2020).

como pode ser observado na Tabela 7 em que sdo apresentados valores
experimentais de viscosidade (Pa.s), densidade (g mL™) e os parametros do ajuste do
modelo Newtoniano. Os valores de R? e 2, indicam que o modelo de Newton conseguiu

descrever o comportamento reologico dos NADES.


https://www-sciencedirect.ez3.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0040603112002055?via%3Dihub#!

Tabela 7 — Viscosidade, densidade e pardmetros do modelo de Newtons dos NADES.
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Sem adi¢do de 4gua

Com adicdo de gua

NADES U (Pas) p (g mL** R? 2 u (Pas) p (g mLY** R? e
AL":Glicina 0,220 1,272 + 0,002? 0,99942 0,19631 0,037 1,220 + 0,001°¢ 0,98648 0,32691
AL™Acetato de 0,109 1,208 + 0,001° 0,99474 0,40818 0,024 1,179 + 0,000f 0,98744 0,21744
Amonio
AL":Acetato de Sédio 0,335 1,288 + 0,001° 0,99966 0,12422 0,069 1,244 + 0,002¢ 0,99885 0,20942
AL":Cloreto de Colina 0,075 1,188 + 0,002¢ 0,99042 0,3181 0,017 1,159 + 0,002" 0,98501 0,26056

AL” - Acido Latico; **Dados apresentam a média a partir da triplicata + desvio-padréo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa em

nivel de 5% de significancia.
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A densidade é uma propriedade fisica bastante utilizada no projeto e na operagdo
de processos (ALOMAR et al., 2016). Os NADES elaborados apresentaram valores de
densidade em média 15% superiores em relagio a dgua (1,004 + 0,004 g mL*a25°C) e
também maiores que outros solventes comumente usados em processos de extracdo, como
o etanol (0,783 g mL™ 25 °C), o metanol (0,787 g mL™* 25 °C) e a acetona (0, 785 g mL"
125 °C) (TAMRAKAR et al., 2016).

Assim como a viscosidade, a densidade esta relacionada ao volume livre e a
possibilidade de encontrar orificios de dimensdes adequadas que permitam 0 movimento
de moléculas de solvente ou ions (ZHANG et al., 2012; IBRAHIM et al., 2019).

Os NADES que apresentaram os menores valores de densidade foram os
preparados com acido latico:cloreto de colina, com ou sem adicdo de 4agua.
Comportamento semelhante foi observado por CRAVEIRO et al., (2016), medindo
diferentes NADES a 23 °C.

A incorporagdo da 4gua aos NADES diminuiu os valores de densidade entre 2 a
4%, comportamento esperado e descrito na literatura para estudos com NADES (SAVI et
al., 2018, DAI et al., 2013a), permitindo seu uso em processos de extracdo (ZHANG et
al., 2012).

5.1.2 Transformada de Fourrier Infravermelho (FTIR)

Para avaliar a ocorréncia e a formacao das ligacdes de hidrogénio, que é um dos
fatores importantes para confirmar a formag&o dos NADES, foram analisados os espectros
de FTIR dos componentes puros (utilizados como padréo de referéncia) e das misturas
com e sem adicdo de agua, para &cido latico e glicina, conforme descrito na Figura 6.
Vale salientar que as demais misturas tiveram comportamento caracteristicos semelhantes

ao aqui apresentado, favor consultar o Anexo 2.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0167732215303561#!
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Os espectros caracteristicos de todas as misturas mostraram que ocorreram
diversas modifica¢des quando comparados aos espectros do acido latico puro, na faixa de
1210 a 1668 cm™. Nesta regifo sdo encontrados os principais modos vibracionais do 4cido
latico como, dobramento assimétrico para CHs em 1457 cm™ e dobramento simétrico para
CHs em 1378 cm™. O pico caracteristico, atribuido & presenca de vibragBes de
alongamento do &cido carboxilico (C = O), foi identificado em todos os espectros dos
NADES elaborados neste trabalho.

Nos demais componentes puros, foi possivel detectar picos caracteristicos, como
modo de torgdo do grupamento NH3z* (2602 cm™) para a glicina, alongamento do CH
(2779 cm™) para o acetato de amdnio, estiramento do C = O (1565 cm™) para o acetato
de sddio e alongamento da OH (3215 cm™) para o cloreto de colina. Os demais picos
apresentados pelas substancias puras foram identificados utilizando a tabela apresentada
no item 3.5.1 (AGASTI et al., 2014; AHAMED et al., 2013; BASKAN et al., 2014;
DELGADO-MELLADO 2018).

Os espectros apresentados por todos os NADES foram semelhantes, devido a
presenca do acido latico, comum a todos. Foi possivel observar nos espectros dos NADES,
0 desaparecimento de diversos picos dos receptores de ligagdes de hidrogénio, que pode
ser atribuido a destruicdo da estrutura cristalina do componente puro devido a ocorréncia
do processo de fusdo. Comportamento semelhante foi observado por HUANG et al.,
(2017), em NADES formados por cloreto de colina e glicerol (1:3).

Quando analisamos 0s espectros das substancias puras em relacdo aos espectros
dos NADES sem adicdo de agua (linha vermelha) verificamos modificacfes em uma
ampla faixa de bandas vibracionais (3060 a 3700 cm™), que correspondem ao pico de
absorcdo de vibracdo de estiramento do grupo hidroxila (OH). Esta regido ja foi
identificada e atribuida a existéncia de multiplas formas de ligacdes de hidrogénio para
diferentes NADES por diversos pesquisadores (SELVANATHAN et al., 2017; GUPTA
etal., 2020; JAKUBOWSKA et al., 2020). Os espectros do FTIR, das substéncias puras
e das misturas, nos permitem dizer que as interacGes intermoleculares ocorreram,
indicando que os NADES foram elaborados com sucesso. Esta observacdo também foi
relatada por SANTANA et al., (2019) em estudos com diferentes NADES.

As ligagdes de hidrogénio podem ocorrer de diferentes formas (DU et al., 2016;
YUAN et al., 2016), seja pelo grupamento OH presente no acido latico e o grupamento

NHs* presente na glicina, quanto entre estes componentes e a agua (H20) adicionada.


https://www-sciencedirect.ez3.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0144861717302710?via%3Dihub#!
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Deve-se levar em consideracdo que cada molécula de dgua adicionada pode formar até
quatro ligacdes H (duas doadoras e duas receptoras) (BURIKOV et al., 2010).

O efeito da adicdo de agua (linhas azuis) foi evidenciado pelo aumento da
intensidade da regido correspondente ao grupamento OH, que pode indicar um aumento
da polaridade do solvente. No entanto, quando comparado aos espectros dos NADES sem
adicdo de &gua, ndo foram observadas grandes alteragdes nos demais modos vibracionais
das moléculas, indicando que a quantidade adicionada de agua néo interferiu na formacéo
dos NADES.

A técnica de FTIR mostrou-se capaz de reproduzir com rapidez e precisdo a
alteracéo das estruturas ocorrida nas misturas, com sensibilidade suficiente para avaliar a
formacdo das ligacbes de hidrogénio (ZHU et al., 2017) e consequente formacdo dos
NADES. E importante ressaltar que essa técnica vem sendo frequentemente utilizada para
a caracterizacdo de solventes na quimica verde com sucesso (DELGADO-MELLADO et
al., 2018; GAUTAM et al., 2020; SAMSUDIN et al., 2020).

5.1.3 Espectroscopia Raman

O mesmo procedimento analitico utilizado na técnica de FTIR foi adotado na
técnica de Raman, componentes puros e as misturas foram avaliadas. Os espectros
correspondentes a regido de 100 a 3500 cm™ para a mistura acido latico e glicina e seus
precursores, sdo apresentados na Figura 7 (demais misturas ver Anexo 3).

Foram identificadas as bandas caracteristicas no espectro do acido latico puro na
regido entre 2834 cm™ a 3051 cm™, referentes aos diferentes modos de vibragdo dos
grupos CHs e o grupamento C = O (alongamento) em 1730 cm™. Também foram
detectadas uma banda intensa de torgdo do grupamento NHs* (1323 cm™) caracteristica
da glicina pura e outras bandas menos intensas, como o alongamento dos grupos C-C
(893 cm™) e CCN (1037 cm™) (SJOBERG et al., 2014; BOTTA et al., 2019; KHNYKINA
etal., 2018).

O Anexo 3 apresenta as bandas representativas de maior intensidade dos outros
compostos puros utilizados foram identificadas; o alongamento do CHs (2931 cm™) do
acetato de amonio, o alongamento do C-C (929 cm™) do acetato de sodio e o alongamento
do C-N (721 cm™) do cloreto de colina. Os demais picos encontrados nas substancias
puras foram identificados usando como referéncia as informagdes descritas no item 3.5.2
(FROST; KLOPROGGE., 2000; RAJESWARI et al., 2013; ARAUJO et al., 2017).
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Avaliando os espectros obtidos dos componentes puros e das misturas, observa-
se que houveram mudancas, principalmente devido a formacdo das ligacbes de
hidrogénio, que indicam a ocorréncia de interaces entre 0s componentes puros gerando
0s NADES. De acordo com os espectros apresentados, podemos supor que ocorreram as
interacbes entre os grupos OH presentes no &cido latico, com os componentes NH
presentes na glicina e no acetato de aménio, formando ligagcbes N-H---O-H, além de,
ligacbes O-H---O com o acetato de sodio e ligacdes entre H-O---H-O com o cloreto de
colina (item 5.1.2).

Chama-se a atengdo que as bandas mais intensas do &cido latico puro, referentes
as diferentes vibrages do CH3 (2800 cm™ a 3000 cm'?), desaparecem nas misturas, ja a
banda do grupamento C = O (alongamento) em 1730 cm™, aparecem em todos os NADES
(BOTTA et al., 2019). Este mesmo comportamento foi encontrado nos espectros da
andlise de FTIR.

As misturas acido latico:acetato de amonio e &cido latico:acetato de sddio,
apresentaram espectros semelhantes devido as estruturas quimicas das duas substancias
puras ligadas ao acido latico serem acetatos.

Aqui observou-se que os espectros Ramam dos NADES com adicdo de agua,
praticamente ndo sofreram alteragdes quando comparados aqueles sem adicdo de agua,
indicando que a agua adicionada ndo interferiu nos modos vibracionais das moléculas.
Fato que pode contribuir para minimizar as desvantagens ocasionadas pela alta

viscosidade dos NADES em processos analiticos e industriais.
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Figura 7 — Espectros Raman dos componentes puros — &cido latico, ---- glicina, — NADES sem agua; — acido latico, --- glicina, — NADES com agua; —
NADES sem agua, — NADES com agua.
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A espectroscopia Raman vem sendo utilizada com sucesso como técnica analitica
para identificacdo de diversos solventes verdes alternativos como os liquidos i6nicos e 0s
DES (Deep Eutetic Solvents) (YUAN et al., 2016; AHMADI et al., 2018; BOUMEDIENE
et al., 2020). Os resultados encontrados neste trabalho com a técnica Ramam
demonstraram sucesso em comprovar a interagdo entre os componentes precursores dos
NADES. Uma técnica promissora, capaz de fornecer informacg6es referentes as mudancas
quimicas e estruturais das substancias, de maneira simples e rapida utilizando uma

pequena quantidade de amostra.

5.2 PROCESSO DE EXTRACAO
5.2.1 Caracterizacdo da Polpa de Pitaia
Os resultados da caracterizacdo da polpa de pitaia in natura e liofilizada estédo

apresentados na Tabela 8.


https://www-sciencedirect.ez3.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0022286020310565?via%3Dihub#!

Tabela 8 — Caracterizacdo da pitaia in natura e liofilizada.
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Propriedades

In natura Liofilizada
Umidade (g 100g%) 86,77 £ 0,38? 8,82 +0,31°
Aw 0,99 0,27°
Cor

L 12,27 + 0,19 26,81 +0,99"

a* 0,88 £ 0,06* 26,65 + 0,91°

b* 2,44 + 0,242 2,09+0,132

c* 2,60 £ 0,24% 26,75 + 0,88

Compostos Bioativos

Fenolicos (mg/100g b.s)* 221,12 + 1,282 187,53 + 3,05°
Flavonoides (mg/100g b.s)** 94,41 +1,13? 59,14 + 1,30°

Dados apresentam a média a partir da triplicata + desvio-padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa em nivel de 5% de
significancia. *Dados expressos em equivalente EAG. ** Dados expressos em equivalente de quercetina.
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A partir da analise dos dados apresentados na Tabela 8, observa-se que a polpa da
pitaia in natura apresentou alto teor de 4gua caracteristico de frutas e proximo aos valores
encontrados na literatura para pitaia (YUSOF et al., 2011; LE BELLEC et al., 2006), ap6s
a liofilizacdo a polpa apresentou aw inferior a 0,6 garantindo seguranca microbioldgica
(CELESTINO, 2010).

5.2.2 Extracao

Para definir as condicGes experimentais para conduzir o processo de extragéo,
testes preliminares com os NADES elaborados em diferentes condi¢Oes utilizando o
ultrassom de ponteira foram realizados (dados apresentados no Anexo 4). Com base
nestes resultados, pode-se observar que os NADES sem adicdo de agua, devido a alta
viscosidade, ndo foram utilizados no estudo da extracdo. Desta forma, as condigdes
adotadas no ultrassom para avaliar a extragdo foram: amplitude de 70, tempo 10 min,
temperatura de 40 °C e relagdo soluto:solvente 1:10 (m/v).

Na mistura acido latico:cloreto de colina, devido a turbidez apresentada pelos
extratos durante as analises dos compostos bioativos, ndo reduzida nem mesmo apds uma
etapa de separacéo por centrifugacédo, ndo foi possivel quantificar por espectrofotometria.
O resultado das analises de compostos bioativos nos extratos obtidos para os diferentes
NADES estéo descritos na Tabela 9.

Tabela 9 — Compostos fendlicos e potencial antioxidante da pitaia dos extratos.

. DPPH (g fruta/g dpph
Solventes Fendlicos (mg/100g b.s)* bs)
S
acido latico:glicina 193,18 + 1,26" 1765,46 + 47,432
acido latico:acetato de aménio 186,08 + 4,70P 1623,96 + 78,507
acido latico:acetato de sddio 157,43 £ 5,37°¢ 1872,55 + 169,882
Etanol 450,41 + 1,742 1562,45 + 185,34?

Dados apresentam a média a partir da triplicata + desvio-padrao. Letras diferentes na mesma linha
indicam diferenca significativa em nivel de 5% de significAncia. *Dados expressos em
equivalente EAG.

Os NADES elaborados foram capazes de extrair em torno de 42% dos
compostos bioativos da polpa de pitaia quando comparados ao etanol 60%. Este resultado
pode estar relacionado a maior solubilidade do etanol e eficiéncia do ultrassom de
ponteira (BAl et al., 2018).
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Porém, quando comparado a outras pesquisas que avaliaram a extracdo dos
compostos bioativos de diferentes partes da pitaia utilizando solventes convencionais, tais
como agua e etanol combinados com ultrassom ou métodos convencionais de extracao,
nossos resultados foram superiores, como nos estudos de RAMLI et al., (2014), utilizando
agua como solvente (121,86 mg/100g b.s e 128,30 mg/100g de b.s método convencional
e UE respectivamente) e de NURLIYANA et al., (2010) em extrato etandlico a 70%
(19,72 mg/100g b.s). A eficiéncia de extracdo com uso de NADES esta diretamente
associada a sua polaridade, caracteristica que pode ser alterada pela adi¢do de agua a
formulacéo.

Resultados semelhantes foram encontrados por BAKIRTZI et al., (2016) na
avaliacdo da extracdo de polifendis com NADES com a mesma composicdo deste
trabalho.

O estudo de solventes alternativos, substitutos para o etanol e para os solventes
com alta toxicidade, vem sendo foco de varias pesquisas com resultados promissores na
utilizacdo para a extracdo de compostos fendlicos (TOLEDO HIJO et al., 2016; DA
SILVA et al., 2020; HANDAYANI et al., 2020; YUE et al., 2020). Neste sentido os
NADES, obtidos de fontes naturais, como a colina, 0s amino&cidos e os &cidos organicos,
sdo alternativas promissoras para serem usados, pois além das vantagens de
biodegradabilidade, baixo custo, inflamabilidade e toxicidade, ainda podem ser utilizados
de forma direta na inddstria alimenticia sem que haja a necessidade de eliminacdo do
solvente (TOLEDO HIJO et al., 2016). No caso do etanol, devido a utilizacdo de altas
concentragfes para melhorar a solubilidade dos compostos para a extracdo, hd a
necessidade de eliminacao posterior do etanol do extrato para sua utilizacdo na elaboracao
produtos. Esta operacdo pode comprometer a manutencdo da atividade do composto
bioativo extraido assim como sua eficiéncia (GONZALEZ et al., 2017).

No caso dos resultados de DPPH, os extratos obtidos utilizando os NADES e o
etanol n&do diferiram estatisticamente. O mesmo comportamento foi relatado por
FARIDAH et al., (2015), nos estudos com extratos de casca de pitaia utilizando agua e

etanol como solvente.
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6 CONCLUSAO

As andlises de FTIR e Raman se mostraram viaveis e factiveis para serem usadas
como ferramentas na identificacdo da mudanca estrutural das pontes de hidrogénio dos
NADES que nos permitem concluir que houve interacdo quimica e, portanto, formacéo
dos NADES;

Os NADES sem adicdo de &gua nao apresentaram viabilidade para serem
utilizados como solvente no processo de extracdo dos compostos bioativos da pitaia;

Os extratos obtidos com 0 NADES é&cido latico:cloreto de colina:agua ndo foram
analisados por problemas de turbidez;

A utilizagdo de NADES para a extracdo dos compostos bioativos da pitaia
apresentaram resultados promissores;

Os NADES mostraram que podem ser utilizados como solvente para a extracdo de
compostos bioativos de pitaia, apresentando como principal vantagem o uso direto dos
extratos de forma direta ou na elaboracdo de produtos alimenticios, farmacéuticos e

cosméticos sem a necessidade de eliminacdo do solvente.
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ANEXOS

ANEXO 1 - GRAFICOS COMPARATIVOS PARA O COMPORTAMENTO REOLOGICO DOS NADES
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Figura 1.1A — Curvas de fluxo para os NADES ajustadas ao modelo de Newton a 40 °C. acido latico:acetato de aménio e (sem agua) o (com
agua); acido latico:acetato de sodio A (sem agua) A (com agua); acido latico:cloreto de colina ¢ (sem agua) ¢ (com agua).
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Figura 1.2A — Gréfico do perfil de viscosidade para 0s NADES a 40 °C. 4cido latico:acetato de amonio @ (sem agua) o (com agua); acido
latico:acetato de sodio A (sem agua) A (com agua); acido latico:cloreto de colina ¢ (sem agua) ¢ (com agua).
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ANEXO 2 - GRAFICOS ESPECTRAIS FTIR DOS COMPONENTES INDIVIDUAIS E DOS NADES FORMADOS
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Figura 2.1A — Espectros (FTIR) dos componentes puros — &cido latico, ---- acetato de amonio, — NADES sem agua; — acido latico, --- acetato de amdnio,
— NADES com agua; — NADES sem agua, — NADES com agua.
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Figura 2.2A — Espectros (FTIR) dos componentes puros — acido latico, ---- acetato de sédio, — NADES sem agua; — &cido latico, --- acetato de s6dio, —
NADES com agua; — NADES sem agua, — NADES com agua.
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Figura 2.3A — Espectros (FTIR) dos componentes puros — &cido latico, ---- cloreto de colina, — NADES sem agua; — acido latico, --- cloreto de colina, —
NADES com agua; — NADES sem agua, — NADES com &agua.
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ANEXO 3 - GRAFICOS ESPECTRAIS RAMAN DOS COMPONENTES INDIVIDUAIS E DOS NADES FORMADOS
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Figura 3.1A — Espectros Raman dos componentes puros — acido latico, ---- acetato de aménio, — NADES sem agua; — acido latico, --- acetato de amonio,
— NADES com agua; — NADES sem agua, — NADES com agua.
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Figura 3.2A — Espectros Raman dos componentes puros — acido latico, ---- acetato de sédio, — NADES sem agua; — &cido latico, --- acetato de s6dio, —

NADES com agua; — NADES sem agua, — NADES com agua.
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Figura 3.3A — Espectros Raman dos componentes puros — acido latico, ---- cloreto de colina, — NADES sem agua; — &cido latico, --- cloreto de colina, —
NADES com agua; — NADES sem agua, — NADES com &agua.



ANEXO 4 - TESTES DE EXTRACAO COM NADES

Tabela 1A - Testes realizados para extracdes com NADES.
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Tipo de Nades Amplitude Tempo Temperatura Volume
Teste 1 Sem agua 60 5 min 40 °C 20 mL
Teste 2 Sem &gua 70 5 min 40 °C 20 mL
Teste 3 Com agua 70 5 min 40 °C 20 mL
Teste 4 Com agua 70 10 min 40 °C 20 mL




