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RESUMO

As folhas da planta Annona muricata Lin., popularmente conhecidas como gravioleira, sdo ricas
em compostos bioativos, como polifendis e outros antioxidantes, com potencial aplicacdo nas
industrias farmacéutica e alimenticia. Esses compostos podem ser extraidos de forma eficaz
utilizando solventes projetdveis denominados Solventes Eutéticos Profundos (Deep Eutetic
Solvents- DES), uma classe de solventes inovadores e sustentaveis, com diferentes aplicacdes
incluindo a extragdo de compostos de diversas biomassas. Neste estudo, foram utilizadas
diferentes formulagdes de DES baseadas em Cloreto de Colina e Mentol como receptores de
ligacdo de hidrogénio (Hydrogen Bond Acceptors — HBA), combinados com Acido Lactico,
Acido Oxalico e 1,2-Propanodiol como doadores de ligagdo de hidrogénio (Hydrogen Bond
Donors — HBD). As extracdes foram conduzidas por dois sistemas distintos: agitacdo com
aquecimento ¢ banho de ultrassénico, variando-se tempo e temperatura. As amostras foram
analisadas por métodos espectrofotométricos para determinagao do contetido total de extrativos,
teor de compostos fenolicos totais e atividade antioxidante (ABTS, DPPH e FRAP). O
desempenho dos DESs foi investigado através de caracterizagdes fisico-quimicas e térmicas,
incluindo densidade, viscosidade, pH ¢ Termogravimetria. Os DESs contendo Acido Oxalico
(CCAO) e Acido Lactico (CCAL) apresentaram os melhores desempenhos nas extragdes, com
condigdes ideais observadas na agitacdo a 50 °C por 120 minutos e no banho ultrassonico a
30 °C por 30 minutos. Os extratos obtidos com CCAO apresentaram os mais elevados indices
de atividade antioxidante (ABTS = 244 umol trolox.g™'; TPC = 130 mg GAE.g"), superando
os extratos aquosos e etandlicos nas mesmas condi¢des. Apds recuperagdo com diclorometano
(DCM) e hexano (HEX), observou-se bioatividade promissora. A fracio CCAO-DCM
apresentou atividade citotoxica contra células de cancer de mama (MDA-MB-231, 1Cso = 227
ng.mL™1), prostata (PC-3, ICso = 265,1 pg.mL™") e célon (RKO, ICso =259,6 pg.mL™), mas
apresentou seletividade aos fibroblastos saudaveis (BJ-5TA, ICso =604,6 pg.mL™"). J4 a fracao
CCAO-HEX nao foi citotdxica, mas apresentou atividade antimicrobiana, contra S. aureus e P.
aeruginosa (MIC = 6,25 mg.mL™) e E. coli (MIC = 12,5 mg.mL™"). Esses resultados
demonstram que a extracdo com DES ¢ uma estratégia eficaz e sustentavel para obtencao de
compostos com propriedades antioxidantes, anticancerigenas e antimicrobianas, com potencial

de aplicacdo em formulagdes bioativas.

Palavras-chave: Annona muricata Lin; folhas de gravioleira; solventes eutéticos profundos;

otimizac¢do de extra¢do; compostos bioativos; atividade citotoxica.



ABSTRACT

The leaves of the Annona muricata Lin. plant, popularly known as soursop, are rich in bioactive
compounds such as polyphenols and other antioxidants, with potential applications in the
pharmaceutical and food industries. These compounds can be efficiently extracted using
designer solvents known as Deep Eutectic Solvents (DES), an innovative and sustainable class
of solvents with diverse applications, including the extraction of compounds from various
biomass sources. In this study, different DES formulations based on choline chloride and
menthol were used as hydrogen bond acceptors (HBA), combined with lactic acid, oxalic acid,
and 1,2-propanediol as hydrogen bond donors (HBD). Extractions were carried out using two
different systems: heated stirring and ultrasonic bath, with variations in time and temperature.
The samples were analyzed using spectrophotometric methods to determine the total extractive
content, total phenolic content, and antioxidant activity (ABTS, DPPH, and FRAP assays). The
performance of the DES was further evaluated through physicochemical and thermal
characterizations, including density, viscosity, pH, and thermogravimetric analysis. DES
containing oxalic acid and lactic acid showed the best extraction performances, with optimal
conditions observed at 50 °C for 120 minutes under agitation and 30 °C for 30 minutes in the
ultrasonic bath. Extracts obtained using the oxalic acid-based DES (CCAO) exhibited the
highest antioxidant activity (ABTS = 244 umol trolox'g'; TPC = 130 mg GAE-g™),
outperforming aqueous and ethanolic extracts under the same conditions. After recovery with
dichloromethane (DCM) and hexane (HEX), promising bioactivity was observed. The CCAO-
DCM fraction showed cytotoxic activity against breast cancer (MDA-MB-231, ICso = 227
ug-mL™), prostate cancer (PC-3, ICso = 265.1 ug-mL™"), and colon cancer cells (RKO, ICso =
259.6 ng-mL™), while maintaining selectivity toward healthy fibroblasts (BJ-5TA, ICso = 604.6
ug-mL™). The CCAO-HEX fraction was not cytotoxic but exhibited antimicrobial activity
against S. aureus and P. aeruginosa (MIC = 6.25 mg-mL™") and E. coli (MIC = 12.5 mg-mL™).
These results demonstrate that DES-based extraction is an effective and sustainable strategy for
obtaining compounds with antioxidant, anticancer, and antimicrobial properties, with potential

applications in bioactive formulations.

Keywords: Annona muricata L.; soursop leaves; deep eutectic solvents; extraction

optimization; bioactive compounds; cytotoxic activity.
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1 INTRODUCAO

A natureza oferece uma vasta gama de recursos com potencial para auxiliar no
tratamento de diversas doencas e o conhecimento popular pode servir como um guia valioso
para identificar matérias-primas com propriedades curativas. Nesse contexto, a gravioleira,
pertencente a familia Annonaceae, ¢ uma planta tipica de climas tropicais amplamente utilizada
na medicina tradicional indigena e na medicina alternativa para tratar condigdes como insonia,
infecgOes parasitarias, neuralgia, reumatismo e cancer (Al kazman; Harnett; Hanrahan, 2023;
Nolasco-Gonzalez et al., 2022; Veisaga et al., 2023).

Estudos fitoquimicos das raizes, folhas e frutos da gravioleira revelaram a presenca de
varios compostos bioativos, incluindo flavonoides, alcaloides, cumarinas, lactonas, glicosideos
cardiacos, acetogeninas e outros compostos fenolicos (Nolasco-Gonzélez et al., 2022; Zine,
2018). Com base nesse conhecimento vém sendo desenvolvidos diversos estudos
experimentais, tanto in vitro quanto in vivo, para analisar o potencial terapéutico desses extratos.
Estes trabalhos mostraram que pequenas dosagens de extratos da folha da gravioleira possuem
toxicidade seletiva, ou seja, os bioativos presentes atuam especificamente na interrupg¢ao do
metabolismo de células inflamadas ou agentes patogé€nicos, sem causar danos as células
saudaveis do organismo (Guillén-Meléndez et al., 2024; Montalvo-Gonzalez et al., 2024,
Veisaga et al., 2023).

A maioria dos métodos utilizados para a extragao e purificagao de bioativos das folhas
da gravioleira tém empregado procedimentos convencionais, como pressurizacao € agitacao
mecanica, com o uso de solventes como metanol e cloroformio. Esses solventes sdo escolhidos
por sua estabilidade molecular e baixo custo de obten¢do. No entanto, devido a elevada
toxicidade desses solventes, as etapas adicionais necessarias para purificar o extrato e ao alto
custo energético das operacdes unitarias empregadas, surge a necessidade de desenvolver
métodos mais sustentaveis, que possam ser aplicados em larga escala e preservem a qualidade
dos produtos finais. Uma alternativa promissora seria a aplicagdo da extracao solido-liquido
utilizando solventes ndo toéxicos com agao dupla, capazes de penetrar na parede celular vegetal
e solubilizar os bioativos (Zhou; Fakayode; Li, 2023; Zou ef al., 2024).

Dentre os solventes adequados para essas fungdes se destacam os Solventes Eutéticos
Profundos (Deep Eutetic Solvent - DES). Esses solventes sdo formados pela interagao
eletrostatica entre um agente doador, como agucares, alcoois e acidos carboxilicos, e um
receptor de hidrogénio, geralmente um sal de amonio quaternario (Dai et al., 2013). Quando

esses componentes sdo combinados, em temperaturas e propor¢des especificas, ocorre a
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formac¢ao de uma mistura eutética com um ponto de fusdo muito mais baixo do que os pontos
dos componentes originais (Buarque et al., 2025). Essa caracteristica garante a estabilidade da
mistura mesmo quando retorna a temperatura ambiente.

Os DESs constituem uma classe de solventes cujas propriedades podem ser ajustadas
de maneira estratégica para atender as necessidades do processo ao qual sdo utilizados. Assim,
devido as diferentes combinagdes possiveis e a flexibilidade na escolha dos componentes, essas
misturas assumem a caracteristica de solventes projetaveis (solvent design, em inglés) (Bubalo
etal.,2016; Florindo, et al., 2019; Suresh et al., 2022). Suas principais vantagens incluem baixa
volatilidade, baixa ou nenhuma toxicidade, biodegradabilidade, facil preparo e baixo custo de
producdo (Loukri et al., 2022; Rashid et al., 2023). Além disso, por serem geralmente formados
por substancias naturais ou biocompativeis, os DESs representam uma alternativa mais segura
do ponto de vista ambiental, quando comparados aos solventes organicos convencionais,
alinhando-se aos principios da quimica verde e contribuindo diretamente para os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) promovidos pela Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU)
(Delso et al.,2019). O uso de DESs se enquadra especialmente aos ODS 3 (Satude e Bem-Estar),
ODS 12 (Consumo e Producdo Responsaveis) e ODS 15 (Vida Terrestre), por promoverem
processos de extracdo mais sustentaveis, seguros € com menor impacto ambiental.

Estudos sobre a extracdo de bioativos de matrizes vegetais utilizando DESs mostram
que as propriedades fisico-quimicas dos DESs, polaridade, viscosidade, densidade e
miscibilidade, desempenham um papel crucial na seletividade e eficiéncia da extragdo,
superando os resultados obtidos com solventes convencionais sob as mesmas condigdes
operacionais (Cunha; Fernandes, 2018; Bubalo ef al., 2016). No entanto, questdes relacionadas
a transferéncia de massa devido a alta viscosidade dos DESs, a estabilidade da mistura quimica
que compde o solvente e a preservacao dos compostos ativos ainda sdo areas de andlise e
pesquisa. Além disso, a recuperagdo dos compostos bioativos ao final das extracdes pode ser
dificultada pela baixa volatilidade dos DES, o que limita o uso de técnicas convencionais de
separa¢do, como a evaporagao, representando um desafio importante para sua aplicacdo como
solventes.

Portanto, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de investigar a aplicagao de
diferentes tipos de DESs na extracdo eficaz de bioativos das folhas da gravioleira, otimizando
as condi¢des operacionais, como temperatura, e tempo de extragdo, respectivamente para os
procedimentos de extracdo solido-liquido por agitagdo. Para determinar esses pardmetros,

foram realizadas quantificacdes da atividade antioxidante e do teor de compostos fenolicos nos
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extratos. Extragdes utilizando solventes convencionais, como dgua, etanol e metanol, também
foram conduzidas para fins comparativos.

Por fim foi desenvolvida uma estratégia para a recuperacao dos compostos presentes no
meio com DES. Os extratos obtidos foram aplicados em testes de citotoxicidade em células
cancerigenas de mama, prostata e colon, e células saudaveis de fibroblastos com o objetivo de
comparar os niveis de toxicidade em células humanas. Além disso, os extratos recuperados
também foram analisados quanto a atividade antimicrobiana, para identificar possiveis efeitos
inibitérios contra cepas clinicas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e

Escherichia coli.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Estudar e avaliar o potencial dos Solventes Eutéticos Profundos (DES) numa estratégia
alternativa de extragdo de compostos bioativos da folha da gravioleira e estabelecer as

condi¢des mais adequadas de extragdo utilizando em um sistema de extracao solido liquido.

2.2 Especificos

e Preparar e caracterizar DESs com potencial para a extragao de bioativos de uma matriz
vegetal.

e Aplicar os DESs como agentes de extracdo, correlacionando suas caracteristicas fisico-
quimicas com suas capacidades de extra¢ao de bioativos da folha da gravioleira;

e Comparar a extracdo de bioativos da folha da gravioleira utilizando os métodos de
extracdo convencional de agitacdo em banho aquecido com um procedimento utilizando
o banho ultrassonico.

e Avaliar o teor total de compostos extraiveis da folha da gravioleira utilizado
metodologias convencionais em procedimentos exaustivos com Soxhlet e Mixer e
comparar com dados dispostos na literatura;

e Obter as condigdes o6timas de operagdo em cada sistema de extragdo como temperatura;
tempo de extracao.

e Determinar a combinacao de DES com melhor desempenho nas extra¢des, por meio da
comparagdo de suas caracteristicas fisico-quimicas e da atividade antioxidante
promovida.

e Desenvolver uma estratégia para promover a separacao e recuperacdo das moléculas
alvo do meio com DES;

e Avaliar a citotoxicidade contra linhagens de células cancerigenas e normais e determinar
0 ICso desses extratos.

e Avaliar atividade antimicrobiana dos extratos ¢ determinar a concentracao inibitdria
minima dos extratos contra microrganismos patégenos como S. aureus, E. coli e P.
aeruginosa.

e Avaliar os perfis cromatograficos dos extratos com o objetivo de identificar os

compostos extraidos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Matéria prima: Annona Muricata Lin.

A planta Annona muricata L., que produz o fruto popularmente conhecido como

"graviola", "guanabana" ou "soursop", pertence a familia Annonaceae, da ordem Magnoliales.
Esta espécie ¢ altamente valorizada no mercado internacional devido ao sabor e aroma de seu
fruto, que ¢ consumido em diversas formas, além de apresentar variadas propriedades bioativas
(Aguilar-Hernandez et al., 2022; Balderrama-Carmona et al., 2020; Olaoluwa Oyedejia et al.,
2015).

No Brasil, essa arvore ¢ predominantemente encontrada nas regides Norte ¢ Nordeste,
onde o clima quente e umido favorece seu desenvolvimento. Trata-se de uma planta lenhosa de
porte intermediario, que pode apresentar-se como arborea ou arbustiva, atingindo até 7 metros
de altura. O fruto pode conter at¢ 68% de polpa e alcancar um peso de até¢ 2000 gramas,

enquanto suas folhas possuem uma aparéncia brilhante e coloragdo verde-escura (Figura 1) (Al

Kazman; Harnett; Hanrahan, 2023; Balderrama-Carmona et al., 2020; Santos, 2014).

Figura 1 — A Graviola e folha.

Fonte: “Horto Didatico de Plantas Medicinais do HU/CCS” (2020).

A polpa do fruto, as sementes, as raizes e as folhas dessa planta sdo amplamente
reconhecidas por suas potentes atividades biologicas, incluindo propriedades antifiingicas,
antimicrobianas, antitumorais, antidiabéticas e pesticidas, entre outras, as quais tém sido
utilizadas na medicina alternativa como auxilio no tratamento de resfriados e problemas
gastrointestinais, como diarreia e disenteria (Aguilar-Herndndez et al., 2022; Ali, 2022;
Daddiouaissa et al., 2019; Gonzalez-Lopez et al., 2025; Olaoluwa Oyedejia et al., 2015).
Conforme a literatura, a polpa da graviola possui diversos bioativos, incluindo compostos

fendlicos, alcaloides, terpenoides, saponinas, agucares, vitaminas, acidos graxos, entre outros.
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Esses componentes fazem da graviola uma fonte valiosa de matéria-prima para a producao de
diversos produtos medicinais (Adeyemi et al., 2009; Badmus et al., 2020; Leon-Fernandez et
al., 2019; Santos, 2014; Smith; Shejwalkar, 2020).

A polpa do fruto da Annona muricata L. tem sido amplamente investigada em diferentes
estudos, incluindo abordagens baseadas na extragdo de compostos bioativos pelo emprego de
micro-ondas, bem como na aplicagdo direta de seus extratos utilizando liquidos i6nicos como
meios extratores (Daddiouaissa et al., 2019). Segundo Daddiouaissa (2019), observou-se uma
reducdo gradual na viabilidade celular da linhagem de cancer de mama MCF-7 com o aumento
da concentragdo da polpa de Annona muricata em contato com as células, atingindo um ICso de
4,5 ng-mL " apds 72 h de incubagdo. Os autores concluiram que a inibigao da viabilidade celular
promovida pela polpa foi superior a obtida com o Taxol, agente quimioterapico comercial
amplamente utilizado no tratamento do céancer.

Ha diversos trabalhos como esse na literatura, contudo o fruto da gravioleira ja ¢
valiosamente empregue para consumo e ¢ altamente perecivel, tendo uma vida util muito curta
dependendo da temperatura de armazenamento (idealmente entre 10—15 °C) (Monarres-Cuevas
et al., 2022). Esse fator pode dificultar o uso dessa matéria prima em processos de tratamento
para extracdo de compostos bioativos devido a impossibilidade do controle de degradacao.
Portanto a extracdo de tais compostos de alto valor agregado também presentes nas folhas se
torna mais atraente do ponto de vista de processamento em grande escala.

Nesse sentido, o extrato das folhas da gravioleira tem sido tradicionalmente utilizado
por povos indigenas e na medicina alternativa para o tratamento de infeccoes inflamatorias,
insonia, infec¢des parasitarias, neuralgia e reumatismo. Além disso, diversos estudos in vitro e
in vivo, sobre as diferentes formas de extracdo e aplicagdo farmacoldgica das folhas da
gravioleira vém sendo conduzidos (Sun et al., 2016, 2017). Como no trabalho desenvolvido por
Adeyemi et al. (2009), em que extratos aquosos € metanolicos das folhas foram utilizados para
promover uma redugdo significativa nos niveis de glicose no sangue em ratos diabéticos.

Em um trabalho recente desenvolvido por Akinsiku, et al., (2025), folhas de Annona
muricata foram submetidas a maceragao a quente (60—70 °C por 1 hora) seguida de extracao a
frio, utilizando solventes em ordem crescente de polaridade (hexano, acetato de etila e metanol),
visando preservar compostos sensiveis ao calor. Os extratos obtidos foram incorporados a
nanoparticulas de prata e cobalto (Ag-Co) e avaliados quanto a atividade antimicrobiana frente
a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans e
Aspergillus niger. Taninos, fenois, saponinas, alcaloides, flavonoides e glicosideos cardiacos

foram identificados, sendo o metanol o solvente mais eficiente (30% de rendimento). Esses
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fitoquimicos atuaram como agentes redutores na sintese das nanoparticulas, promovendo a
redu¢do de ions metalicos (Ag"/Co*") e adsor¢ao na superficie das NPs. As NPs apresentaram
potente atividade antiflingica contra 4. niger (25 mm de inibi¢do), superando a gentamicina (13
mm), além de citotoxicidade dose-dependente na linhagem WEHI 164 (ICso = 84 ug.mL™).

Em outro estudo conduzido por Oyedejia et al. (2015) foi investigada a atividade
antimicrobiana de extratos metanolicos das folhas da gravioleira obtidos por maceracao. Dentre
os resultados destacam-se os extratos crus (sem separagao de compostos), diluidos em acetato
de etila (1 mg.mL"), que alcancaram um halo de inibi¢do de até 31,3 = 1,5 mm contra
Enterococcus faecalis. A atividade antimicrobiana também foi investigada por Ali et al. (2022)
por meio de estudos com Nanoparticulas (NPs) a base de ZnO e relataram resultados
interessantes apds a administragao oral por coelhos infetados com diversos microrganismos
incluindo E. coli e S. aureus. Os autores constataram elevada sensibilidade das bactérias em
dosagens de 2 mg. mL™! de extrato encapsulado alem de nenhum efeito negativo nos animais
apos a administragao.

O efeito antiviral foi investigado utilizando-se o extrato aquoso das folhas, que
demonstrou atividade antiviral a partir de 250 pg.mL' apés 5 horas de contato com
bacteridéfagos. Esse efeito € atribuido as altas concentragdes de rutina, naringenina, acido galico
e eugenol presentes nos extratos das folhas da gravioleira, que superam as concentracdes
encontradas em outros recursos naturais (Balderrama-Carmona et al., 2020).

Assim como nos trabalhos supracitados, diversas outras investigacdes tém sido
realizadas a respeito das folhas da graviola, devido a sua rica composi¢ao fitoquimica e ao seu
potencial farmacologico. Diversas classes de metabolitos secundarios foram identificadas,
incluindo acetogeninas, alcaloides, flavonoides, triterpenos, esterois, taninos, saponinas e 6leos
essenciais (Ali, 2022). Esses compostos demonstram uma ampla gama de atividades biologicas,
como propriedades citotoxicas, antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatérias e
antiparasitarias, tornando as folhas de A. muricata candidatas promissoras para aplicagdes
terapéuticas e farmacéuticas. O quadro a seguir (Tabela 1) apresenta um resumo dos principais
compostos fitoquimicos identificados nas folhas de Annona muricata, suas respectivas classes,

atividades bioldgicas relatadas.
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Tabela 1 — Classes de compostos bioativos encontrados nas folhas de graviola (4Annona

muricata L.).

Classe de Compostos Atividades relatadas Referéncias

compostos identificados

Acetogeninas Annonacina Citotoxica, (Liaw et al., 2002;
Annonacinona antitumoral, Gavamukulya et al.,
Solamina antiparasitaria 2014; Bhardwaj et al.,
Corossolona 2019)

Alcaloides Coreximina, Neuroativa, (Adewole & Ojewole,
Asimilobina, Reticulina, antiparasitaria, 2008; Hasrat et al.,
Anonaina, Isoboldina antidepressiva, 1997; Fofana et al.,

anticancer 2011)

Flavonoides e

Fenolicos

Triterpenos e

Esterois

Taninos

Saponinas

Oleos

essenciais

Quercetina,
Kaempferol, Rutina,
Luteolina,
Homorientina,
Angeretina, Quercetina,
Daidzeina,
Epigalocatequina,
Emodina, Acido
cumarico, Acido galico
[-sitosterol,
Estigmasterol,
Campesterol, Acido
ursolico

Taninos condensados e
hidrolisaveis

(Nao especificadas por

nome)

Linalol, Geraniol, a-

pineno, S-cariofileno

Antioxidante, anti-
inflamatoria,

cardioprotetora

Anti-inflamatorio,
hipocolesterolémico,

hepatoprotetor

Antimicrobiano,
adstringente
Expectorante,
antifingico,
imunoestimulante
Antisséptico,
antimicrobiano,

relaxante

(Leboeuf et al., 1980;
George et al., 2015;
Gavamukulya et al.,
2014; Nawwar et al.,
2012)

(Adewole & Ojewole,

2008)

(Gavamukulya et al.,
2014)
(George et al., 2015)

(Ragasa et al., 2014)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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A expressiva diversidade de compostos bioativos valiosos presentes nas folhas da
gravioleira, como flavonoides, antraquinonas e acetogeninas, tem despertado interesse na
pesquisa biomédica, especialmente pelo seu potencial farmacolégico. Dentre as aplicagdes
terapéuticas mais investigadas, destaca-se a atividade anticancerigena desses extratos naturais.
Nesse sentido, diversas pesquisas envolvendo extratos das folhas da gravioleira vém sendo
realizadas com o objetivo de avangar na descoberta de terapias auxiliares e complementares ao
tratamento do cancer (Daddiouaissa et al., 2019; Hadisaputri et al., 2021; Mutakin et al., 2022).

De acordo com a Organizagdo Pan-Americana de Saude (OPAS), estima-se que em
2022 houve 20 milhdes de novos casos de cancer ¢ 9,7 milhdes de mortes relacionadas a doenca,
com maior impacto em comunidades carentes (OPAS/OMS, 2024). Segundo a OMS, os
canceres mais comuns que estao entre os dez principais causadores de morte sdo os de mama,
pulmao, prostata e colon retal (Guillén-Meléndez et al., 2024) Os tratamentos disponiveis
variam conforme a localizagdo e o estdgio da doenga, incluindo quimioterapia, cirurgia,
radiacdo ou combinagdes desses métodos. Embora esses tratamentos representem avangos
significativos, ainda sdo bastante invasivos, com efeitos colaterais que podem comprometer a
qualidade de vida do paciente e potencialmente contribuir para o desenvolvimento de tumores
secundarios durante e apos o tratamento (Guillén-Meléndez et al., 2024).

Além disso, sdo frequentes os casos de resisténcia celular aos efeitos dos farmacos, bem
como problemas decorrentes da baixa seletividade dos agentes quimioterapicos (Hadisaputri et
al.,2021). Assim, o uso de extratos vegetais como alternativas terapéuticas ganha destaque. As
folhas de Annona muricata t€m demonstrado capacidade de induzir apoptose e inibir o
crescimento de células cancerigenas, com vantagens atribuidas a seletividade e a menor
toxicidade dos compostos naturais (Balderrama-Carmona et al., 2020; Veisaga et al., 2023).

Entre os principais compostos identificados, as acetogeninas (AGs) se destacam por sua
exclusividade nas plantas do género Annona (familia Annonaceae) e pelo alto potencial
anticancerigeno. Mais de 400 tipos de acetogeninas ja foram catalogadas em diferentes partes
da planta, sendo as folhas a principal fonte de concentracao destes compostos de alcaloides
como aporfinas, isoquinolinas, agucares iminicos e protoberberinas (Nolasco-Gonzélez et al.,
2022; Santos, 2014). Por esse motivo, os extratos foliares da gravioleira vém sendo amplamente
estudados, com foco na extragdo, purificacdo e avaliagdo da atividade biologica desses
metabdlitos (Montalvo-Gonzalez et al., 2024; Santos, 2014; Smith; Shejwalkar, 2020; Sun et
al., 2016).
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3.1.1 As acetogeninas

As acetogeninas formam um grupo de policetideos derivados de acidos graxos,
compostos por longas cadeias alifaticas que contém entre 35 e 37 atomos de carbono em sua
estrutura (Figura 2) (Damrongrak et al., 2022; Montalvo-Gonzilez et al., 2024; Smith;
Shejwalkar, 2020; Torres et al., 2012). Dentro das células vegetais, essas substancias estao
concentradas principalmente nas mitocondrias, onde desempenham fungdes associadas ao
metabolismo energético, e nos vacuolos, onde sdo armazenadas. Devido a sua fun¢do de defesa
da planta, as acetogeninas podem ser liberadas em resposta a danos celulares ou ataques de

patogenos servido com antimetabdlitos (Bermejo et al., 2005).

Figura 2 — Estrutura de dois tipos de acetogeninas. I anonacina C3sHe4O7, I esquamocina
C37He407.

Fonte: Moraes et al. (2016).

Inicialmente, acreditava-se que o uso do extrato de Annona poderia ser prejudicial
devido a um possivel efeito colateral neurodegenerativo, como o desenvolvimento de Parkinson
e Alzheimer (Champy et al., 2004; Lannuzel et al., 2007; Lima et al., 2022). No entanto, estudos
subsequentes indicam que esse efeito depende da dose administrada e o consumo excessivo,
como a ingestdo de 2 a 3 gramas de pd de folhas de 3 a 4 vezes ao dia, poderia causar efeitos
adversos no organismo. (Moraes, ef al., 2016; Nawwar et al, 2012) Além disso, ao consumir as
folhas diretamente, diversos isdmeros das anonacinas, juntamente com outros compostos,
também seriam ingeridos, o que pode ter superestimado o risco de neurotoxicidade associado
as anonacinas (Moraes, et al., 2016; Lima et al., 2022).

Além disso, evidéncias mais concretas demonstraram que as acetogeninas,
especialmente a anonacina (Figura 2-1), possuem toxicidade seletiva contra células neoplasicas,

e demonstraram alta eficacia mesmo em células multirresistentes. Esses achados indicam seu
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potencial como uma alternativa vidvel no tratamento do cancer, resultando em seu
reconhecimento como medicamento anticancer pelo National Cancer Institute (NCI) dos
Estados Unidos (Damrongrak et al., 2022; Lima et al., 2022; Torres et al., 2012).

Nos estudos realizados, verificou-se que doses muito baixas das acetogeninas atuam
como inibidores do complexo mitocondrial, mas também podem atingir outros alvos por meio
de interacdes covalentes. Nas células bacterianas, esses compostos inibem a NADH-ubiquinona
oxidorredutase e a oxidase, localizadas no complexo mitocondrial I € na membrana plasmatica,
respectivamente, resultando na inibicdo da sintese de ATP (Adenosina Trifosfato) e
consequente morte celular (Aguilar-Herndndez et al., 2022; Moraes et al., 2018). Além disso,
as acetogeninas perturbam o movimento de ions negativos ao longo da cadeia respiratoria e
interrompem as cascatas de protons essenciais para a respiragdo celular, o que compromete a
viabilidade das células tumorais (Abe et al., 2008).

Apesar da relevante importancia farmacoldgica das acetogeninas, diversos fatores
limitam sua aplicagdo clinica. Esses compostos sdo altamente lipofilicos, o que restringe suas
aplicagoes, pois exigem que o processamento da matéria-prima seja realizado sem o uso de
agua como solvente (Montalvo-Gonzalez ef al., 2024). Além disso, diferentemente dos outros
compostos antioxidantes existentes na folha, as AGs sdo estaveis apenas em temperaturas de
até 50-60 graus Celsius, podendo se degradar facilmente devido a sua longa cadeia conectada
a varias hidroxilas e y-lactonas (Alali; Liu; Mclaughlin, 1999; Allegrand et al., 2010; Allen;
Greiner; Wishart, 2015). Diante da possibilidade de degradagdo, o uso de sistemas que exigem
altas temperaturas, como nos processos de maceracdo e soxhlet, podem nao ser a melhor
estratégia para obter esses bioativos. Isso leva a necessidade de explorar alternativas para
substituir os métodos convencionais de extragdo (Damrongrak et al., 2022; Montalvo-Gonzalez
et al., 2024; Poyer et al., 2022).

Antes de prosseguir, vale ressaltar que os trabalhos mais recentes, desde 2020, ja ndo se
concentram em estratégias de recuperagdo ou rendimento da extra¢do. Nesta nova fase, o foco
tem sido direcionado para a entrega eficaz dos principios ativos no organismo. Dentre as
alternativas mais recentes, o encapsulamento em nivel nanométrico, conhecido como
nanossuspensoes (NPs), tem sido explorado para estudar a interacao de extratos com células
cancerigenas (Badmus ef al., 2020; Damrongrak et al., 2022). Nessa abordagem, os compostos
bioativos sdo revestidos por um agente anfifilico, capaz de se ligar ao composto e interagir
favoravelmente com a 4gua. Essa técnica oferece diversas vantagens, como a rapida absorcao
pelas membranas biologicas, maior carga de material bioativo e baixa toxicidade (Damrongrak

etal.,2022).
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Seguindo essa metodologia, nanoparticulas a base de oOxido de cobre (CuO)
impregnadas com extratos da planta Annona muricata L., contendo acetogeninas, foram
testadas em tratamentos contra cancer de mama utilizando a linha celular MCF-7, alcangando
uma concentragio de inibi¢do de 18,92 mg.mL"! (Mahmood et al., 2022). Em outro estudo,
nanoparticulas de prata foram investigadas e demonstraram eficacia contra células de cancer de
prostata (PC3), com um valor de ICso de 48,17 ug.mL™!, preservando seletivamente as células
normais PNT1 (Gavamukulya ef al., 2021). Badmus et al. (2020) também realizaram uma
investigacdo citotoxicologica dos extratos, dessa vez utilizando NPs de Platina (Pt) obtendo
uma concentragdo de inibi¢do em torno de 53% contra células de epiderme humana (HaCat),
concluindo que os compostos extraidos teriam limiar de toxicidade definido a partir da dose.

Mais recentemente, Montalvo-Gonzélez et al. (2024) realizaram a impregnacao de um
extrato concentrado de acetogeninas em nanoparticulas a base de lecitina de soja e
polietilenoglicol, visando potencializar sua atividade antimicrobiana. Os resultados
demonstraram uma inibi¢do significativa do crescimento de Enterococcus faecalis (83%) e
Listeria monocytogenes (86%) com uma concentragdo de apenas 320 upg-mL™' de
nanoparticulas impregnadas em 83,33% de compostos bioativos.

De maneira geral, nos estudos mais recentes tém sido aplicadas estratégias de extragdo
convencionais, como a maceragdo a frio, para a obtencdo dos extratos antes da etapa de
encapsulamento. Métodos como esse consistem em manter o material vegetal em contato com
o solvente por periodos prolongados, sob temperatura ambiente, o que permite preservar
compostos bioativos sensiveis ao calor. Contudo, embora funcionais, essas abordagens ainda
estdo sujeitas a longos tempos de extragdo e ao uso excessivo de reagentes toxicos, como o
metanol, uma vez que a extragdo em agua nao ¢ eficiente, considerando que grande parte dos
compostos extraiveis sao hidrofobicos (Nolasco-Gonzalez et al., 2022). Além disso, muitos dos
solventes utilizados ndo oferecem prote¢cdo contra a oxidacao imediata dos compostos apds a
extragao.

Nao apenas isso, processos de extracdo como soxhlet e maceragdo conseguem atingir
uma parte significativa dos compostos fenolicos e alcaloides; no entanto, ainda apresentam
limitagdes quanto ao acesso as regides intracelular, onde se localizam as acetogeninas, ¢ a
complexidade da matriz vegetal (Azmir et al., 2013; Lopez-Romero et al., 2022). Essas
moléculas exigem uma forte interagdo com o solvente e uma difusdo eficiente para serem
extraidas de forma satisfatoria. Dessa forma, a eficiéncia do encapsulamento pode estar limitada

a quantidade de compostos obtidos na etapa prévia de extragdo, tornando fundamental a
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continuidade das investigagdes voltadas a otimizacdo dos métodos de obtencdo desses

bioativos.

3.2 Métodos de extracao de bioativos das folhas de Annona muricata L.

Diferentes procedimentos foram utilizados para promover a recuperacao de compostos

bioativos da folha da Annona muricata L. Os estudos mais recentes e as atividades biologicas

em geral dos extratos sdo apresentados na Tabela 2

Tabela 2 — Métodos de extragao de compostos da folha da Annona Muricata Lin e suas

respectivas atividades antioxidante ou bioldgicas registradas.

Método Solvente  Tempo Temperatura Atividade Atividade Referéncia
Antioxidante Biolédgica
Registrada
Macerag@o Etanol 24 h Nao informada  N&o inclusa  Citotoxica: (Hadisaputri et
70% (Mama-MCF-7): al.,2021)
IC5(): 48,3 1
pg.mL!
Sonicagdo/  Acetona 6 m/ 25°C/ ABTS: Citotoxica: (Nolasco-
Decocgdo/ 80%/ 10 m/ 100 °C/ 250/20/20 (Artémias): Gonzalez et al.,
Infusdo Agua/ 10 m 98 °C mmol. 100 Nao citotdxico 2022)
Agua mL!
DPPH:
400/50/50
mmol. 100
mL!
FRAP:
1100/200/170
mmol. 100
mL!
Maceragdo Acido 72 h Nao informada ABTS: Antiviral (Balderrama-
com acético 23,61 mmol (Bacteriofagos): Carmona et al.,
Agitagio 10% em Trolox.g™!; 0,5 mg.mL"! 2020)
etanol DPPH:
24,9 mmol Antihemolitica
Trolox.g! (Eritrécitos
humanos):
51,21%
Shaker em Etanol 15m 80 °C TPC: Nao inclusa (Moraes et al.,
Banho 50% 166,4 mg 2018)
Termostatico GAE.g';
ABTS:
1516 pmol
trolox.g'
Agitacao DES 2h 45°C TPC: Nao inclusa
(Vortex) E (cloreto 33 mg GAE. (Leal et al.,
Banho de gl 2022)
Ultrassonico  colina e DPPH:

xilitoll)
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Cocgao

Maceragao

Soxhlet

Maceragao
com
evaporagao a
vacuo
M
Vaporizagao/
(2) Agitacao

Agua

Metanol

Etanol

Etanol

Ar
quente/

Etanol
50%

2h 40 °C
48 h 40 °C
5h Ebuli¢do do
etanol (78 °C)
8h 50°C
1h/ 24h 100 °C/
55°C

65 mg
Trolox. g™!
FRAP:
40 mg
Trolox. g'!

1
DPPH- ICso:

51,80 pg.mL"
1.

ABTS -ICso:

30,78 pg.mL"
1

Nao inclusa

TPC: 2,83%
GAE.g!
DPPH-ICso:
228,86
mg.mL!

ABTS-ICso=:

12,24
mg.mL!
Nao

inclusa

Nao inclusa

Antidiabética
(a-amylase):
ICsoZ 0,9 ug.mL'
1

(Badmus et al.,
2020)

(o-glucosidase):
IC50= 3,32
ug.mL-!

Antimicrobiana:
Concentracdo do
extrato:100 pg.
mL;

(S. aureus)=
61,29%;

(P. eruginosa)=
59,34%

Citotéxica:
(Pele-HaCat)
57,37%
Antimicrobiana:
(E. coli): MIC=
625 ug.mL"!

(S. aureus):
MIC= 156
ug.mL;

(P. aeruginosa):
MIC= 625
pg.mL!

(Pinto et al.,
2017)

Nao inclusa (Santos et al.,

2022)
Citotéxica: (Yang et al.,
(Prostata-PC-3): 2015)
63 pg.mL!
Citotoxica: (Kim et al.,
(Macrofagos- 2016)
RAW 264.7):
(1)N.S
(2) extrato com
500 pg.mL"!
viabilidade
celular (48h)

=40%
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Agitagdo Acetato Nio Nao informado N&o inclusa Citotéxica: (Damrongrak et
de etila  informado (Ovario - al.,2022)
SKOV3) ICso=
15 pg.mL"!
Incubacgao DMSO 5 min Nio informada  Nao inclusa Citotéxica: (Torres et al.,
(pancreas) 2012)
100 pg.mL"!
32% de
viabilidade
celular
Soxhlet Metanol 30 min 65 °C Nao inclusa Citotéxica: (Veisaga et al.,
(mama-MDA- 2023)
MB-231)
IC50%= 315
pg.mL!
(MCEF-7)
1C50%=245 pg.
mL!
Shaker em Metanol 72 h 40 °C FRAP: Antidiabética: (Olasehinde et
banho 25,80 mg.100  (o-glucosidase) al.,2022)
termostatico g! 1C50%= 34,85
mg.mL!
Maceracio Etanol 72 h 25-30 °C Nao inclusa Citotoxica
(Artémias
salinas) CLso==
324, 07 ugmL!
(Ovario
OVCAR-8)
IC5()= 22,65
mg.mL"!
(Colon HCT-
116) ICso= 19,97
mg.mL"!

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

TPC- Total Phenolic Content- Contetudo fendlico total.

GAE- Gallic acid equivalente- Equivalente de acido gélico.
ABTS- Atividade antioxidante pela captura do radical livre ABTS.
DPPH- Atividade antioxidante pela reducao do radical DPPH.
FRAP- Capacidade Antioxidante de Reducao do Ferro.

N.S.= valores de citotoxicidade ndo significativos.

ICso = Concentragdo que contribuiu com 50% de inibigao.

CLso= Concentracao Letal de 50% de mortos.

Todos esses estudos geraram dados significativos em relacdo a atividade oxidante e
biologica, incluindo propriedades anticancerigenas, antivirais e antidiabéticas dos extratos de
folha da gravioleira. No entanto, entre os procedimentos destacados, alguns requerem tempos
de operacdo superiores a 48 horas, como nos processos de maceragdo, enquanto outros, como

a sonicagdo por ultrassom, permitem a obtencao de resultados em menos de 10 minutos de
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operacdo. Os resultados em termos de inibi¢do ou atividade antioxidante variam entre os
métodos.

Procedimentos mais avangados como os que utilizam ultrassom de ponteira sdo
altamente eficientes na extragao de compostos bioativos, pois promovem maior dilaceracao das
particulas devido ao efeito da cavitagdo (Lopez-Romero et al., 2022). No caso da extragdo
assistida por ultrassom, por exemplo, ocorre um fendomeno da geracdo de microbolhas que
implodem, criando zonas de alta pressdao e temperatura, o que facilita a ruptura das paredes
celulares e a liberagdo dos compostos de interesse, resultando em uma extragdo mais eficaz e
rendimentos superiores (Lima, 2019). Por outro lado, métodos que dependem de temperatura
ou do efeito de dissolugdo proporcionado pelo solvente exigem um tempo de operagdo mais
longo e recuperam uma menor quantidade de compostos, mas sdo mais simples e, portanto, de
menor custo, competindo com os métodos mais avancados (Carvalho; Gutierres; Gomes, 2018;
Sik et al., 2020).

Além disso, nem todos os procedimentos sdo capazes de acessar a quantidade necessaria
de compostos bioativos alvos. Nesse sentido, métodos mais simples correm o risco de nao
fornecer energia suficiente para romper a parede celular. No contexto da extracao de compostos
a partir de matrizes celulares vegetais, os métodos de extragdo convencionais podem gerar dois
tipos de efeitos nas fibras da biomassa (Figura 3): (i) Arraste de compostos através do transporte
de massa de bioativos livres na superficie da amostra, funcionando como uma espécie de macro-
extracdo; (i1) Difusdao dentro dos poros capilares ou por meio de interacdo com a superficie da

particula (Santos, 2014).

Figura 3 — Mecanismo de um método de extragdo convencional.
\ y

solvente

Liquido

———

— \
Particulas

da matéria Bioativos
prima \ livres

f v
Difusédo
molecular

o0 .
capilar
f‘l

Sélido

Extracao

Fonte: Adaptado de Santos (2014).
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A macro-extracao ocorre de forma natural e depende principalmente do método de pré-
tratamento das folhas, como procedimentos de pulverizacao que podem aumentar a area de
contato, mas que também podem promover e facilitar a exposi¢cao de certos compostos como
6leos essenciais. Por outro lado, a extra¢dao de dentro da particula exige o uso de sistemas que
promovam a difusdo molecular, o que s6 € possivel se as condicdes fisicas do meio ou as
propriedades do solvente forem compativeis.

O principal dilema reside em optar por um procedimento de alto custo que permita a
extragdo eficiente de forma independente ou utilizar um método mais simples e econdmico,
que, entretanto, requeira uma segunda etapa para alcangar uma extragao eficaz. Nesse contexto,
algumas propostas inovadoras estdo sendo estudadas, como o uso de solventes moldaveis. Um
exemplo ¢ o emprego de solventes eutéticos a base de aclicares como xilitol, sorbitol e 1,2-
Propanediol para promover a extragdo. Observou-se que, utilizando um procedimento simples,
como um banho ultrassonico, foi possivel detectar compostos fenolicos e antioxidantes
provenientes do p6 da folha de gravioleira no extrato diluido em DES apos a extracdo (Leal,
2020; Ueda et al., 2022).

Os DESs podem entdo ser uma estratégia para obter compostos a matriz celular vegetal
utilizando sistemas de extrag¢ao de baixo custo. A seguir serdo discutidas algumas caracteristicas
inerentes desses solventes e um apanhado dos métodos de extracao que ja foram empregados

na literatura.

3.3 Solventes Eutéticos Profundos

Os DESs sdo misturas de componentes inicialmente imisciveis que, em dada
temperatura e composi¢ao bem definida, se homogeneizam formando entao o ponto eutético,
como esta representado no esquema da Figura 4. O esquema mostra que dois compostos 1 e 2,
com pontos de fusdo definidos em Tm e Tm2, respectivamente, podem ser combinados em
fragdes molares ideais X1 € x2, numa condicao de temperatura Tk, igeal. Nesse ponto ha formacao
de uma mistura em estado cujo ponto de fusdo (Tg) ¢ inferior aos de seus predecessores
individuais e sua condicdo ¢ semelhante a de um so6lido fundido em temperatura ambiente
(Catarina; Costa, 2016; Correia, 2021).

A formagdo dos DESs geralmente envolve a combinagdo de um agente doador com um
agente receptor de hidrogénio. De acordo com a literatura, sais de amdnio quaternario podem
interagir por meio de seus ions, estabelecendo ligacdes de hidrogénio com componentes

doadores como vitaminas, aminas, alcoois derivados de agucares e acidos carboxilicos (Costa,
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2016; Silva, 2018; Ueda, 2020). Essas interagdes, baseadas em fortes forcas eletrostaticas,

resultam em substancias com elevados valores de densidade e viscosidade.

Figura 4 — Esquema da formagao de ponto eutético na produgdo de DES.
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Fonte: Leal (2020).

Tm1 —Temperatura de fusdo do componente 1.

Tm2 — Temperatura de fusdo do componente 2.

X1 € X2 - Fragdes molares ideais dos componentes 1 e 2, respectivamente.

TE, ideal - Temperatura de fusdo tedrica de uma solugdo ideal (ndo eutética) formada pelos
compostos 1 e 2.

Tg — Temperatura real de fusdo de um DES formado pelos compostos 1 e 2.

Toperagio — Temperatura na qual o DES permanece na fase liquida e pode ser utilizado como

solvente em operagdes.

Na Figura 5, ¢ apresentada a estrutura de um DES formado pela interagdo do sal cloreto
de colina (ChCl), com duas moléculas de ureia. A figura mostra que o ponto de fusao final da
estrutura € significativamente mais baixo (12 °C) em comparacao com os de seus precursores,
e que as ligacdes de hidrogénio sdo estabelecidas para formar o novo composto (Costa,et al.,
2020; Sik et al., 2020; Silva, 2018; Ueda, 2020; Zou et al., 2024). Essas interagdes
intermoleculares sdo sempre estabelecidas entre um agente receptor de hidrogénio (HBA -
Hydrogen Bond Acceptor) e um agente doador de hidrogénio (HBD - Hydrogen Bond Donor).

Esses componentes interagem por meio de forcas eletrostaticas, o que reduz a energia necessaria
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para formar um produto com um ponto de fusdo inferior ao dos seus componentes individuais

(Osamede Airouyuwa et al., 2024; Pan et al., 2021).

Figura 5 — Esquema do Solvente Eutético Cloreto de Colina-Ureia (CCU).

Il Uréia
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(IDH -\ 1] Uréia p.f. 133°C
° _C_ DES/CCU pf.120°C

H2N NH»>

Uréia

Fonte: Adaptado de Costa (2019).

*CCU- Mistura eutética formada por cloreto de colina e ureia

Dentre as vantagens dos DESs como solventes, destacam-se a baixa volatilidade, inércia
quimica, alta biodegradabilidade, reciclabilidade, facilidade de preparacdo, baixo custo de
produgdo e baixa toxicidade (a depender da combinagdo formada), alinhando-se aos principios
da quimica verde (Loukri et al., 2022; Rashid et al., 2023; Zhou; Fakayode; Li, 2023). Além
disso, destaca-se a possibilidade de preparar diferentes tipos de DESs com propriedades
especificas para aplicacdes variadas, o que se enquadra no conceito de "solvent designing"
(solvente projetavel). Por exemplo, pode se produzir um DES com caracteristicas hidrofilicas
ou fortemente hidrofobicas, o que permite uma maior diversidade de aplicacdes e a criacao de
solventes com vantagens exclusivas, capazes de extrair diferentes componentes de cada matriz
vegetal de forma mais eficiente, facilitando o isolamento de compostos-alvo especificos. Essas
caracteristicas tornam os DESs altamente competitivos em relagdo aos solventes organicos

tradicionais (Dwamena, 2019; Lomba et al., 2021; Santos, 2014).

Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos que apontam elevada eficiéncia no
processo de extragdo de fenolicos utilizando os DESs. Em um dos casos, Bubalo ef al. (2016)
constataram a elevada capacidade de um DES formado por ChCl e acido Oxalico na extracao
de fenolicos do tipo antocianinas da casca de uva, sob condi¢gdes brandas de temperaturas (30
a 90 °C) em bateladas de 30-90 minutos, com os métodos de extracdo em Shaker, micro-ondas
e banho ultrassonico. Na comparagao entre os métodos os autores também fizeram extragdes
com agua, metanol ¢ HCI e constataram a melhor eficiéncia dos DESs na extragdo dos

compostos com destaque para o uso do ultrassom que demonstrou ser método mais eficiente.



34

Em outro estudo recente, Ueda et al. (2022) utilizando DES a base de agtcares e acidos,
foi investigada a extracao solido-liquido de varios compostos fenolicos das folhas da uvaia,
uma fruta semelhante a uva. Os pesquisadores compararam dois métodos de extracao: agitacao
em banho termostatizado e ultrassom. O ponto 6timo de extracdo foi identificado no sistema de
agitacao a 65 °C, com uma propor¢ao de 1:30 (m/v) entre massa de p6 de folha e volume de
DES. O DES composto por ChCl e 4cido latico apresentou o melhor desempenho, resultando
em extratos com atividade antioxidante (DPPH) de 100 mg Trolox.g™' e um teor de fendlicos
totais de 140 mg de 4cido gilico.g™!, superando as extracdes realizadas com 4gua e etanol nas
mesmas condigoes.

Loukri et al. (2022) realizaram com sucesso a extragdo de cafeina do café¢ utilizando
DES formado por ChCl e glicerol na razao molar de 1:3. O processo foi conduzido em um
sistema de agitacdo, com tempos variando de 5 a 120 minutos e temperaturas entre 30 e 80 °C,
além de diferentes propor¢des de DES diluido em 4gua. As condigcdes otimas foram
identificadas em extracdes a 45 °C, utilizando uma solugdo aquosa de DES a 70% (m/v). Os
resultados demonstraram que esse método supera a eficiéncia da extragao realizada com agua
e metanol sob as mesmas condigoes.

A cana-de-agtcar também foi estudada como biomassa para a remogdo de lignina,
conforme relatado por (Varilla-Mazaba et al., 2022). Nesse estudo foram utilizados DESs a base
de ChCl combinado com glicerol ou ureia em extragdes solido-liquido realizadas em banho de
areia. Com a temperatura otimizada a 160 °C, foi possivel alcangcar uma remogao de 89,5% da
lignina ap6s 13 horas de operagdo. Em outro trabalho, foi realizada a extracao de polifendis do
bagaco de maga, também utilizando um DES a base de colina combinada com glicerol, acido
latico e 4cido citrico, em banho ultrassonico a 40 °C por 40 minutos (Rashid et al., 2023).

A folha da gravioleira também ja foi tratada com varios tipos de DESs num estudo
desenvolvido por Leal et al. (2022). Os DESs escolhidos foram produzidos a base de ChCl e
aglucares como glicerol, sorbitol, xilitol e 1,2-propanediol como doadores de H" . O 1,2-
Propanediol demostrou-se como uma das misturas mais eficientes nas extragdes de compostos
fenolicos, alcangando a marca de 40 mg de 4cido galico.g™' em 3 horas de operagdo a 30 °C
num sistema de banho ultrassonico aplicado por Leal ef al. 2022.

Além disso, varios outros estudos investigaram a extragao de bioativos polifenolicos de
frutas citricas, como cascas de toranja, mandarina e limdo, assim como de bagagos, peles de
frutas e folhas (Zhou; Fakayode; Li, 2023). Em particular, o uso de biomassa descartada, como

bagacos e peles, tem gerado grande interesse no emprego do DES para, por meio de aplicagao
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de procedimentos simples e de baixo custo, valorizar esses residuos, transformando-os em
produtos de alto valor farmacolégico.

Nesses trabalhos observou-se um destaque para as caracteristicas quimicas e fisicas de
cada DES produzido, como o nivel de hidrofobicidade, acidez e polaridade, como fatores
decisivos para a seletividade dos compostos fenolicos extraidos. Contudo, ainda ha necessidade
de aprimoramentos nas metodologias de extracdo abordadas e solucdo de problemas ligados
transferéncia de massa, uma vez que a elevada viscosidade dos DESs dificulta a motilidade do
meio. Adicionalmente, elucidacdes a respeito da exposicdo a umidade ou adicdo de dgua no
solvente ainda carecem de desenvolvimento ja que, em alguns casos, pode haver a ruptura das
ligagdes de hidrogénio que, por sua vez podem suprimir a capacidade de extracdo (Lomba et
al.,2021; Wang et al., 2017; Zhou; Fakayode; Li, 2023).

A recuperacao de extrativos por meio de DES em extragdes sélido-liquido traz grandes
vantagens em relagdo as operagdes convencionais. No entanto, informa¢des mais concretas
sobre a estabilidade das moléculas e o modo de interagdo com as células vegetais ainda
precisam ser obtidas. Além disso, mesmo que as ligagdes de hidrogénio sejam fortes e
resistentes, em determinadas condi¢des de umidade e/ou de temperatura, pode ocorrer a ruptura
dessas ligagdes e a formagao de conformagdes distintas. Nesses casos, os ions do sal de amonio
sdo atraidos pelos hidrogénios das moléculas de 4dgua, resultando na desestruturacdo do DES
que prejudicaria a extracdo. Por isso, para realizar a extra¢do eficiente de AGs e outros
compostos bioativos da folha da graviola faz-se necessario um estudo aprimorado das condig¢des
ideais de processo e investigacdo dos diferentes tipos de DESs que melhor podem interagir com

cada bioativo.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Pré-tratamento da matéria prima

As folhas foram obtidas do reaproveitamento de residuo de poda de gravioleiras
localizadas na regido da Chapada do Apodi, na cidade de Limoeiro do norte-CE, Brasil,
Latitude: 5° 8' 56" Sul e Longitude: 38° 5' 52" Oeste. As etapas do pré-tratamento das folhas
sdo apresentadas na Figura 6. As folhas colhidas foram pré-selecionadas para remocgdo de
material com colonias de fungos ou em inicio de decomposi¢do, em seguida secas em estufa
com circulagdo e renovagao de ar (SL 102) a 80 °C, por 24 horas. As folhas secas foram entao
moidas em um moinho de facas (Fortnox star FT 60) e finalmente peneiradas e devidamente
identificadas quanto a granulometria especifica do p6 obtido (Leal, 2020; Ueda, 2020). Todo o
material foi armazenado a temperatura ambiente (25 °C), ao abrigo da luz e do calor, em sacos

de polietileno.

Figura 6 — Pré-tratamento das folhas de gravioleira.
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Selec¢ao individual das folhas
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v
Moagem: 18, 32, 60 e 260 mesh
v
Armazenamento: Escuro, 25 °C

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

4.2 Producio dos Solventes Eutéticos Profundos

Os DESs produzidos e seus componentes, bem como suas estruturas, sdo apresentados
na Tabela 3. Foram preparados dois tipos de misturas eutéticas, incluindo quatro misturas
hidrofilicas e uma mistura parcialmente hidrofébica. Os DESs hidrofilicos possuem como
agente receptor de H" (HBA) o Cloreto de Colina (Sigma-Aldrich, > 98%), € como como
agentes doadores de H" (HBD) o Acido latico (Dinamica, > 85%), o 1,2-Propanediol (Sigma-
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Aldrich, > 99%) e o Acido Oxalico (Dindmica, > 99,5%). J4 o DES hidrofobico foi produzido
com Mentol (Exodo Cientifica, P.A). como agente receptor de H' e Acido Latico como agente
doador.

As misturas foram preparadas de acordo com a metodologia desenvolvida por Dai ef al.
(2013) para misturas formadas pela combinag¢ao mista entre compostos s6lidos e liquidos, e por
Abbott ef al. 2004 para misturas formadas a partir de precursores solidos. O preparo dos DESs
iniciou-se com a quantificagdo volumétrica ou gravimétrica dos componentes de cada DES, e
em seguida a homogeneizacdo em banho aquecido com temperatura entre 60-80 °C, por 30
minutos. O sistema foi mantido com controle de temperatura de + 2 °C até obten¢do de uma
mistura liquida homogénea no recipiente, caracterizando o ponto eutético. Adicionalmente,
para as misturas hidrofilicas, secou-se previamente o Cloreto de colina em estufa a 60 °C por

24 horas antes da producao dos DESs, para remog¢ao de umidade.

Tabela 3 — Solventes Eutéticos produzidos e designacao.

HBA HBD Razio Molar Nomenclatura
Acido Latico 1:4 CCAL (1:4) "
)YOH
1:2 CCAL(1:2)°
Cloreto de Colina o)
1,2-Propanediol
\'L*\/\ o )Oi/OH 1:2 ccp*
| oH ,
Acid(()) Oxalico
)H(OH 1:1 CCAO ™
HO
o)
Ment%lH ACigg Latico
OH 1:2 MAL *

o8

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

* Produzido de acordo com a metodologia proposta por Dai et al. (2013).
** Produzido de acordo com a metodologia descrita por Abbott ez al. (2004).
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4.3 Procedimentos de extracao.
4.3.1 Extracoes com DESs

As extragdes de compostos do p6 da folha de gravioleira foram realizadas com base nas
metodologias descritas por Ueda et al. (2020) e por Leal et al. (2020) com algumas
modificacdes. Todos os DESs produzidos foram utilizados como solventes em um sistema de
extragdo com agitagdo em banho aquecido (Stirrer in a Bath Heated- SBH) e em sistema com
banho ultrassonico (Ultrasound Bath Technique- UBT) similar ao esquema apresentado na
Figura 7 (a) e (b), respectivamente.

No Método SBH, o tempo de extracao foi fixado em 120 min, com composi¢ao fixa de
1:10 mamostra/ VDES € variacdo de temperatura de 30-70° C. J4 no método de extracdo UBT a
temperatura do banho foi mantida fixa em 30 °C, assim como a composicao de 1:10
Mamostra/ VDES, €ntretanto o tempo de operagdo foi realizado num intervalo de 30-240 min com

verificacdo constante da temperatura da mistura DES-P6 de folha.

Figura 7 — Esquemas dos sistemas de extragao utilizados: a) Método de agitagdo SBH b)
Método ultrassonico UBT.

b)

Agitador

/' mecanico — Meio

Banho

/vTermc‘)metro A
ultrassonico

Meio
extrativg — — |~ Banho
T termorregulador

Aquecedor

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Ao final de cada extracdo, todo o material s6lido foi removido do meio liquido contendo
DES e extrativos. Inicialmente, o processo foi realizado por centrifugacdo em centrifuga de
bancada (KASVI K14-4000) a 3500 rpm, por 15 minutos, seguido de filtragdo a vécuo

utilizando uma bomba (Prismatec-131) acoplada a um Kitassato de 250 mL, contendo um funil
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de vidro. O sobrenadante de cada extracdo foi entdo filtrado no sistema com o auxilio de um
filtro de nylon com area de poro de 0,5 mm?. Tanto a fase liquida quanto a borra (material solido

restante) foram armazenados sob refrigeragao a -18 °C para analises posteriores.

4.3.2 Extragoes com solventes Orgdnicos

Outros métodos de extracao foram realizados para fins de comparagao com as extragdes
com DES nas condi¢des otimas de operacdo obtidas. Tais procedimentos foram realizados
empregando-se dgua destilada e etanol (Synth, 95%) como solventes, na propor¢ao 1:10 m/v,
para os métodos SBH, a 50 °C por 120 min, e UBT, a 30 °C por 30 min de extracdo. Os extratos
diluidos foram tratados da mesma maneira que seus pares extraidos com DES, quanto a filtracao
a vacuo para remogao da borra e quanto ao armazenamento.

O sistema soxhlet (SOX) foi empregue para determinagdo do teor de extrativos totais
por extragdo metanolica e etandlica de compostos antioxidantes do po da folha de gravioleira.
Na extracdo via SOX (Figura 8-a) realizou-se primeiramente uma extragdo exaustiva em trés
ciclos de 8 horas de operagdao com Metanol (Ebulicao= 64,7 °C, Synth, 99,9%) como solvente.
Em outro momento o SOX foi novamente empregado, dessa vez em um ciclo unico de 5 horas
com etanol (P.E=78,37 °C, Neom, 95%) como solvente, assim como descrito previamente por

Santos et al. (2022).

Figura 8 — Sistemas de extracdo com solventes organicos: a) Método soxhlet aplicado a
extragdo com Metanol e com Etanol b) Método Mixer em banho Dubnoff para extragdo com

Etanol 50%.

>
= Agua de resfriamento
(5°C) entrada/saida E
) ° )
. 21 7
— J_D
. /(:Zsé — i-—-p / Erlenmeyer
1> ) com Etanol

50% e
Po6 das folhas

Filtro contendo
po de folhas

de gravioleira k | ﬁ‘

Metanol/ Etanol

D

Banho com Rede para
agitagio fixacdo dos
lateral frascos

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Adicionalmente, foi realizado um procedimento de extragdo para fins comparativos
utilizando a metodologia aprimorada por Moraes ef al. (2018). Um agitador do tipo mixer em
banho Dubnoft (Figura 8-b) foi empregue para as extragdes em Erlenmeyer, com um solvente
composto por dgua e etanol 50% (v/v) na propor¢ao de 1/20 (Mamostra/ Visolvente). As operagdes

foram realizadas em duplicata, durante 15 minutos, a 50 °C.

4.4 Caracterizacoes e analises

Em cada etapa, desde o preparo do p6 das folhas, a formulacao dos DESs até a obtengao
dos extratos, foram realizados procedimentos analiticos visando a caracterizagdo dos produtos
envolvidos. Todas as andlises, bem como a estrutura geral das caracterizagdes, estdo

apresentadas na Figura 9 e serdo discutidas nas se¢des seguintes.

Figura 9 — Caracterizagdes ¢ andlises realizadas para a biomassa, os DESs e os extratos.

Densidade e
viscosidade e

Extrativos totais disponiveis tens&o superficial Humidade
(Soxhlet-metanol) relativa
Caracterizagao dos TGAe
DESs DSC
I | Extratos SBHe |_
UBT (DES) h pH

«  (UPLC/QTOF-MS)

+ Contetdo Fendlico Teor de CI-
Total Atividade

Contetudo

» Atividade Eendlico Total antioxidante total :
antioxidante (ABTS) (TPC) FRAI\DP',DQETS,

Atividade
antioxidante total :
FRAP, ABTS,
DPPH

| Remanescente: Atividade
| Fase DES antioxidante total :
FRAP, ABTS, DPPH

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

4.5 Caracteriza¢ao dos DES produzidos
1. Dados fluidodinamicos (Densidade, Viscosidade e Tensdo superficial)

As medidas de viscosidade dinamica(n) e densidade (p) foram tomadas em um
viscodensimetro Anton Paar (Stabinger Viscometer- SVM 3000 M) a 0,1 MPa em um intervalo
de temperaturas de 20-90 °C, com incerteza de = 0,00005 g.cm™ para densidade e + 0,35% para
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a viscosidade, com base nas especificagdes do equipamento. Os ensaios foram reproduzidos em
triplicata a partir da inje¢do de at¢ 5 mL de cada amostra no equipamento previamente
estabilizado na temperatura de cada medig¢ao. Os parametros de limpeza do equipamento para
inje¢do de diferentes amostras foram estabelecidos em até 0,0012 g.cm™, a 20 °C (BESSA et
al., 2020).

Também foram obtidos dados de tensdo superficial dos DESs por meio do método do
anel de Du Nouey, operado em um Tensiometro (Kruess, EasyDine K-20), acoplado a um
banho termostatico (Julabo, F25-ED) e a um sensor de temperatura de platina Pt-100. As
analises de tensdo superficial foram realizadas em um intervalo de 30-90 °C, com padrao de
incerteza do equipamento de 0,01 mN.m™! para uma variagio de temperatura de até 0,1°C (Alves

et al.,2020).
ii.  Resisténcia termica

Informagdes sobre a estabilidade térmica das amostras foram obtidas por meio de
Analise Termogravimétrica (TGA) e Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) de acordo
com as metodologias descritas por Dias (2016), Paveglio, (2016) e Savi (2019) com
modificagdes. Os ensaios foram realizados no Laboratério de Tecnologia da Biomassa-
Embrapa. As andlises termoanaliticas foram conduzidas utilizando cadinhos de ceramica para
TGA e panelinhas de aluminio para DSC. Na TGA, as amostras foram aquecidas sob fluxo de
nitrogénio ou ar sintético (40 mL/min), a pressdao de 0,2 MPa, com rampa de aquecimento de
10 °C/min, em uma faixa de temperatura de 30-800 °C. Para a DSC, foi utilizado fluxo de
nitrogénio de 50 mL/min, com panelinha vazia como referéncia e calibracio realizada com
indio. O programa térmico seguiu as etapas: equilibrio inicial a 20 °C, aquecimento a 10 °C/min
até 40 °C, seguido de resfriamento a 10 °C/min até -80 °C, isoterma de 10 minutos e posterior

aquecimento a 10 °C/min até 80 °C.
iii.  Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A composi¢ao dos DESs foi investigada a partir de espectros FTIR gerados em um Cary
630 (Agilent Technologies) na regido de 650-4000 cm !, com um total de 32 varreduras e
resolugdo de 4 cm™'. A metodologia utilizada seguiu o padrio previamente otimizado para
caracterizacdo de Liquidos Ionicos desenvolvidos no laboratério de pesquisa (Bessa et al.,

2020).
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iv.  Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

A anélise quimica de protons 'H e de carbonos *C por RMN foi realizada com dilui¢io
das amostras em 550uL de Dimetilsulfoxido Delterado (DMSO-d6), sem pré-tratamento,
condicionadas em capilares de 8’ e didmetro de 5 mm. Os experimentos de RMN foram obtidos
em um espectrometro (nmr600-vnmrs600), com 600 MHz, acoplado a um inverso de 5 mm de
detec¢do One Probe™ (H-F/15N-31P) e com gradiente Z blindado ativamente. Os dados foram
adquiridos a 25 °C, com pulsos calibrados, 64 varreduras por amostra, 48k de pontos no dominio
do tempo, numa janela espectral de16,0 ppm e tempo de aquisi¢do de 5,0 s e de relaxamento de

30,0 s (Reis et al., 2016).
V.  Quantificagdo argentinométrica de Ions CI- livres

Realizou-se a estimativa de ions cloretos, por meio da quantificagdo volumétrica obtida
da titulacdo de uma solugao de AgNOs (0,01 M), de acordo com a metodologia descrita por
Martins et al. (2016). As misturas eutéticas foram colocadas em triplicata em Erlenmeyers (2,5
mL) e tituladas com a solugdo de AgNOs (0,01 M) até a completa formagao de um precipitado
esbranquigado e turvo, caracteristico de AgCl. Os volumes utilizados foram empregados para
determinar o numero de mols da solucao titulante e, considerando a interacao equimolar entre
os reagentes (Equacdo 4.1), a concentracdo de ClI~ em cada DES foi calculada pelo nimero de

mols reagidos da solucdo titulante, dividido pelo volume do componente titulado.
DES + AgNO3; — AgCl + subproduto 4.1
vi.  Determinagdo de pH

As medidas de pH foram tomadas em um pHmetro de bancada modelo Satra, PHS-3E.
Apos calibragdo do equipamento com solug¢des padrao de pH equivalente a 7,0 ¢ a 4,0, foi
introduzido o eletrodo do pHmetro em um recipiente contendo cerca de 5 mL de cada DES. As
limpezas do eletrodo entre as medigdes foram feitas com alcool 70° e agua destilada e resultados

obtidos minimamente em triplicata.
vii.  Teor de Umidade

As analises de umidade relativas foram obtidas em Karl fisher (Metrohm 870 KF, Titrino

plus) utilizando soluc¢do de cloroférmio/metanol na razdo 3:1 (v/v) (Bessa et al., 2020). As
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medidas foram obtidas em triplicata e foram repetidas esporadicamente para confirmacao da

qualidade dos DESs usados nas extragoes.

4.6 Atividade antioxidante dos extratos

Os extratos foram avaliados inicialmente quanto ao teor de atividade antioxidante total,
pelo método de captura do radical livre (ABTS), e quanto Contetido Fenolico Total (7otal
Phenolic Content- TPC) (Leal 2020; Silveira et al., 2018). Estes ensaios foram realizados no
Laboratorio de Fisiologia E Tecnologia de P6s-Colheita da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria- EMBRAPA (Fortaleza-CE, Brasil).

Apds um periodo de 6 meses decorridos da extragdo, os extratos foram verificados
novamente quanto ao potencial antioxidante de redu¢do de Ferro (FRAP- Ferric reducing
antioxidant power), ABTS e potencial de elimina¢do de radicais DPPH livres (Free Radical
Sacavening Activity DPPH) em parceria com o LBBS - Sustainable Bioprocesses and

Bioproducts Laboratory na Universidade do Minho (Braga- Portugal).

I. Conteudo Fenolico Total- TPC

O procedimento utilizado para a determinacdo de TPC iniciou-se com a dilui¢do dos
extratos em alcool etilico, com o objetivo de obter absorbancias dentro da curva padrao de acido
gélico (Sigma-Aldrich, > 97%) previamente preparada. Aliquotas de 150 pL de cada diluigdo
foram adicionadas a tubos de ensaio contendo 850 uL de 4gua, 1 mL de uma solucdo aquosa
1:3 (v/v) do reagente Folin-Ciocalteu (Exodo Cientifica), 2 mL de uma solugdo de carbonato

de sddio anidro P.A. a 20% (Na2COs) e 2 mL de 4dgua destilada.

Apo6s um periodo de repouso de 30 minutos na auséncia de luz, os frascos foram
centrifugados a 2000 rpm por 2 minutos, transferidos para cubetas de acetato e, em seguida,
lidos a 700 nm em um espectrofotometro UV-Vis (Silveira et al., 2018). A determinagdo do
TPC para cada amostra foi realizada a partir dos valores de absorbancia medidos. Esses valores
de absorbancia foram entdo correlacionados com as concentragdes estabelecidas na curva
padrao de acido gélico (GAE), utilizando a equacao 4.4. Os resultados foram expressos em

miligramas de GAE por grama de pd de folha (mg GAE. g™).
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ABS gmostra = Intersecaog g x Concentracaogmostrq + Inclinacaog g 4.2
ii.  Meétodo de captura do radical livie ABTS®*

O método de captura do radical livre ABTS®*" foi iniciado com a preparagdo de uma
curva de calibracdo utilizando o padrao de Trolox (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-
2-carboxilico, Sigma-Aldrich, > 97%), com leituras realizadas em um espectrofotometro UV -
Vis (Agilent Cary 300). Em seguida, foram feitas dilui¢des das amostras de extrato imido com
DES diluidos em etanol (Synth, 95%) para quatro concentra¢des que atendessem aos limites da
curva de calibracdo de Trolox. Posteriormente, aliquotas de 10 pL de cada diluicdo foram
colocadas em tubos de ensaio, aos quais foram adicionados 3 mL de uma solugdo de ABTS*"
(2,2-AZINO-BIS-(Sal diamonio do acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico, Sigma-Aldrich, >
98%) diluida em alcool etilico (85%) e previamente calibrada para uma absorbancia de 0,7 +
0,05 a 734 nm. Apd6s um repouso de exatamente 6 minutos, todo o contetido dos tubos foi
transferido para cubetas de acetato e imediatamente lido em espectrofotdmetro a 734 nm.

O procedimento foi conduzido em triplicata e para cada aliquota, os valores de
absorbancia foram medidos e utilizados para gerar uma curva linear que relaciona a
concentragdo da substancia com a absorbancia medida, conforme descrito na Equacdo 4.2. A
partir dessa curva, foi possivel determinar a concentracdo necessaria para alcangar 50% de
inibi¢do (IC50%). Em seguida, utilizando a Equacdo 4.3, foi calculada a capacidade
antioxidante da amostra. Os resultados obtidos foram expressos pmol de Trolox por grama de

p6 de folha (umol Trolox. g!) (Leal et al., 2022; Silveira et al., 2018; Ueda et al., 2022).

ABS ypetas = Intersecdo x Concentragdoyicorq + Inclinagao 4.3

pmol rrolox

IimOITrolox) _ ICSO%TTOZOX( L ) 4.4

- g
1C€50%amostra ( amzstra)

Capacida antioxidante ABTS (

damostra

Os ensaios de ABTS, realizados no LBBS-Uminho, foram conduzidos com base na
metodologia descrita por Ballesteros ef al. (2015), com algumas modificagdes. Apos o preparo
da curva padrao de Trolox e a dilui¢do das amostras em etanol (Fisher Chemical, 99,8%), foram
escolhidas quatro concentragdes para cada amostra, correspondendo a faixa de 20-80% da
capacidade de inibi¢ao, em relacdo ao valor de absorbancia da solucao de ABTS, previamente

calibrada para uma absorbancia de 0,7 = 0,01 a 734 nm (Silveira et al., 2018).
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Para cada concentragdo, foram realizados ensaios em quadruplicata em placas de 96
pocos, nas quais cada poco foi preparado com uma aliquota de 10 pLL da amostra, adicionada a
290 uL da solugao de ABTS diluida em tampao de acetato (CH;:COONa-CHsCOOH, 20 mM).
A placa foi entdo deixada em repouso no escuro por 30 minutos e, em seguida, lida em um leitor
de microplacas (Multiskan Sky, Pt) a 734 nm. Os célculos foram realizados seguindo-se a
mesma metodologia utilizada para determinagdo da capacidade antioxidante via ABTS obtida
por ensaios em cubetas, nas equacdes 4.2 e 4.3, e os resultados também forma expressos em

umol Trolox. g

iii.  Potencial Antioxidante de Reducdo de Ferro- FRAP

A metodologia para a determinacdo de FRAP baseou-se no procedimento descrito por
Benzie e Strain (1996). Os ensaios foram realizados em placas de 96 pogos em quadruplicata,
nas quais, em cada poco, foi adicionada uma aliquota de 10 uLL da amostra diluida em etanol,
na concentragdo de 0,01 g-mL"", seguida de 290 pL de uma solugdo reagente FRAP, composta
por uma solu¢do 10 mM de TPTZ (2,4,6-tri(2-pyridyl)-s-triazine, Sigma-Aldrich, > 97%). A
solucdo de TPTZ foi preparada somente no dia da realizagdo dos ensaios e foi composta por
uma solu¢ao de HCl 40 mM, uma solu¢do 20 mM de FeCls, e por um tampao de acetato
(CHsCOONa-CHsCOOH, 0,3 M) na propor¢ao 1/1/10 (v/v/v), respectivamente. A placa foi
mantida por 15 minutos a 37 °C no escuro e, finalmente, lida a 593 nm em um leitor de
microplacas. Os testes foram realizados em quadruplicata, e os resultados sdo apresentados em
funcdo da curva padrio de FeSO4-7H20, em mmol de Fe(Il).g"! de amostra, como apresentado

na equagao 4.5.

ABSgmostra = Intersecaogeny x Concentragaope(iequivatente + Inclinagaopgqy 4.5

iv.  Potencial de elimina¢do de radicais (DPPH)

O procedimento para determinacdo do DPPH foi previamente descrito por Ballesteros
et al. (2015) e consistiu inicialmente na preparacao de um padriao de Trolox diluido em
metanol, para determinacao dos limites da curva de calibragdo. Apos a selecao de concentragdes
amostrais com gradiente de inibi¢ao no intervalo de 20-80%, aliquotas de 25 pL das amostras
foram entdo adicionadas em quadruplicada aos pocos de placas de 96 pogos, seguido de 200 pL

de uma solu¢do de DPPH (2,2 dipheniyl-1-picrylhydrazyl, Aldrich) diluido em solucao de
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metanol (80%) e calibrada para uma absorbancia de 0,7+ 0,01, a 515 nm. As placas foram
deixadas em descanso por 1 hora no escuro e depois lidas em leitor de microplacas a 515 nm.
Os resultados apresentados em func¢do do padrio, em pmol de Trolox. g de amostra e o
equacionamento seguiu a mesma metodologia utilizada para determinar o ABTS nas equagdes

4.2 e4.3.
V. Tratamento estatistico

O programa GraphPad Prism (versao 9.00) foi utilizado para a analise estatistica dos
resultados, aplicando-se a analise bidimensional de variancia (ANOVA) para pares de médias,
seguida pelo teste de multiplas comparagdes de Tukey. As comparagdes foram realizadas entre
as diferentes condi¢des de extracdo, como temperatura e tempo de operacdo, e entre os
diferentes tipos de DESs nas mesmas condi¢gdes de operagao (Costa et al., 2020). Os resultados

sao apresentados como média e desvio padrao das analises (+ S.D).

4.7 Cromatografia

A composicdo do extrato obtido na operagdo exaustiva por SOX com metanol foi
determinada por um Sistema de Cromatografia Liquida de Ultra Performance acoplado a um
Espectrometro de Massas com um Analisador de Quadrupolo e Tempo de Voo (UPLC-ESI-
QTOF-MS/MS, Waters, EUA) (Costa et al., 2020). O sistema UPCL pertence a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA, Fortaleza-CE, Brasil) e foi operado com uma
coluna de separacao Waters Acquity BEH C18 (150 mm x 2,1 mm, 1,7 um) ajustada a 40 °C.
Foi utilizado um volume de inje¢ao de uma aliquota de 5 pL de extrato metandlico diluido (20
mg.mL™") em acetonitrila (LiChrosolv®, < 30 ppm H20) e filtrado com um filtro hidrofilico de
PTFE (Analitica) com um diametro de poro de 0,22 um. A aliquota foi submetida a um
gradiente exploratério de 30 minutos € uma taxa de fluxo de 0,3 mL.min-1. A fase mével foi
composta de dgua deionizada e acetonitrila, ambas contendo acido férmico (0,1% v/v) (Ribeiro

etal.,2021).

4.8 Microscopia Eletronica de Varredura- MEV

As caracteristicas morfologicas do p6 de folha de gravioleira e do material residual

obtido apos as extracdes (Borra) foram examinadas por Microscopia Eletronica de Varredura
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(MEV). Antes das anélises por MEV, as amostras foram fixadas nos suportes com fitas de
carbono e, em seguida, metalizadas com 20 nm de Au. As imagens foram registradas por um
microscopio eletronico FEI, Quanta 450-FEG a 1000 - 1500 kV, no qual foram geradas a partir
de 100 um (1300x), 10 pm (7500%x) e 5 pm (15000x) para cada amostra.

4.9 Estratégia de recuperacio dos extrativos do meio contendo DES

Foi adotada uma estratégia analitica para a recuperagao dos extrativos do meio contendo
DES com o objetivo de aplicar os extratos secos posteriormente em ensaios de citotoxicidade e
atividade antimicrobiana. Para isso foram realizados ensaios de separacdo liquido-liquido. Para
1sso, as amostras de extrativo misturadas com DES foram colocadas em contato com solventes
organicos volateis, conforme listado na Tabela 4, na propor¢ao de 1:2 (v/v). O sistema amostra-
solvente foi agitado em um agitador de bancada por 2 minutos e, em seguida, centrifugado
(Eppendorf centrifuge 5804 R) a uma rotagdo de 3100 rpm por 10 minutos.

Os tubos foram deixados em repouso por 5 minutos para permitir a estabilizagdo das
interfaces do sistema bifasico. Em seguida, a fase contendo o solvente organico e os extrativos
recuperados foi removida. A fracdo de recuperagdo com o solvente volatil (fase organica) foi
separada por suc¢do, utilizando uma pipeta de 1000 pL, e transferida para tubos Falcon de
massa conhecida. A fase contendo DES (fase DES) foi evaporada a temperatura ambiente em
uma capela de exaustio, enquanto a fase organica foi submetida a secagem por evaporagdo com
N2 durante 72 horas. Por fim, a massa dos extratos secos foi determinada por diferenca

gravimétrica dos tubos vazios inicialmente e apos secagem, contendo os extrativos.

Tabela 4 — Solventes organicos utilizados para Recuperagdo via separagdo liquido-liquido.

Solventes organicos Procedéncia e pureza
Acetato de Etila Fisher Chemical, 99,5%
Acetona Fisher Chemical, 99,8%
Acetonitrila Fisher Chemical, 99,9%
Diclorometano Fluca, 99,9%
Hexano Fisher Chemical, 95%

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).



48

4.9.1 Anadlise dos extratos Recuperados

Os extratos secos recuperados e a fase DES remanescente foram avaliados quanto ao
potencial antioxidante utilizando as metodologias FRAP, ABTS e DPPH, conforme descrito
anteriormente. No entanto, foi necessario ajustar o preparo das solugdes radicais para os ensaios
de ABTS e DPPH devido ao elevado teor de compostos hidrofobicos presentes nos extratos
recuperados.

Originalmente, as solugdes radicais de ABTS e DPPH eram preparadas com agua e
metanol a 80%, respectivamente. No entanto, devido a alta quantidade de compostos
hidrofobicos nos extratos, que dificultavam a dissolucdo adequada dos radicais e as leituras,
optou-se por preparar as solugdes em alcool etilico a 95% e metanol a 95%, respectivamente
para ABTS e DPPH. Essa alteracdo garantiu a melhor dissolucdo dos radicais e a precisao dos
ensaios com as amostras recuperadas. Os procedimentos realizados com as amostras da fase
DES nao necessitaram de modificagdes, pois estas ja estavam em condi¢gdes adequadas para as

metodologias originais.
4.10 Ensaios de citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados no LCCT (Cell and Tissue Culture
Laboratory — UMinho, Braga, Portugal) com as linhas celulares listadas na Tabela 5. Todo o
procedimento seguiu a metodologia descrita por Ferreira ef al. (2023) com as etapas
apresentadas na Figura 10. A manipulacdo das células foi realizada sob condi¢cdes de
esterilidade em uma camara de fluxo laminar vertical classe II (PCR-UV). Para a diluicao e
manutengao das células, utilizou-se um meio denominado DMEM completo, composto por
meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) adicionado de soro fetal bovino (FBS- Fetal

Bovine Serum) e penicilina-estreptomicina na propor¢ao de 89/10/1 (v/v/v)
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Tabela 5 — Linhas celulares utilizadas nos ensaios de citotoxicidade.

Linha celular Tipo Concentracio por poco Designacao

(cells. mL™1)

Cancer de
MDA-MB-231 1x10° ATCC HTB-26
mama
Cancer de ATCC CRL-
RKO 2 x10°
colon retal 2578
Cancer de ATCC CRL-
PC-3 1x10°
prostata 1435
ATCC CRL-
BJ-5TA Fibroblastos 1x10°
2522

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Os frascos foram mantidos em uma estufa com 5% de CO: e 95% de umidade relativa
a 37 °C até a contagem das células, utilizando uma camara de contagem de células de Neubauer.
Em seguida, foram realizados o plaqueamento em duplicata de 100 pL da solugao de células
com as concentracdes ajustadas em placas estéreis de 96 pogos. Apds uma incubacgdo de 24
horas, o contetido do meio de cada pogo foi substituido pelas amostras de extrativos recuperados
(Alves et al., 2024). Essas amostras foram previamente diluidas para 10 mg.mL!' em PBS
(Phosphate Buffered Saline) com 8,3% de DMSO, homogeneizadas em banho ultrassonico por
15 minutos e esterilizadas por filtragao com filtro PTFE de 0,45 um, conforme esquematizado
na Figura 9.

Foram utilizadas nos ensaios apenas as amostras mais promissoras, selecionadas com
base nos resultados dos testes de atividade antioxidante do material recuperado,
especificamente aquelas extraidas com hexano e diclorometano, provenientes da extragdo SBH
com CCAL 1:4 e CCAO. Nos ensaios de citotoxicidade, inicialmente prepararam-se as solugdes
dos extratos em PBS, diluindo-os de 750-50 ug.mL"' em DMEM completo. Apds esvaziar os
pocos, mantendo apenas as células aderidas, adicionou-se 100 pL das solugdes de extrato a cada
poco e as placas foram entdo incubadas novamente por 24 ou 48 horas, dependendo do tipo de
ensaio. Os controles utilizados incluiram o controle positivo, no qual as células foram mantidas
apenas em contato com o meio DMEM completo, € o controle com a solu¢do de PBS contendo
DMSO a 8,33%, diluida em DMEM completo na mesma propor¢ao utilizada nos pogos com as

amostras.
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Por fim, as placas foram submetidas ao ensaio de MTT (0,5 mg-mL™") e incubadas por
2 horas. Apds a incubagao, o meio foi cuidadosamente removido e substituido por 100 uL de
DMSO, seguido de agitagdo com auxilio de uma multipipeta para dissolugdao completa dos
cristais de formazana formados (insoliveis em meio aquoso) pela metabolizacdo do sal de
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio. Essa etapa também contribuiu para
o desprendimento celular, a homogeneizacao da solucdo em cada pogo e a adequada revelacao
da coloragdo. Apos um periodo de repouso de 10 minutos, as leituras de absorbancia foram
realizadas a 570 nm em leitor de microplacas. Os resultados foram expressos como
porcentagem de inibicdo em relacdo ao controle celular, composto apenas por DMEM

completo, representando o crescimento celular sem interferéncia das amostras.

Figura 10 — Etapas do teste de citotoxicidade e disposi¢do dos extratos secos.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

4.11 Ensaios antimicrobianos

Os ensaios antimicrobianos foram realizados conforme a metodologia descrita por Silva
et al. (2025) para o crecimento e cultivo dos microorganismos e por Monteiro et al. (2024) para
o ensaio de atividade, com adaptacdes, e seguindo a normatizagdo internacional estabelecida
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), conforme o manual M07-A10 (2015),
utilizando as cepas Escherichia coli (ATCC 11303), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Ap6s o cultivo e ajuste da densidade otica das

suspensdes microbianas, foram preparadas diluigdes seriadas dos extratos obtidos com
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diclorometano (DCM) e hexano (HEX), referentes a amostra com maior atividade
antioxidantes.

Os extratos foram diluidos na concentragdo de 25 mg-mL™" em tampao PBS contendo
8,33% de DMSO como solvente, e as amostras foram esterilizadas em filtro de PTFE de 25 uym
em camara de fluxo laminar. Em placas estéreis de 96 pogos, foram adicionados 200 uL de cada
amostra em triplicata, seguidos por 100 pL de caldo Mueller-Hinton (M-H). Em seguida,
realizou-se a diluicao seriada, transferindo 100 pL dos pogos da primeira coluna para os
subsequentes, utilizando movimentos de pipetagem “up and down”, obtendo-se concentragdes
de 1/2 até 1/128 em relagdo a amostra inicial.

Ap0s esse preparo, adicionou-se 100 pL da suspensdo de cada microrganismo em todos
0s pogos ¢ as placas foram incubadas por 18 horas a 37 °C. Como controles negativos, foram
utilizados o caldo puro, sem adicdo de amostra ou microrganismo, bem como as amostras
diluidas em caldo para verificar possiveis contamina¢des. Como controle positivo, foram
utilizados pogos contendo microrganismos e caldo, além de pogos com solu¢do de PBS em
8,33% de DMSO nas mesmas concentragdes das amostras, para avaliar possiveis interferéncias
do DMSO.

Para ser considerada a Concentragdo Minima Inibitoria visivel (MIC), foram observadas
na placa caracteristicas como turbidez e precipitacdo bacteriana no fundo do pogo, em
comparagdo com o controle negativo (sem bactéria) e o controle positivo (com bactérias). Além
da leitura visual, o percentual de inibigao foi calculado a partir da densidade 6ptica (DO) medida
a 620 nm em leitor de microplacas (SpectraMax 13x, Molecular Devices). A absorbancia da
amostra foi subtraida da absorbancia do branco (pogos contendo amostra e meio, mas sem
microrganismo) e valores iguais ou inferiores a 0,09 foram considerados indicativos de inibigao.

A percentagem de viabilidade microbiana foi determinada comparando-se os valores
com o controle positivo (meio + microrganismos), que foi considerado como 100% de

crescimento, conforme descrito na equagao 4.6 a seguir.

ABS da amostra

Inibicao(%) = (1 - ) x 100 4.6

ABS do controle positivo
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os DESs produzidos foram selecionados com base em um estudo das misturas eutéticas
que demonstraram o melhor desempenho na extragdo de compostos de matrizes vegetais. A
revisdo da literatura revelou que misturas eutéticas contendo cloreto de colina (ChCI) como
HBA e acidos latico e oxalico, bem como 1,2-propanodiol como HBD, apresentaram excelentes
resultados na extragcdo de compostos antioxidantes e fendlicos (Bubalo et al., 2016; Leal, et al.,
2022; Ueda, 2020; Zhou; Fakayode; Li, 2023). Além disso, foi observado que um DES a base
de mentol e acido latico poderia se destacar na extragdo de compostos lipofilicos, como as
acetogeninas, devido a sua caracteristica hidrofobica (Ueda, 2020).

Portanto, esses DESs foram escolhidos para a composi¢do deste trabalho, visando atuar
como extratores ativos além do efeito de diluicdo e difusdo de compostos facilmente acessiveis
no meio de extragdo, devido ao pré-tratamento da folha e ao efeito mecanico ja provocado pelo
método de moagem. Para isso, as caracteristicas intrinsecas dos DESs produzidos foram

investigadas e sdo apresentadas a seguir.

5.1 Caracterizacao dos DESs.

Os DESs mencionados na Tabela 2 foram produzidos usando duas diferentes
metodologias, devido aos diferentes estados fisicos dos seus componentes iniciais. Dependendo
dos materiais utilizados, foi observado que a mistura resultante poderia ou ndo se manter liquida
apos ser resfriada. A formagao de uma mistura homogénea e estavel no estado liquido, apos o
resfriamento, depende, portanto, da temperatura atingida durante a etapa de fusdo e
homogeneizacao dos componentes. Ou seja, para garantir que a mistura permaneca liquida, ¢
essencial controlar a temperatura durante o processo de preparacao e escolher corretamente os
precursores, bem como suas composi¢des molares. (Savi, 2019).

Nesse sentido, para a sintese do DES CCAO a relagdo molar ideal obtida foi 1:1, com
temperatura de producgdo de 80 °C (Bubalo et al., 2016; Li et al., 2022; Suresh et al., 2022). J&
a combinacao molar de 1:2, proposta no método de misturas eutéticas naturais por Dai et al.
(2013), a 60 °C, ndao promoveram a formacdo do DES, mas conduziu a total solidificacdo da
mistura ao final do processo, reiterando a necessidade de maior temperatura e correta
combinagdo molar entre os componentes. Esse comportamento esta relacionado as interagdes
entre as moléculas, especialmente aquelas que formam ligacdes de hidrogénio nos doadores de
ligagdo de hidrogénio (HBDs). Essas interacdes podem levar ao desenvolvimento de conexdes

paralelas indesejadas, que desviam a mistura do equilibrio necessario para manter o ponto
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eutético. Assim, as interagdes extras de ligagdes de hidrogénio entre os HBDs podem impedir
que a mistura atinja o estado ideal de equilibrio, afetando sua capacidade de se manter
homogénea e liquida apos o resfriamento.

Estudos disponiveis na literatura apontaram que hd uma tendéncia a solidificagdo
quando ha presenga de moléculas de 4guas livres no meio e isso intensifica-se com o nivel de
hidratacdo dos componentes (Benvenutti; Zielinski; Ferreira, 2019; Dai et al., 2015). Por
exemplo, ao utilizar o Cloreto de Colina (ChCl) como HBA, observa-se que o ponto eutético
pode ser atingido com concentragdes molares mais altas de HBDs monoidratados em
comparagdo com HBDs diidratados. Por isso, para o DES de CCAO, feito a partir de acido
oxalico diidratado, foi necessaria a realizagdo de uma segunda preparacdo com menor
concentragdo molar de HBA e em temperaturas superiores, para garantir uma mistura liquida e
impedir a solidificagdo.

Observacao semelhante foi feita com o DES CCP. Inicialmente, a mistura permaneceu
homogénea a temperatura ambiente apds a preparacdo, mas apoOs 24 horas de repouso,
formaram-se precipitados incolores em formato de agulhas no fundo do recipiente. Esses
precipitados se dissolvem completamente quando o sistema ¢ reaquecido a 40 °C, mas
reaparecem apos o resfriamento € um novo periodo de repouso de 24 horas. Isso sugere que, na
propor¢ao molar de 1:2 entre ChCl e 1,2-propanodiol, ha um desequilibrio que permite a
formacgao desses precipitados. Apesar disso, prosseguiu-se com o uso do CCP nessas condi¢des
a fim de comparar com os dados disponiveis em outros trabalhos de extrag¢do utilizando o
mesmo DES.

Ap0s a preparagdo, todos os DESs obtidos resultaram em uma mistura incolor e viscosa.
As medic¢des de densidade e viscosidade foram realizadas, e os resultados sdo apresentados na
Figura 11. As densidades das misturas (Figura 11-a) seguem o padrao decrescente: CCAO >
CCAL (1:4) > CCAL (1:2) > CCP > MAL, independentemente da temperatura. Quanto a
viscosidade dinamica (Figura 11-b) e a tensdo superficial (Figura 11-c), o padrdo observado foi
CCAO > CCAL (1:2) > CCAL (1:4) = CCP > MAL at¢ 50 °C. No entanto, acima dessa
temperatura, as amostras, com exce¢do do CCAO, tendem a apresentar viscosidades
semelhantes.

O comportamento de decréscimo nas viscosidades e densidades com o aumento da
temperatura era esperado. Porém, foi observado que algumas amostras comec¢aram a mostrar
sinais de degradagdo a temperaturas superiores a 70 °C (especialmente as amostras CCAO e
CCAL), enquanto outras amostras (MAL e CCP) apresentaram solidificagdo em temperaturas

abaixo de 30 °C.
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Figura 11 — a) Densidade b) Viscosidade dindmica c) Tensao superficial dos DESs produzidos.

Densidade (g.cm™)

Tenséo superficial (nN.m'1)

Fonte:

Viscosidade Dinamica (mPa.s)

—=— CCAL(1:4) —— CCAL(1:2) —e— CCP —— CCAO —— MAL

1,30
a)
1,25
120 \
1,15 N
1,10
1,05 - '\'\-._.\‘\'\'
1,00 ‘\‘\‘\‘\‘—‘\‘\’
20 30 40 50 60 70 80 90
Temperatura (°C)
5004 b)
400
300 -
200 -
100 4
0_
T T T T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatura (°C)
70—: C)
63 \v\‘\‘—v
56
49
R e
35
m]
214 T T T T T
30 40 50 60 70

Temperatura (°C)

Elaborado pelo autor (2025).



55

(*) A densidade foi medida com uma incerteza de +0,00005 g-cm™, a viscosidade foi
determinada com uma incerteza de +0,35%, e a tensdo superficial foi obtida a partir de 15
medi¢des por ponto, com uma incerteza de 0,01 mN-m™, considerando uma variacdo de

temperatura de até 0,1 °C medida externamente.

O CCAOQO apresenta os maiores valores de viscosidade e densidade em todas as
temperaturas, o que era esperado devido a sua composi¢do. A mistura ¢ formada por dois
componentes solidos que se fundem nas condicdes do ponto eutético caracterizando-se
realmente um so6lido fundido com aspecto de mel. Além disso, o agente doador possui duas
hidroxilas, o que permite a formacdo de multiplas ligagdes de hidrogénio com os ions Cl” do
ChCl. Essas interagdes fortes podem até levar ao emparelhamento das moléculas, resultando
em uma mistura altamente densa com muitas ligagdes intermoleculares. Esse elevado grau de
interagdo dificulta a motilidade do meio, aumentando tanto a viscosidade quanto a densidade
da mistura (Dai et al., 2015; Loukri et al., 2022).

Em contraste, o DES a base de mentol apresenta as menores viscosidade e densidade
em comparagdo com as outras misturas, provavelmente devido as fracas ligacdes de hidrogénio
que o formam. No caso do MAL, a ligagdo mais provavel ocorre entre a hidroxila do acido
latico e a hidroxila do mentol, o que naturalmente requer mais energia, ja que interrompe a
estabilidade das moléculas e gera uma carga parcial negativa, além de precisar superar possiveis
impedimentos estéricos da cadeia carbonica do mentol, o que sera posteriormente discutido nos
resultados de caracterizagdo quimica. Essas limitagdes podem resultar em ligagdes mais fracas
em comparacdo com os DESs a base de ChCl, onde o receptor ¢ um ion cloreto, altamente
eletronegativo e que atrai facilmente o HBD. Apesar dessas indicac¢des, um estudo molecular
seria necessario para esclarecer melhor o comportamento das interagdes intermoleculares dos
DESs.

Adicionalmente, os dados de tensdo superficial mostrados na Figura 11(c) indicam um
leve declinio conforme a temperatura aumenta. Isso sugere que a tensdo superficial dos
compostos varia pouco, demonstrando alta estabilidade estrutural, mesmo em se tratando de
interacoes relativamente fracas nas misturas eutéticas. No entanto, fora das condi¢oes exibidas
no grafico, algumas misturas, como o CCP e 0o CCAO, mostraram sinais de solidificacdo abaixo
de 30 °C e degradagdo acima de 90 °C. Esses valores representam os limites de estabilidade
dessas misturas, indicando as temperaturas nas quais elas mantém suas propriedades sem

alteragdes significativas.
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As andlises termogravimétricas (TGA) e suas derivadas (DTG) sdo apresentadas na
Figura 12. As curvas obtidas permitiram avaliar o perfil térmico dos DES CCAL (1:4), CCAL
(1:2), CCP, CCAO e MAL, identificando etapas distintas de degradacgdo térmica, bem como a
estabilidade dos materiais. Em todas as amostras, observou-se uma leve perda de massa inicial
abaixo de 100 °C, atribuida a eliminagao de dgua residual, indicando baixa umidade no sistema
(Dai et al., 2013). Entre 100 °C e 300 °C, foi identificada uma degradagdo térmica semelhante
em todas as misturas, padrao também descrito na literatura para misturas eutéticas contendo
cloreto de colina como HBA (ponto de decomposi¢ao entre 180-200 °C) (Souza, 2022).

A literatura aponta que o comportamento térmico dos DES ¢ fortemente influenciado
pela natureza dos compostos doadores de hidrogénio (HBDs) presentes (Dias, 2016; Paveglio,
2016). Dessa forma, a decomposi¢ao térmica dessas misturas ocorre predominantemente em
dois estagios, associados a separacdo dos componentes individuais (HBA e HBD), devido a
ruptura das ligacdes de hidrogénio que os estabilizam (Marchel et al., 2022). No primeiro
estagio, observa-se a volatilizacdo ou decomposicdo do componente menos estavel, geralmente
o HBD, que apresenta menor ponto de ebulicao. O segundo estagio corresponde a degradacao
do componente mais estavel, tipicamente o HBA, em temperaturas mais elevadas.

Especificamente para a amostra CCAL (1:4), a principal etapa de degradagdo ocorreu
entre aproximadamente 150 °C e 300 °C, com picos na curva DTG em 170 °C e 220 °C,
indicando a decomposi¢ao inicial do 4cido latico (ponto de decomposicao =160 °C), seguida
pela degradacao do cloreto de colina. Apos 350 °C, observou-se estabilizagdo térmica com
residuo solido remanescente. A amostra CCAL (1:2) demonstrou comportamento semelhante
ao da razdo 1:4, porém com maior intensidade de perda de massa entre 200 °C e 300 °C. Um
unico pico de DTG foi observado em 250 °C, sugerindo maior estabilidade térmica e possivel
sinergismo entre os componentes. A estabilizacdo da massa ocorreu apds 300 °C, com menor
fracdo residual em relagdo a amostra 1:4, o que indica influéncia da razdo molar na estabilidade
térmica do sistema.

A amostra CCP apresentou multiplas etapas de degradag@o. A primeira perda de massa
foi registrada de 60 °C até cerca de 150 °C, seguida por eventos significativos entre 200 °C e
300 °C. A curva DTG revelou dois picos distintos, localizados aproximadamente em 230 °C e
320 °C, sugerindo a presen¢a de compostos com diferentes perfis de decomposicdo térmica.
Isso indica que esta mistura ndo apresentou sinergismo suficiente para formar um DES estavel,

mantendo maior separacdo molecular entre os componentes.
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Figura 12- TGAs e DTGs para cada DES produzido.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

De forma semelhante, a amostra CCAO apresentou um perfil com multiplas transi¢oes
térmicas. A perda inicial de massa ocorreu em torno de 150 °C, relacionada a eliminacao do
acido oxalico (sublimacao =150 °C; decomposi¢dao ~189 °C). A principal faixa de degradagdo

foi observada entre 200 °C e 290 °C, com dois picos na DTG em 220 °C e 300 °C. A partir de
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400 °C, nao foram registradas perdas significativas, indicando degradacdo quase completa e
baixa massa residual.

Por fim, a amostra MAL apresentou uma Unica etapa acentuada de degradagdo térmica,
com perda expressiva de massa entre 50 e 200 °C. O pico maximo de DTG foi registado por
volta de 190 °C, caracterizando um evento dominante de decomposicao tipico de compostos
puros, 0 que caracteriza essa mistura eutética como estavel e bem interligada em termos de
interacaoes de pontes de hidrogénio. De forma geral, os perfis térmicos indicam que as amostras
analisadas possuem diferentes composi¢des e niveis de estabilidade térmica, refletindo
variagdes na natureza quimica dos componentes e nas proporgdes utilizadas.

Conforme estabelecido na literatura, a estabilidade térmica dos DESs esta
intrinsecamente relacionada a forca das interagdes de hidrogénio, que atuam como barreira
energética dificultando a liberagdo das moléculas individuais - fendmeno que demanda maior
energia de decomposi¢ao quando comparado aos componentes isolados (Marchel et al., 2022).
Este aspecto ¢ particularmente relevante para aplicagdes em processos de extracdo, onde a
determinagdo precisa da temperatura maxima operacional ¢ fundamental para evitar degradagao
prematura do solvente.

Paralelamente aos resultados obtidos por TGA, os dados de calorimetria exploratdria
diferencial (DSC) apresentados na Figura 13 indicam uma elevada estabilidade térmica das
misturas eutéticas produzidas. Assim como relatado por Dai et al. (2013), observa-se que os
DES analisados comportam-se como complexos supramoleculares com estado liquido estavel
em uma ampla faixa de temperatura, variando de aproximadamente —50 °C a 100 °C, sem exibir
picos caracteristicos de fusdo ou ebuli¢ao.

A auséncia de transigdes de fase evidentes nas curvas de DSC refor¢cam a estabilidade
estrutural dos DES, conforme também reportado na literatura (Souza, 2022). Apenas a amostra
CCAO apresentou uma leve variacao no fluxo de calor em torno de 20 °C (AH = 1,63 mW),
sugerindo a ocorréncia de um evento de fusdo dos compostos. Esse comportamento € esperado,
uma vez que essa mistura ¢ composta por dois solidos a temperatura ambiente e esta de acordo
com os outros DSCs de misturas eutéticas formadas por solidos ja reportados (Cui et al 2021;

Savi, 2019).
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Figura 13-DSC para todos os DES produzidos.
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Ainda assim, assim como observado nas demais amostras, o resfriamento do sistema
nao resultou na separacao dos componentes iniciais, o que indica que o complexo eutético
formado nao se trata apenas de uma combinag¢do fisica transitoria, mas sim de uma estrutura
supramolecular estavel. Dessa forma, mesmo com a identificacdo de uma transi¢ao térmica, a
amostra CCAO mantém sua integridade quimica ao longo da analise.

Quanto a caracterizacdo quimica, os espectros FTIR (Figura 14) gerados para CCAL
(1:4) e CCAL (1:2) apresentaram o mesmo perfil portanto sao mostrados somente como CCAL.
Os resultados mostram que, em todos os DESs, hé a presencga do grupo hidroxila, evidenciada
pela banda larga correspondente a vibracdo de estiramento O-H, detectada na regidao de 3351-
3471 cm™, ndo suficientemente intensa para indicar 4gua no meio, mas caracteristica dos HBDs
(Cui et al., 2021; Kachangoon et al., 2020). Nota-se uma maior intensidade da banda
correspondente ao agrupamento O-H em CCP (3353 cm™), que, juntamente com uma banda
estreita e intensa em 1034 cm™, relacionada a vibragdo C-N, pode indicar a presenga de um
excesso de ChCl ndo reagido na mistura, resultante de um desequilibrio molar no sistema

(Kachangoon et al., 2020).
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Figura 14 — Espectros FTIR dos DESs produzidos.
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O conjunto de duas a trés bandas observadas na regido de 2860-2982 cm™ no espectro
infravermelho indica estiramentos dos grupos alifaticos CH2 e CHs, que sdo caracteristicas
comuns em para a maioria dos DESs. A exce¢do esta no padrao do CCAO, que contém acido
oxalico, o qual apresenta uma diferenga devido a presenca de carbonos do tipo sp?
(apresentando uma ligagdo m- dupla e duas ligagdes o- simples) em sua estrutura. Esta
conformacao conecta os carbonos da cadeia principal a oxigénios e outros carbonos, formando
estruturas que interrompem os grupos alifaticos. Isso significa que ndo hd o mesmo tipo de
estiramento caracteristico dos grupos CHz e CHs presentes em outros DESs, e, portanto, para o
CCAO o padrao de FTIR difere dos demais devido a auséncia de espelhamento dos hidrogénios
na estrutura (Zhang et al., 2022).

Ja na faixa de 1712-1717 cm™, tanto para CCAL quanto para MAL, ¢ possivel observar
a banda correspondente a carbonila (C=0) do acido latico presente nesses dois compostos (Cui
etal.,2021; Zhang et al., 2022). Isso caracteriza a similaridade quimica entre esses dois DESs
mesmo formandos interagdes distintas com dois tipos de HBA, que sdo o cloreto de colina e o
mentol.

Por fim, para CCAO, observa-se uma banda em 1605 cm™, que pode estar associada a
ligagdo C=0 do grupo -COO, sobreposta ao grupo H-N do ChCI (Cui et al., 2021). Essas
informacodes indicam que, em cada mistura eutética, as moléculas de HBD e HBA permanecem

presentes no meio apods a produgdo, e estdo em equilibrio (estaveis), o que cria as condigdes
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necessarias para a formacao dos DESs (Cui ef al., 2021; Huang et al., 2019; Paiva et al., 2014;
Zhang et al., 2022).

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) confirmaram a composicao de
todos os DESs formados e estdo alinhados com os dados obtidos por FTIR. Os padroes
observados tanto na mistura fisica quanto nas amostras de DES sdo consistentes, indicando que
a composicao original das substincias permanece intacta na mistura, conforme esperado para
um DES. Segundo a literatura, um DES deve manter todos os componentes da mistura eutética,
com intera¢des principalmente de ligagdes de hidrogénio. Portanto, a equivaléncia entre os
espectros da mistura fisica e do DES formado ¢ um resultado esperado (Delso et al., 2019;
Espartero et al., 1996; Panda ef al., 2018). Os resultados de RMN, junto com as estruturas dos
compostos predecessores e os sinais identificados, estdo apresentados na Figura 15.

Os espectros de '"H-RMN (Figura 15-a) de todos os DESs a base de cloreto de colina
apresentaram sinais caracteristicos desse composto em A-3,09 ppm (s, 9H), para o grupo N-N-
N-trimetil, e o primeiro tripleto em B-3,39 (t, 2H), caracteristico do grupo alifatico CH> do
ChCl. No entanto, o sinal C esperado para este composto, que representa o tripleto em 3,66-
3,64 ppm para OH, ndo foi observado no espectro de CCP, sendo possivelmente sobreposto por
outros sinais do 1,2-propanediol ou simplesmente suprimido devido a condi¢ao de instabilidade
desse DES. Ja para os espectros de '*C (Figura 15-b), todos os DESs contendo cloreto de colina
exibem o sinal em 53,6 ppm (A) e em 55,5 ppm (B), mas o terceiro sinal (D) ¢ obtido de maneira
ligeiramente distinta, apresentando-se em 66,2 ppm nas misturas de CCAL, como esperado,
enquanto para CCP e CCAO ele ¢ deslocado para 67,4-66,6 ppm (DELSO et al., 2019).

Essas diferencas podem estar relacionadas as interagdes moleculares nas amostras de
DESs. No caso do CCP, a ndo identifica¢do do sinal C no espectro de 'H sugere que o grupo
COH menos impedido estéricamente do 1,2-propanodiol pode se dissociar para liberar
hidroxilas ou formar subprodutos. Quanto ao CCAO, o deslocamento indica uma maior
eletronegatividade com o aumento da distdncia do grupo em relagdo ao TMS, resultando em
uma condi¢do molecular mais dcida para esse DES, o que sera comprovado posteriormente nos

dados de pH.
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Figura 15 — Padroes de RMN para todos os DESs produzidos e moléculas identificadas para
cada estrutura de DES: a) RMN de 'H b) RMN de "*C.
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Sobre a presengca dos HBDs que formaram as estruturas dos DESs, algumas
informagdes adicionais foram obtidas. Nos espectros de 'H-RMN (Figura 15-a) dos trés DESs
contendo acido latico (CCAL 1:4, CCAL 1:2 e MAL), foram observados sinais especificos: D=
1,20 ppm (d, 3H) e E=4,01 ppm (q, 1H), que sdo caracteristicos desse composto (Suganuma et
al., 2012). No entanto, o sinal esperado para o grupo OH, também presente em compostos
formados por 4cido latico, ndo foi identificado. Isso sugere que o grupo OH pode estar
interagindo com ligagdes de hidrogénio do Cloreto de Colina (ChCl) ou do mentol, o que
poderia explicar a auséncia do sinal esperado para o OH no espectro.

Para o 1,2-propanediol, os espectros de '"H do CCP mostraram um dubleto em G-0,96
ppm (d, 3H) e os sinais H-3,80 ppm (m, 3H) e I-3,53 ppm (dd, 3H) sobrepostos aos sinais da
colina. Nos espectros de *C do CCP, ndo houve sinal para o grupo COH do 1,2-propanodiol,
aparecendo apenas sinais para os outros dois carbonos (G-20,4 ppm e 1-67,7 ppm). No caso do
CCAO, os espectros sao mais simples devido a simetria da molécula, com um unico sinal para
os hidrogénios em J-4,57 ppm (s, 1H) e para os carbonos em J-161 ppm (Ghorbani-Vaghei et
al., 2010).

A molécula de mentol apresenta diversas interagdes devido a presenga do anel ciclico,
e essas interacdes sdo evidenciadas principalmente no espectro de 'H. Os sinais vio desde K-
0,69 ppm, que corresponde ao singleto de 9H proximo ao grupo metileno, até o dupleto de 2H
associado a0 CHz em P-1,61 ppm. No espectro de '*C do MAL, os sinais variam de K-16,91
ppm até P-66,3 ppm, e o grupo CH mais eletronegativo do anel aparece em O-176,69 ppm
(Aroso et al., 2016). Esses dados ajudam a caracterizar as interagdes responsaveis pela
formacao da mistura eutética no DES, que sdo mais fracas comparadas as interagdes nos DESs
formados com ChCl.

Outras caracterizagdes sobre a condicdo fisico-quimica dos DESs foram realizadas,
incluindo a analise do pH das misturas (Figura 16-a). Todos os DESs apresentaram um carater
fortemente 4cido, indicando alta corrosividade. Para o caso do MAL, essa acidez pode ser
atribuida ao pH do HBD. No entanto, para os DESs a base de ChCl, essa explicacdo ndo se
aplica, pois, os HBAs utilizados nestas misturas tem um pH de 6,5 a 25 °C, e os predecessores
nao apresentam o mesmo nivel de acidez. Especificamente, o acido latico no CCAL e MAL
tem um pH de 5,5 (25 °C), o 1,2-propanodiol usado no CCP tem um pH de 7,0 (25 °C), e o

acido oxalico tem um pH de cerca de 1,5 (25 °C).
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Figura 16 — Caracterizacao fisico-quimica dos DESs: a) pH das misturas eutéticas a 25°C b)
Concentragao de ions cloretos detectados por titulagdo com AgNOs3 e ¢) Umidade relativa
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

(*) Os valores sao apresentados como média + DP (n >2) para um nivel de confianca de 95%.

Mesmo utilizando o 4cido oxalico, conhecido por sua alta acidez, os valores de pH
obtidos para o CCAO foram surpreendentemente baixos (pH = —0,84). Essa acidez extrema
pode ser explicada pelos valores de pKa do acido oxalico (apresenta dois pontos de dissociagao
a a25 °C: pKai = 1,23 e pKaz = 4,19), que favorecem a liberagdo de protons mesmo em meios
pouco aquosos (Kumar; Irfan; Datta, et al., 2019). O mesmo comportamento foi observado em
misturas contendo acido latico (pKa =~ 3,86), embora com pH levemente superior (Wardi, et al.
2020). Assim, € possivel atribuir os baixos valores de pH observados nesses DESs ao carater
acido dos proprios HBDs utilizados.

Adicionalmente, considerando que a colina estad presente como sal de cloreto (ChCl), a
possibilidade de liberag@o de ions Cl™ também foi investigada. Um teste qualitativo com AgNOs
(Figura 16-b) confirmou sua presenga, evidenciada pela formagao de um precipitado branco de
AgCl. Essa condi¢do possibilita a formacdao de HCl no meio eutético, especialmente em
misturas com elevada dispersdo de H'. Essa hipotese ja foi levantada por Paveglio (2016), que
demonstrou a forma¢do de HCl em DES contendo ChCl, a partir da interacdo com protons
oriundos do HBD.

Assim, a presenga de HCI nas misturas pode contribuir para a elevada acidez observada,

j& que esse composto apresenta pH de —1,1 a 25 °C em sua forma soélida e atrelado ao fato de
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que os DES sdo considerados so6lidos fundidos, tal condi¢do quimica favorece a geracdo de
ambientes altamente acidos, o que ajuda a explicar os baixos valores de pH registrados.
(Nordstrom et al., 2000; Yuan; Keane, 2004). No entanto, € importante destacar que esse efeito
parece ser secundario nos DES a base de acido oxalico e 4cido latico, em que o pH baixo ¢ mais
coerentemente atribuido a acidez intrinseca dos préprios HBDs. J& para a mistura CCP, a
influéncia da liberagao de HCI se mostra mais relevante.

Quanto a umidade relativa dos DESs (Figura 16-c), observou-se que, em geral, mesmo
os DESs hidrofilicos t€ém valores abaixo de 5%. O CCP tem a menor porcentagem de umidade
relativa (1%), o que pode indicar que nesse sistema ocorre uma supressao significativa das
hidroxilas disponiveis no meio impedindo a disposi¢do de 4gua e pode ser uma das razdes para
a precipitagao. Os outros DESs hidrofilicos também apresentam baixa umidade devido as suas
composigdes. No caso do CCAO, a presenca de uma tinica molécula de HBD por HBA reduz
a possibilidade de interagdes paralelas e a liberacao de dgua, o que também ¢ refletido na baixa
motilidade dessa mistura verificada nos resultados de densidade e viscosidade. Por fim, o DES
hidrofobico MAL tem a segunda maior umidade relativa, indicando certa tolerancia a presenga
de umidade. Isso também pode ser um fator que influencia na mobilidade das moléculas e reduz
a densidade e viscosidade desse DES.

As caracterizagdes dos DESs ndo apenas justificam seus desempenhos nos testes de
extracdo, mas também ajudam a explicar os componentes extraidos. Os resultados da extra¢do

serdo apresentados no proximo topico.

5.2 Extracao de compostos: Caracterizacio de extrato antes e apos recuperacio.

i. Atividade antioxidante dos extratos com DESs
Os resultados da atividade antioxidante das amostras, apdés a extragdo, estdo
apresentados na Figura 17. Os dados estdo organizados e nomeados de acordo com o solvente
eutético utilizado na extracdo e agrupados quanto a temperatura ou tempo de operacgdo, para os
métodos de agitacdo com banho aquecido (SBH) e banho ultrassonico (UBT), respectivamente.
Os valores foram calculados com base numa correlagdo entre a absorbancia medida ¢ a

concentragdo equivalente do antioxidante padrao aplicado em cada tipo de ensaio.
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Figura 17 — Atividade antioxidante (*) do extrato de p6 de folha de gravioleira com DES

como solvente: Fenolicos totais das amostras das extragdes a) SBH e b) UBT, e Atividade

Antioxidante Total (ABTS) das extra¢des ¢) SBH e d) UBT.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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(*) Os valores sao apresentados como média + DP (n >2). A analise estatistica foi realizada por

ANOVA two-way, utilizando o teste de comparagdes multiplas de Tukey. Letras iguais indicam

que ndo ha diferengas significativas entre os valores para um nivel de confianga de 95%.

Os resultados da extracdo utilizando agitacdo em banho aquecido (SBH), a sequéncia

de desempenho das amostras, em termos de atividade antioxidante, segue o padrao decrescente:

CCAO > CCAL 1:4 =CCAL 1:2> CCP = MAL, tanto nos ensaios antioxidantes TPC (Teor de

Compostos Fenolicos Totais) quanto ABTS (atividade antioxidante). O DES CCAO se destaca

como o mais eficaz nas extragdes, alcangando o ponto 6timo a 50 °C com 244 pmol de Trolox

por grama de p6 de folha (umol Trolox.g™!) e 130 mg de 4cido galico equivalente por grama de

p6 de folha (mg GAE.g™"). Esse desempenho superior era esperado, uma vez que o CCAO é o
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DES mais 4cido entre todos os utilizados, e essa acidez pode ter contribuido para a eficiéncia
na extragao de compostos antioxidantes da folha da gravioleira.

Apesar disso, a atividade antioxidante do CCAO em extragdes a 30 °C ¢ comparavel ou
ligeiramente superior a dos outros DESs. Esse comportamento pode ser explicado pela baixa
mobilidade do CCAO como solvente que, em baixas temperaturas, enfrenta dificuldades devido
a sua alta viscosidade, densidade e tensdo superficial, como ja foi observado nos ensaios de
caracterizacdo. Esses fatores dificultam a extra¢do a temperaturas mais baixas, mesmo com a
alta acidez do CCAO e corrobora com as informagdes apresentadas na literatura, que apontam
a elevada viscosidade e densidade como uma das principais desvantagens do uso de DES
(Bubalo et al., 2016; Dai et al., 2015; Ueda, 2020). No entanto essa condi¢ao se da somente em
temperaturas abaixo de 40 °C, mas em temperaturas em torno de 50 °C o CCAO se destaca
como um dos solventes eutéticos de melhor desempenho nas extragdes, o que também ja foi
relatado em outros trabalhos disponiveis na literatura (Bubalo et al., 2016).

Por outro lado, os extratos de CCAL nas proporgdes 1:2 e 1:4 ndo alcangam os altos
niveis de atividade antioxidante como os observados com o CCAQO, mas apresentam resultados
consistentes mesmo em diferentes condigdes operacionais. Esses extratos mostram resultados
semelhantes independentemente da temperatura ou do tempo de extragdo analisado. Isso sugere
que estes DESs sdo relativamente estdveis e ndo apresentam sinais de degradacdo, mesmo
quando aquecidos a 70 °C, conforme anteriormente indicado pelos dados de tensdo superficial,
TGA e DSC (Bubalo et al., 2016; Loukri ef al., 2022; Shabani et al., 2020).

A 70 °C, os extratos CCAL nas proporg¢des 1:2 e 1:4 apresentaram uma leve melhoria
no desempenho, provavelmente devido ao efeito da temperatura, que facilita a extragdo de
compostos de matrizes vegetais. No entanto, a diferenca em relagdo ao ponto 6timo de extragao
foi minima, o que nao justifica o aumento do gasto energético para obter ganhos adicionais tao
pequenos. Além disso, considerando que os compostos de interesse, as acetogeninas, possuem
baixa estabilidade em temperaturas superiores a 65 °C, o aumento da temperatura pode resultar
em degradacdo dos mesmos, prejudicando a qualidade do extrato.

Os extratos obtidos com CCP em SBH mostram valores de TPC inferiores as amostras
extraidas com CCAO ou CCAL em todo o intervalo de temperatura testado. O comportamento
dessa amostra ¢ quase linear, com o conteudo antioxidante aumentando a medida que a
temperatura aumenta, até alcancar valores de ABTS similares aos de CCAL (1:2) a 70 °C. Esses
resultados sdo surpreendentes, considerando que o DES CCP ¢ o menos 4cido, com pH em
torno de 4-5, mas ainda assim apresenta um desempenho consideravel em comparagdo com

seus pares de pH abaixo de 1. Apesar disso, o CCP ndo apresentou os melhores resultados com
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o aumento do tempo de operacgdo, o que pode estar relacionado a presenca de material sdlido
no solvente, resultante da instabilidade provocada pela falha na combinagdo molar entre ChCL
e 1,2-propanodiol. Essa instabilidade originou uma mistura facilmente degradavel a cerca de
60 °C, como observado nas analises térmicas (TGA) desse DES.

O DES MAL foi o solvente menos eficiente nas extragdes, apresentando apenas um
leve aumento nos valores de TPC com o aumento da temperatura, enquanto os valores de ABTS
permaneceram constantes. Vale destacar que durante as extragdes, notou-se que o solvente
comegou a volatilizar, emitindo um forte odor caracteristico de mentol. Esse odor foi se
intensificando a medida que se aumentou a temperatura de operagdo, a ponto de a extracio a
70 °C ser necessariamente realizada em uma capela de fluxo laminar para garantir a seguranca.
Por conta disso ja seria esperado que os resultados de extragdo a 70 °C sofressem com o efeito
da degradagao do DES.

Com base nos dados nota-se que mesmo a caracteristica hidrofébica desse DES nao
ajudou na extracdo de antioxidantes, ao contrario do que foi relatado por Ueda (2020), onde o
MAL mostrou alta atividade nas extracoes de folhas de uvaia, alcangando valores até trés vezes
maiores do que os extratos com CCAL. Entretanto, os resultados deste trabalho sdo semelhantes
aos mencionados, no que diz respeito ao melhor desempenho desse DES na extra¢do de
compostos detectados pelo método TPC, em comparagdo com o método ABTS. De fato, no
valor de TPC, a extracdo com MAL apresentou resultados equivalentes aos obtidos com CCP,
alcancando 50 mg GAE-g'a 70 °C.

Os resultados obtidos pelo método UBT sdo menos polarizados estatisticamente em
comparagdo ao método SBH, ou seja, os valores de atividade antioxidante nesse caso
apresentam pouca variacdo com aumento do tempo de operacdo, mantendo-se constante para a
maioria dos DESs. Além disso, observou-se que o tempo de extracdo teve um impacto maior
na variagao dos fenolicos totais extraidos do que nos compostos antioxidantes. Assim, o ponto
o0timo para o método UBT, realizado a 30 °C, em termos de quantidade de compostos
antioxidantes, foi alcancado em 30 minutos de operacdo. Com base nos dados, prolongar o
tempo de extragdo ndo trouxe resultados significativos no contetido antioxidante, exceto para o
CCAQO, que apresentou um leve aumento com 120 minutos de extracao (112 uM de Trolox.g™).
Estes dados conferem com outras otimiza¢des envolvendo o uso do banho ultrassénico em
diferentes tempos de operagdo (Leal, et al., 2022; Ueda, 2020).

Em relagdo aos resultados de TPC, observou-se que o CCAL 1:4 promoveu uma
extracao de fenolicos em UBT superior a obtida em SBH, também a 30 °C (60 mg GAE.g™).

Por outro lado, os dados para o CCAL 1:2 e CCP apds 30 minutos foram inesperadamente
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baixos. Para confirmar esses resultados, a extra¢do foi repetida e os extratos novamente
analisados quanto a quantidade de bioativos, revelando o mesmo comportamento. O extrato
desses solventes também apresentou uma coloragao mais clara, indicando amostras menos
carregadas de extrativos em contraste com os extratos dos outros testes.

Comparando com os valores de SBH, nota-se que em 30 minutos de extragdo, sem
homogeneizagdo ou controle de temperatura, os niveis de atividade antioxidante sdo
semelhantes aos obtidos em SBH a 30 °C com 120 minutos de operacao. Na auséncia de
homogeneizagdo em maior escala e de aquecimento, destaca-se o papel das propriedades fisico-
quimicas dos DESs no método de extragdo solido-liquido.

Com base nestes resultados pode-se apontar que os efeitos fluidodindmicos, como
densidade e viscosidade dos DESs, ndo sao determinantes para a eficiéncia das extragoes. Além
desses fatores, ¢ crucial considerar as propriedades fisico-quimicas dos DESs e os processos
isentropicos e isentalpicos inerentes a essas misturas, a fim de melhorar e otimizar extragdes
solido-liquido com DES. Adicionalmente, as caracteristicas quimicas dos DESs podem criar
diferentes afinidades com os compostos bioativos, permitindo que sejam projetados para extrair
de forma mais eficiente certos grupos de compostos em vez de outros (Lomba ef al., 2021;
Zhou; Fakayode; Li, 2023).

Os resultados das extracdes realizadas por SBH e UBT usando DES como solvente
foram comparados com extra¢des realizadas com agua e etanol sob condigdes Otimas.
Observou-se que os DESs apresentaram um desempenho superior, sendo mais eficientes do que
os solventes convencionais nessas condigdes. Esses achados estao em concordancia com outros
estudos relatados na literatura. (Bubalo et al., 2016; Loukri et al., 2022).

Apbs o periodo de armazenamento sob refrigeragdo a -18 °C, os extratos foram
reavaliados quanto a atividade antioxidante, conforme apresentado na Figura 18. As amostras
apresentaram variagao, seguindo a ordem de atividade antioxidante decrescente: CCAO >
CCAL 1:4 > CCAL 1:2 > CCP > MAL, considerando as condigoes otimas de cada método de
extracdo. Nos novos resultados, a variagdo da temperatura ou do tempo de extragdo mostrou
pouca ou nenhuma influéncia na capacidade antioxidante da maioria das amostras. Em vez
disso, as caracteristicas especificas de cada DES utilizado nas extragdes, especialmente a

acidez, mostraram-se justificativas mais plausiveis.



Figura 18 — Capacidade antioxidante (*) das amostras de extrato em meio a DES apos

armazenamento. Valores para SBH a) FRAP ¢) ABTS e d) DPPH. Valores para UBT b) FRAP

d) ABTS e f) DPPH.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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(*) Os valores sao apresentados como média = DP (n >3). A analise estatistica foi realizada por

meio de ANOVA two-way de Tukey. Os valores foram comparados para verificar semelhangas

dentro de um mesmo DES em diferentes condi¢des de temperatura ou tempo de extragdo, e
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entre os diferentes DESs sob as mesmas condi¢des operacionais de extracdo. Letras idénticas
indicam que ndo ha diferengas significativas entre os valores, considerando um nivel de

confianc¢a de no minimo 95%

Assim, no caso dos extratos contendo CCAOQO, verificou-se uma maior polarizacdo e
discrepancia dos valores em relacdo as outras amostras, alcangcando uma capacidade
antioxidante de até 291 umol de Trolox.g™!' na extracdo UBT com 120 minutos de operagio e
213 umol de Trolox.g™' na extragio SBH a 70 °C. Essa diferenca pode estar relacionada ao
desgaste das fibras da biomassa causado pelo ultrassom. Nesse caso, como a filtragdo feita
depois da extra¢do ndo reteve totalmente as particulas menores, o contato prolongado desse
material com o DES dacido pode ter contribuido para continuar a extragdo dos compostos
bioativos durante o armazenamento. No entanto, a literatura aponta que a principal razdo para
a melhora nos resultados pode estar relacionada ao aumento da estabilidade das biomoléculas
quando armazenadas em DES de cardter dcido. Como o acido oxalico ¢ conhecido por
estabilizar compostos fenolicos, essa condi¢do favoreceria uma melhor resposta nos testes
antioxidantes apos o periodo de armazenamento. (Altunkaya; Gékmen, 2008) .

As amostras extraidas com CCAL 1.2 e CPP apresentaram valores muito semelhantes,
inclusive nas amostras de UBT a 30 °C, onde a atividade antioxidante era praticamente
inexistente, conforme as analises realizadas até 48 horas apds a extragdo. Os extratos obtidos
com MAL, 4gua e etanol mantiveram as menores capacidades antioxidantes, com valores
proximos aos observados inicialmente, apesar de uma leve variagao positiva nas extragcdes com
ultrassom entre 60 e 120 minutos, e uma possivel degradacao nos extratos de etanol. Esses
resultados podem nao ser muito significativos, considerando os erros operacionais, que podem
ter influenciado na capacidade de detecgao das técnicas, e as diferengas entre os equipamentos

utilizados nas analises.

ii.  Caracterizagdo de extrativos totais por métodos exaustivos

Os solventes convencionais também foram usados para extrair compostos bioativos das
folhas de gravioleira, com o objetivo de avaliar a quantidade total de extrativos em processos
mais intensivos e prolongados (Tabela 6). O primeiro método, Soxhlet (SOX) com metanol,
obteve uma quantidade total de extrativos de 24,31% = 1,32 (DP) da massa inicial (calculada

pela diferenca gravimétrica). Os extratos obtidos apresentaram uma atividade antioxidante total



72

de 434,05 uM de Trolox por grama e um Contetido Total de Fenodlicos de 107,69 mg de acido

galico por grama.

A fim de comparar com outros métodos mencionados na literatura, foram realizados
dois procedimentos: o método de extragdo Soxhlet utilizando etanol como solvente por 5 horas
e o método de agitacdo com Mixer por 15 minutos, empregando uma mistura 50/50 (v/v) de
agua e etanol (Moraes et al., 2018; Santos et al., 2022). Os resultados de compostos fenolicos
obtidos diferem dos resultados da literatura apresentando um valor inferior quanto a atividade
antioxidante (em torno de 50%) e TPC, em média, 0,11% GAE. g'!. Esse resultado pode ser
atribuido ao estado de maturagao acelerado das folhas, causado pelo calor ambiente durante o

armazenamento inicial (Balderrama-Carmona et al., 2020; Moraes et al., 2018; Santos et al.,

2022).

Tabela 6 — Extrativos totais via atividade antioxidante de extratos secos obtidos por extracao

exaustiva Soxhlet e Mixer.

Soxhlet/ Soxhlet/ Mixer/ Etanol 50%
ANALISES Metanol Etanol (v/v)
(1:10 m/v; 24 h) (1:10 m/v; Sh) (15 m; 50 °C; 1:20 m/v)

ABTS* (uM Trolox. g,
d.b.)
TPC** (ug GAE. g\, d.b.) 107,69 4,06 127,29 2,87 104,71 £15,28

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

434,05 £5,09 483,50 +3,01 419,75 £ 3,59

(*) Determinado pelo método de estimativa de atividade antioxidante pela captura do radical
ABTS (cubetas).
(**) Determinado pelo método de quantificagdo de fenoélicos totais.

d,b.- biomassa seca (dry-biomass)

A andlise das substancias bioativas no extrato obtido por Soxhlet/metanol foi feita por
cromatografia UPLC (Figura 19), e a descrigdo dos picos encontrados estd na Tabela 6. Foram
identificados varios metabolitos secundarios, incluindo acido quinico (1,18 min), acido ferulico
(4,7 min), rutina (5,75 min) e kaempferol (6,33 min), conforme esperado para uma extragdo de
material vegetal (Carvalho et al., 2022; Luiza Koop et al., 2022).

Além disso, foi encontrado um grupo de moléculas com uma longa cadeia de carbono,
C35, na faixa de tempo de retencao de 16,9 a 22,6 minutos. Nesta faixa, foram identificados

varios isomeros de acetogeninas, incluindo a anonacina (C3sHesO7). Essas substancias sdo
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tipicas de plantas do género Annona e sdo valorizadas por seu potencial no tratamento de células

cancerigenas (Mokhtar et al., 2022; Moraes et al., 2018; Poyer et al., 2022).

Figura 19 — Cromatograma do extrato seco gerado a partir da extragao metandlica em soxhlet.
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»
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).



Tabela 7 — Identificacdo do cromatograma UPCL gerado a partir do extrato metandlico do p6 de folha de gravioleira.
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Picos

Rt*

[M-H]

[M-HJ

Tons

Formula

Erro

Nomenclatura® Referéncias
no. (min) Observado® Calculado (MS/MS®  Molecular (Ppm)!
1 LI8 191,057 191,056 173 C:HiOs 4,7 Acido Quinico* (C"“"Valh":t’;ll" 22(?2222) SOLZA0L
2 3,06 315,0710 315,0716 152 Ci13Hi1609 -1,9 Desconhecido (Song et al., 2021)
3 4,18 163,039 163,0395 119 CoH303 -3,7 Acido cumarico* (Carvalho et al., 2022)
4 454 57735 5770346 A om0, 07 Procianidina B (Carvalho et al., 2022)
289 (Dimero)*
5 4,76 193,0497 193,0501 179, 149 C10H1004 -2,1 Acido Ferulico* (Carvalho et al., 2022)
6 4,92 289,0702 289,0712 245,203 Ci5H140s6 -3,5 Catequina* (Carvalho et al., 2022)
7 5,06 293,0872 293,0873 147, 165 C11Hi1309 -0,3 Dihidrojasmona (Allen; Greiner; Wishart, 2015)
8 514 4151225 4151240 22 12’0%39’ CisHuO1 -3.6 Desconhecido (Allen; Greiner; Wishart, 2015)
O 575 6091437 6091456 463,301  CyHOw 3,1 R B “ “56510)20;30“*‘5 &
10 581 609,148  609,1456 463,301  CyHyO1s 3,4 Rutina (isomero) (El Sayed Z “é'é%zo?song et
447, 985 Kaempferol-O-hexosil-
11 6,13 593,1495 593,1506 2’5 5 ’ C27H30015 1,9 O-ramnosideo (Carvalho et al., 2022)
(isomero)
Kaempferol-O-hexosil- i
12 633 5931509 5931506 41285 om0 05 O-ramnosideo (El Sayed et al., 2020;Song et
255 A al.,2021)
(isdmero)
13 6.61 447,0912 447,0927 285, 255 Ca1HaoO11 3.4 Kaempferol—O:hexosﬂ— (Silveira et al., 2018; Song et
O-ramnosideo al.,2021)
14 7.08 5172274 517.2285 4;9291, 4;%;, CasH3:O1 2.1 Desconhecido (Allen; Greiner; Wishart, 2015)
15 16,09 2772176 2772168 253, 183, C1sH300s 2.9 Desconhecido (Allen; Greiner; Wishart, 2015)

112,
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18

19

20

21

22

23

24

16,45
18,29

18,51
18,75

19,79

20,65

21,37

21,48

21,80

277,2163
611,4493

611,4520
611,4545

609,4355

595,4562

595,4580

595,4577

595,4585

277,2168
611,4523

611,4523
611,4523

609,4366

595,4574

595,4574

595,4574

595,4574

253
575, 371,
353,285
575,371,
353, 285
575,371,
353,285
591, 439,
421,437

551, 483,
471, 343

551, 483,
471, 343

551, 483,
471, 343

551, 483,
471, 343

Ci1sH3002
C35He4Og

C35He4Og
C35He4Og

C35Hg20g

C35He407

C35He40O7

C3sHe4O7

C35He407

1,8
4.9

-0,5
3,6

-1,8

1,0

0,5

1,8

Desconhecido
Annopentocina C
(isdbmero)

Annopentocina C

Annopentocina C
(isdbmero)

Annonisina

Annonacina (isomero)

Annonacina (isomero)

Annonacina

Annonacina (isdmero)
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(Allen; Greiner; Wishart, 2015)
(Allen; Greiner; Wishart, 2015)

(Allen; Greiner; Wishart, 2015)
(Allen; Greiner; Wishart, 2015)
(Allen; Greiner; Wishart, 2015)

(Allegrand et al., 2010;
Carvalho et al., 2022 Souza O.
etal., 2022)
(Allegrand et al., 2010;
Carvalho et al., 2022 Souza O.
etal., 2022)
(Allegrand et al., 2010;
Carvalho et al., 2022 Souza O.
etal., 2022)
(Allegrand et al., 2010;
Carvalho et al., 2022 Souza O.
etal.,2022)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

“ Tempo de retengdo. °, Massa da molécula observada menos um préton. ¢, lon observado na analise. ¢, Erro de massa em ppm entre o valor

calculado e o observado. ¢, Nomenclatura do composto.

& ~ A .
, comparado com o padrao auténtico.



76

A biomassa remanescente, filtrada ou seca, de cada um dos procedimentos mencionados
foi analisada quanto a sua morfologia, com o objetivo de comparar o desgaste aparente e
superficial sofrido em cada processo de extracdo. As imagens de MEV na Figura 20 mostram
o resultado da moagem e o estado inicial do p6 das folhas, seguidos do material obtido apos as
extragdes. Nas imagens das amostras antes da extragdo, observa-se uma morfologia rugosa,
com aglomerados de particulas menores espalhadas por toda a superficie.

Adicionalmente, como esperado o tamanho das particulas diminui conforme o aumento
do numero de aberturas das peneiras por area (mesh). Entretanto, nas amostras com particulas
menores que 32 mesh (Figuras 17 (¢) e (d)), observa-se aglomeracao e uma provavel aderéncia
entre as particulas, devido ao proprio 6leo essencial da folha que € liberado nas etapas de
secagem e moagem.

Quanto a morfologia final da biomassa, observa-se a extracdo com Soxhlet e MAL nao
causou mudancas significativas na amostra em compara¢do com o estado inicial. Por outro
lado, as amostras extraidas com CCAL e CCP nos procedimentos SBH e UBT apresentam uma
maior quantidade de fissuras na estrutura das fibras, indicando um desgaste mais acentuado.
Além disso, a amostra extraida com CCAL pelo método UBT destacou-se por sua grande
rugosidade. Em contraste, a amostra tratada com CCP no mesmo método apresentou uma
grande quantidade de material particulado em forma de graos, sugerindo a presenca de um ou
mais compostos provenientes do DES CCP.

Finalmente, a amostra tratada com CCAOQO, e pela qual os extratos tiveram a maior
concentragdo de bioativos ¢ também a amostra cuja superficie ¢ mais desgastada e polida. O
tratamento com DES nesse caso significa uma participacao ativa no processo, através de uma
interagdo direta com a superficie da amostra fornecendo desgaste, que pode favorecer a
obtengao de extrativos ainda localizados na parte interna da biomassa. Assim, o uso desse tipo
de solvente dispensa a necessidade de empregar altas temperaturas ou agitagao vigorosa, pelo
fato de ndo somente facilitar a difusdo dos compostos através dos poros criados pelo pré-
tratamento da biomassa, mas também desempenha um papel ativo ao garantir a abertura desses

canais, rompendo as fibras vegetais mesmo em condi¢des de operagao mais brandas.
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Figura 20 — MEV do p6 da folha de gravioleira a) 18 mesh, b) 32 mesh, ¢) 64 mesh, d) Particulas menores do que 64 mesh, e) Biomassa antes da
extracao. Apos a extracao: f) Soxhlet 24 horas, g) SBH com CCAL 1:4, h) SBH com CCAO, 1) SBH com CCP, j) SBH com MAL, k) UBT com
CCAL 1:4 e 1) UBT CCP.

bl

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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iii.  Estratégia de Recuperagdo por Separagdo Liquido-Liquido

Os extratos com melhor capacidade antioxidante, a saber os extratos obtidos com CCAO
e CCAL 1:4 nas extracdes a 50 °C/120 min por SBH e 35°C/30 min por UBT, foram submetidos
a um procedimento de separagdo utilizando diferentes solventes volateis (Figura 21). Esse
procedimento foi necessario para remover os extrativos do meio com DES, a fim de realizar as
analises de citotoxicidade e atividade antimicrobiana que serdao exploradas nos tdpicos
subsequentes. Para realizar essa estratégia de recuperagado, inicialmente, os solventes organicos
volateis foram testados, mas nem todos formaram um sistema bifasico (Figura 21 (a)) com as
misturas DES-extrativos. A acetonitrila foi o primeiro solvente a ser descartado por apresentar

total miscibilidade com a amostra e ndo ser capaz de produzir o sistema bifasico.

Figura 21 — Separacdo Liquido-Liquido com diferentes solventes volateis: I-Acetona, I1-
Acetonitrila, III-Hexano, IV-Diclorometano, V-Acetato de Etila. a) Sistemas bifasicos ente as

amostras de DES-Extrativos (*). b) Resultado apo6s secagem da fase recuperada com solvente

volatil (*%).

a) Formacgao do Sistema Bifasico b) Secagem da Fase organica
I Il i v Vv I Il [l v \Y
3 « 3 g 3
= 2 ¥ S x e
3= 2 2% B » 2 RS S 3
5 i J \3 0w Q €
2 3 i % * & 2 a
o il i R =
1 ¥ , , | lin

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

(*) A amostra testada na imagem ¢ mistura de extrativos com CCAL 1:4 (50 °C/120 min). Todas
as outras amostras obtidas com CCAO nas mesmas condi¢des, assim como as amostras obtidas
com CCAL 1:4 e CCAO por UBT (35°C/30 min ), apresentaram comportamento similar.

(**)A operagdo de secagem foi realizada até ndo haver variagdo significativa da massa do

recipiente. O valor referente ao peso dos extrativos foi dado como a diferenga gravimétrica dos

tubos.
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Posteriormente as fases organicas, contendo os solventes volateis, foram separadas dos
sistemas bifésicos e secas por evaporagao utilizando nitrogénio gasoso. Ao término da secagem
(Figura 21 b), apenas as amostras separadas com hexano e diclorometano apresentaram-se
visualmente secas, com uma biomassa oleosa aderida ao fundo dos tubos. Nos demais tubos,
onde a separac¢do foi realizada com acetona e acetato de etila, foi constatada a presenca de uma
substincia viscosa, semelhante aos DESs. Esse comportamento sugere que, nesses casos,
ocorreu uma maior dilui¢do dos DESs na fase organica, sendo a polaridade dos solventes um
fator determinante na miscibilidade dos solventes volateis.

A ordem de polaridade, baseada no momento dipolar (D), é: Acetonitrila > Acetona >
Acetato de Etila > Diclorometano > Hexano. Assim, considerando que os DESs sdo misturas
altamente polares devido a presenca de ions Cl-, ¢ provavel que apresentem maior afinidade
com solventes polares e menos interagdo com solventes apolares, como o Diclorometano
(DCM-1,6 D) e o Hexano (HEX-0,08 D), possibilitando a formagao de sistemas bifasicos com
maior grau de imiscibilidade (Wang et al., 2017).

As amostras dos sistemas bifasico obtidas apos a secagem foram avaliadas quanto a
atividade antioxidante. Os tubos que apresentaram uma mistura viscosa semelhante ao DES na
fase de recuperacdo foram descartados, uma vez que ndo puderam ser analisadas devido as
diferentes coloragdes, que estavam fora da faixa colorimétrica esperada para cada ensaio, além
do elevado nivel de turbidez formado quando em contato com os radicais FRAP, DPPH e
ABTS. A andlise da atividade antioxidante prosseguiu apenas com as amostras recuperadas
com diclorometano e hexano, tanto para a fase organica quanto para a fase remanescente (fase
DES), cujos resultados estdo apresentados na Figura 22.

Os resultados de atividade antioxidante da fase organica mostraram que foi possivel
detectar material recuperado do meio contendo DES, utilizando a técnica de formagdo de
sistema bifasico com solventes organicos (Figura 22-a). Os dados indicam ainda que as
amostras originarias do método SBH e UBT tiveram desempenho semelhante na recuperacao
de material antioxidante via ABTS (Figuras 22 c). A exce¢do foi a amostra extraida por UBT
com o solvente CCAL 1:4, seguida da separacao por hexano (CCAL1:4 (HEX)), que apresentou
valores mais altos nas analises ABTS e FRAP. Além disso, as amostras recuperadas com HEX
mostraram uma capacidade antioxidante maior do que aquelas recuperadas com DCM em todas
as andlises provavelmente devido a seletividade a compostos lipofilicos em cada tipo de

solvente.



Figura 22 — Atividade antioxidante (*) dos extratos da fase organica (**) obtidos por
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separacao liquido-liquido: a) FRAP. ¢) ABTS. e¢) DPPH. Atividade antioxidante das amostras
da fase DES (***): b) FRAP. d) IC50 % (ABTS) e f) IC50% (DPPH).
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(*) A analise estatistica foi realizada por meio de ANOVA two-way de Tukey. (*) Os valores
sdo apresentados como média = DP (n >2). A analise estatistica foi realizada por meio de
ANOVA two-way de Tukey. Os valores foram comparados para verificar semelhangas dentro
de um mesmo DES em diferentes condi¢des de temperatura ou tempo de extracdo, e entre 0s
diferentes DESs sob as mesmas condi¢des operacionais de extra¢do. Letras idénticas indicam
que ndo h4 diferengas significativas entre os valores, considerando um nivel de confianga de no
minimo 95%.

(**) Fase organica: fase recuperada por solvente organico Hexano (HEX) ou Diclorometano
(DCM).

(***) Fase DES: fase contendo DES e antioxidantes remanescentes.

Em suma, o melhor desempenho dos extratos obtidos com hexano, em comparagao com
os recuperados com diclorometano, pode ser atribuido a natureza apolar do hexano, que o torna
mais eficiente na miscibilidade de compostos lipofilicos, como terpenos, flavonoides lipofilicos
e acidos graxos, componentes frequentemente encontrados em 6leos essenciais € em extratos
vegetais apolares, foram detectados nas amostras analisadas. (Jacobsen ef al., 2024; Nawaz et
al., 2020). O diclorometano, por sua vez, ¢ um solvente mais polar e tende a recuperar
compostos fitoquimicos fenodlicos e flavonoides hidrossoluveis, que, embora também tenham
atividade antioxidantes, podem estar em menor quantidade e ndo ser tdo bem identificaveis
pelas técnicas de ABTS DPPH E FRAP utilizadas.

Isso ndo indica que os extratos obtidos na fase com hexano sejam superiores, mas que
podem ser empregados em fungdes distintas, uma vez que a literatura indica que os extratos
com diclorometano também possuem propriedades farmacologicas valiosas, frequentemente
associadas a compostos com atividade redutora e capacidade de sequestro de radicais livres
(Nawaz et al., 2020).

Ainda com relagdo a fase organica, dos resultados de DPPH (Figura 22-¢) observou-se
que as amostras originarias da extracdo UBT ndo alcancaram 50% de inibi¢do nas analises
mesmo em testes com as concentragdes maximas possiveis por material recuperado,
apresentando entdo atividades baixas e nao coerentes com os valores observados em ABTS para
as mesmas amostras. E importante ressaltar, que as quantidades de material recuperado das
amostras obtidas pelo método UBT foram inferiores as das amostras extraidas por SBH. Isso
pode ter provocado uma variagdo relacionada a concentracdo das amostras originarias do

método UBT, impactado nos valores finais de capacidade antioxidante.
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Na fase remanescente de DES (Figura 22- b, d, f), a atividade antioxidante das amostras
tratadas com CCAL 1:4, tanto com HEX quanto com DCM, foi similar a das amostras originais
nao tratadas (CCAL 1:2 t=0). Isto sugere que os solventes utilizados ndo contribuiram com
diferencas significativas na remog¢ao de compostos. Por outro lado, nas amostras tratadas com
CCAO, houve uma grande variagdo nos resultados gerados, indicando que uma quantidade
significativa de material foi recuperada, o que ¢ consistente com os valores observados na fase
organica.

A fase DES pode ser comparada ao estado inicial das amostras (CCAL (1:4) -0 e CCAO
=0), levando a conclusdo de que as amostras CCAO-DCM foram mais suprimidas de material
antioxidante do que as demais. Assim € possivel que uma parte significativa desses compostos
tenha sido transferida para a fase separada. Da mesma forma, os dados de ABTS e DPPH da
fase DES mostram um aumento na concentragdo necessaria para atingir a inibicao de cada
radical, em comparacdo com as amostras iniciais, corroborando que as novas amostras foram
efetivamente esgotadas de material antioxidante durante o procedimento de separagao utilizado.

Por fim, ¢ importante destacar que o procedimento adotado nao foi o ideal para ser
considerado como método de separacao das misturas eutéticas dos extrativos, sendo utilizado
apenas como uma abordagem analitica para facilitar as andlises posteriores. Ainda sao
necessarias investigacdes mais concretas para desenvolver processos de separagdo mais
adequados, utilizando solventes mais ambientalmente amigéaveis e ndo toxicos a satide humana,

especialmente considerando o potencial farmacologico dos bioativos alvo.

5.3 Atividade Citotoxica

Os ensaios de citotoxicidade comecaram com a diluicio das amostras de melhor
desempenho na extracdo SBH, a base de CCAL 1:4 e CCAO, a 50°C. Essas amostras brutas,
contendo DES e extrativos, foram diluidas em PBS na concentra¢io de 1 mg.mL™! para um teste
preliminar na linha celular de cancer de mama (MDA-MB-231), realizado em intervalos de 24,
48 e 72 horas. No entanto, esses testes ndo foram conclusivos quanto ao efeito citotdoxico dos
extratos, uma vez que, apos apenas 24 horas, houve morte celular superior a 90% devido a alta
acidez dos DESs.

A primeira estratégia utilizada para prosseguir com os testes de citotoxicidade foi
neutralizar a acidez dos DESs, utilizando uma solucao de NaOH (0,01 M). Contudo, a amostra
de CCAO formou um precipitado ao entrar em contato com a solug¢do basica e ndo pode ser

testada. Apenas as amostras com DES CCAL 1:4 apresentaram uma solu¢cao homogénea apds
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a neutralizacido e foram diluidas em concentragdes de 0,25-5 mg.mL™! para os testes. Os
resultados indicaram que o proprio DES tem efeito citotoxico a partir de 0,5 mg.mL™!. Portanto,
as amostras a serem utilizadas em ensaios citotoxicos nao deveriam conter altas concentracdes
de DES, sendo preferivel utilizar as fracdes separadas.

Por esse motivo, foi adotada uma segunda estratégia de separagdo utilizando solventes
organicos volateis, como hexano e diclorometano. Esses solventes conseguiram gerar extratos
secos e visualmente livres de DES, que foram analisados e confirmaram a presenca de material
antioxidante. No entanto, apenas as amostras provenientes das extragcdes por SBH apresentaram
material suficiente para continuar as andlises, enquanto as extracdes por UBT geraram uma
quantidade insuficiente de material. Com base nesses resultados, os extratos obtidos por
extragdo SBH com CCAL 1:4 e CCAO, separados com hexano e diclorometano, foram
escolhidos para os testes de citotoxicidade.

Estes extratos secos recuperados foram inicialmente testados quanto ao seu potencial
anticancerigeno nas concentragdes de 50 e 500 pg.mL, utilizando amostras diluidas a partir
de um estoque de 10 mg.mL™!' em PBS com 8,33% (v/v) de DMSO. Para fins de comparagcio,
foi utilizado um controle com PBS e DMSO (Cpwmso), diluido nas mesmas condi¢des que as
amostras. Os resultados desses ensaios sdo apresentados na Figura 23. O DMSO nao
demonstrou efeitos significativos na viabilidade celular, de modo que os valores observados
nas amostras podem ser atribuidos as propriedades individuais dos extratos, sem interferéncia
do solvente.

Entre as amostras, apenas CCAL 1:4 (HEX) e CCAO-DCM mostraram um efeito
significativo na variacdo da viabilidade celular. Esse efeito foi mais evidente nos testes de 48
horas, onde o aumento da concentragdo resultou em uma redu¢do na viabilidade celular. O
extrato de CCAO separado com diclorometano foi o mais promissor, alcancando uma
diminui¢do da viabilidade celular para menos de 50% em 48 horas, destacando-se para testes
com outras linhas celulares. Esse desempenho nas amostras recuperadas com hexano se deve,
particularmente, ao fato de que as anonacinas, compostos aos quais ¢ atribuida essa atividade
anticancerigena, se diluem melhor em solventes aproticos polares, como o diclorometano, em
vez do hexano Assim, o diclorometano pode favorecer a solubilizagdo das anonacinas por meio
de interacdes de solvatacdo, atuando como um solvente aprético polar capaz de estabilizar
compostos parcialmente carregados ou polares por meio de interagdes intermoleculares.

(Lopez-Romero et al., 2022).
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Figura 23 — Triagem das amostras da fase organica (*) na atividade citotoxica (**) em células

de cancer de mama.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
(*) Amostras provenientes do método de extragdo SBH (50°C) com CCAL 1:4 e CCAO, obtidas

da recuperacao de compostos via separagao Liquido-Liquido com solventes organicos volateis
(HEX e DCM).
(**) Os valores sdo apresentados como média = DP (n >3). A andlise estatistica foi realizada

por meio de ANOVA one-way de Tukey.

Outros ensaios com duracao de 48 horas foram realizados, incluindo amostras extraidas
com agua e etanol nas condi¢des 6timas dos métodos SBH e UBT, além dos extratos etanolicos
e metanolicos obtidos por soxhlet e Mixer. Estes ensaios foram realizados nas linhas celulares
231 utilizando a mesma metodologia da triagem inicial, realizada para os extratos obtidos com
DES e separados com solvente organico.

Apos 48 horas de teste, apenas os pocos contendo as amostras mais concentradas (0,5
mg.mL") mostraram uma reduc?o na viabilidade celular para cerca de 70-80%. Esses resultados

estdo de acordo com dados da literatura que comparam extracdes de compostos de matrizes
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vegetais utilizando DES e solventes convencionais. No ultimo caso, a simples agitacdo com
solventes como agua e etanol ndo consegue extrair grandes concentracdes de compostos
antioxidantes e anticancerigenos.

Por outro lado, os DESs, sob as mesmas condi¢des, demonstram ser mais eficazes,
extraindo uma maior quantidade de material. Isso refor¢a o papel dos DESs como agentes
eficientes na extragdo de compostos anticancerigenos de células vegetais, um resultado que nao
¢ observado com métodos de extragdo convencionais (Bubalo et al., 2016; Loukri et al., 2022;
Ueda, 2020).

Apesar desses indicios outros trabalhos ja haviam detectado atividade anticancerigena
em extratos metandlicos e etandlicos da folha da gravioleira (Torres ef al., 2012; Yang et al.,
2015).E possivel entdo, que esses extratos, ao serem diluidos em PBS ndo permitiram a dilui¢io
total dos compostos de interesse (acetogeninas) que sdo conhecidos por serem hidrofobicos
(Allegrand et al., 2010; Allen; Greiner; Wishart, 2015). No entanto, quando os extratos obtidos
com DES foram testados nas mesmas condi¢des, foi observada uma atividade citotoxica contra
linhas de células cancerigenas abaixo de 50% apos 48 horas. Assim, embora seja necessario
mais tempo de exposicdo para confirmar a atividade anticancerigena dos compostos extraidos
por métodos convencionais, os resultados dos extratos CCAO-DCM foram significativamente
mais efetivos. A amostra CCAO-DCM foi entdo testada em diferentes linhas celulares
cancerigenas e em uma linha celular normal, com os resultados apresentados na Figura 24.

A presenga de DMSO nas amostras ndo teve influéncia significativa, exceto na amostra
mais concentrada no teste com a linha RKO. No entanto, a viabilidade celular nessa
concentragdo foi muito inferior & do controle, tornando o teste ainda valido.

De modo geral, os resultados mostram uma diminui¢do na viabilidade das células
cancerigenas a medida que a concentragdo da amostra aumenta, com um IC50 de até 261,1
png.mL! para a linha celular PC3, que se mostrou ligeiramente mais resistente do que as outras
duas linhas testadas. Em contraste, o teste com a linha de células saudaveis (BJ-5ta) apresentou
um IC50 quase trés vezes superior ao das células cancerigenas, indicando uma provavel
resisténcia das células saudaveis ao efeito citotoxico do extrato da folha de gravioleira, como
discutido na literatura (Moraes et al., 2016; Lima et al., 2022).Isso também confirma a
seletividade das moléculas extraidas da folha de graviola, sugerindo que uma concentragao
ideal em torno de 400 ug.mL™! pode ser eficaz contra células cancerigenas sem afetar as células

saudaveis.
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Figura 24 — Atividade citotoxica das amostras CCAO-DCM contra as linhagens celulares (al)
MDA-MB-231 (cancer de mama), (bl) RKO, (c1) PC-3 e (d1) BJ5-ta. Os graficos a’—d’
representam os perfis de viabilidade celular utilizados para determinar os valores de ICso de

cada linhagem celular.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

(*) Os valores sao apresentados como média + DP (n >3). A analise estatistica foi realizada por
meio de ANOVA one-way de Tukey. Caracteres idénticos indicam que nao hé diferencas

significativas entre os valores. "ns" indica que ndo houve diferenca estatisticamente

significativa entre os valores. considerando um nivel de confianca de no minimo 95%.

E importante ressaltar que, no caso dos DES utilizados neste estudo, esses sistemas ja
demonstram atividade antimicrobiana, conforme relatado por Bedair et al. (2024). Dessa forma,
a presenca residual de DES nos extratos poderia, em principio, influenciar os resultados
observados. No entanto, os ensaios em branco, realizados com os DES isoladamente (na
auséncia dos extratos e nas mesmas condi¢des de recuperacao com diclorometano e hexano)

ndo apresentaram quantidade suficiente de material recuperado para analise (inferior a 1 mg).
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A diferenca gravimétrica registrada foi extremamente baixa, situando-se na faixa de erro da
balanca, o que indica que apenas tragos minimos de DES foram transferidos para os solventes.

Alem disso, o teste de citotoxicidade realizado com essa amostra na concentracao
possivel (50 pg. mL™) ndo demonstrou efeito sobre a viabilidade celular. Contudo, devido a
quantidade final de material ser muito pequena, as diluigdes necessarias para repetir o teste em
concentragdes maiores nao seriam comparaveis aos ensaios anteriores, em virtude da menor
disponibilidade de nutrientes para as células. Essas informacdes reforgam a hipotese de que a

atividade detectada neste estudo estd majoritariamente associada aos compostos extraidos da
folha.

5.4 Atividade Antimicrobiana

Inicialmente, foram realizados ensaios antimicrobianos utilizando o modelo de
disseminagdo em camada dupla de agar, conforme descrito por (Kropinski et al., 2009) com
algumas modificagdes. Nesse protocolo, uma primeira camada de agar ¢ depositada em placas
estéreis; apos o espalhamento dos microrganismos, adiciona-se uma segunda camada de agar
mais diluido. As amostras s3o entdo aplicadas na superficie, e a formagao de halos de inibigao
¢ esperada a partir da difusdo dos compostos pela matriz de agar, inicialmente na dire¢do
perpendicular e posteriormente ao longo da camada onde os microrganismos se encontram.

Embora esse método seja amplamente validado e ja tenha sido utilizado com sucesso
em estudos anteriores conduzidos no mesmo laboratério, no presente trabalho ele ndo se
mostrou eficaz para avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos testados. Observou-se uma
limitagdo relacionada a difusao dos compostos nas camadas de dgar, o que resultou em auséncia
de halos de inibicdo mesmo nas amostras mais concentradas (50 mg.mL™), como evidenciado

na Figura 25.
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Figura 25- Ensaio de atividade antimicrobiana via espalhamento em placa (*) para as
amostras: (A1) CCAO DCM e (A2) CCAO-HEX em diferentes concentragoes.

Staphylococcus aureus
A1 A1

Escherichia coli
A

Candida albicans
Al

Aspergillus carbonarius
A1

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

(*)Nos ensaios, foi seguido o protocolo descrito nas normas do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). As placas foram organizadas em linha para cada microrganismo,

posicionando-se lado a lado com as respectivas réplicas das amostras Al e A2. Cada placa foi
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dividida em zonas, sendo a parte superior destinada aos controles: controle positivo (C*) e
controle negativo (C). Na parte inferior, foram distribuidas quatro zonas correspondentes as
diferentes concentragdes das amostras testadas: 5, 10, 50 e 500 pg-mL~'. Os controles positivos
utilizados e suas concentragdes para cada microrganismo foram: Ampicilina para Escherichia
coli (10 nug-mL™") e Staphylococcus aureus (0,25 pg-mL™); Miconazol (I mg-mL™") para
Candida albicans e Anfotericina B (5 mg-mL™") para Aspergillus carbonarius. O controle

negativo foi realizado com os solventes utilizados para a dilui¢ao dos compostos testados.

Vale destacar que os controles positivos apresentaram halos nitidos de inibi¢do, o que
valida a execu¢dao técnica do ensaio. No entanto, nenhuma atividade antimicrobiana foi
detectada para os extratos testados frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida
albicans e Aspergillus carbonarius. Diante desses resultados, foi necessario empregar
estratégias metodologicas complementares para confirmar se a auséncia de atividade
antimicrobiana se devia de fato a composi¢cdo dos extratos ou a inadequagdo do modelo
experimental para esse tipo de amostra.

O novo modelo utilizado foi o modelo de microdilui¢do em placas de 96 pocos descrito
na metodologia. Os novos ensaios de atividade antimicrobiana demonstraram que a fragado
CCAO-HEX foi capaz de inibir o crescimento dos microrganismos testados (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosas), evidenciando um espectro de agao mais
eficaz ¢ amplo. Em resumo, a fragdo CCAO-DCM apresentou inibicdo do crescimento
microbiano na faixa de concentragio de 6,25-25 mg.mL"!, enquanto a fragio CCAO-HEX foi
eficaz j4 a partir de 3,13-12,5 mg.mL"!, como apresentado na Figura 26 e na Tabela 8.

Apesar da fragdo CCAO-HEX nao ter demonstrado atividade anticancerigena nos testes
realizados, os resultados sugerem a presenca de compostos com atividade antimicrobiana
relevante. Este achado refor¢a a importancia dessa fragdo no contexto do estudo, destacando
seu potencial em formulagdes destinadas ao combate de infec¢cdes microbianas. Além disso, ¢
importante ressaltar que a fragdo CCAO-HEX, considerada nao citotoxica frente a células
humanas, exigiu concentragdes mais elevadas para exercer efeito antimicrobiano, o que pode
indicar maior seguranca bioldgica associada, porém ainda eficaz.

A nova técnica empregada foi capaz de fornecer conclusdes mais precisas sobre a
atividade antimicrobiana das amostras, sem apresentar as limitacdes observadas na técnica
anterior, especialmente no que diz respeito a difusdo em meio solido. Grande parte dos
compostos extraidos das folhas da gravioleira corresponde a 6leos essenciais, que possuem

natureza hidrofobica, dificultando sua solubiliza¢do e difusdo em meios aquosos. Assim, as
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caracteristicas fisico-quimicas das amostras podem ter sido um fator determinante para o
insucesso da técnica de difusdo em agar. Por outro lado, na metodologia de microdiluicao em
placas, essa etapa de difusao ndo ¢ critica, ja que as amostras sao diretamente diluidas nos pogos

contendo 0 meio e os microrganismos, eliminando a necessidade de difusdo por camadas

solidas.

Figura 26- Percentual de inibigao microbiana obtido a partir do teste de microdiluicao em

caldo (*) com as amostras CCAO-DCM e CCAO-HEX frente a diferentes microrganismos

patogénicos.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

(*) Os ensaios foram realizados de acordo com a normatizagdo internacional estabelecida pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), conforme o manual M07-A10 (2015). Para

cada ensaio, foram preparadas duplicatas a triplicatas das amostras, considerando como
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controle negativo os pocos nos quais nao foi adicionada amostra e o crescimento bacteriano
ocorreu livremente. Foi utilizado, como branco das amostras, pogos contendo apenas o caldo
acrescido da amostra, mas sem microrganismos, para detec¢ao de possiveis interferentes, como

cor ou contaminagdo da propria amostra.

Tabela 8- Faixa de concentragdo inibitoria minima (MIC) determinada para as amostras CCAO-
DCM e CCAO-HEX frente as cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e

Pseudomonas aeruginosa por meio do ensaio de microdiluicdo em caldo.

Staphylococcus Escherichia
Amostras Pseudomonas aeruginosa
aureus coli
12,5-25,0 6,25-12,5 Nao eficaz na faixa testada (até
CCAO-DCM
mg.mL! mg.mL"! 12,5 mg.mL™)
6,25-12,5
CCAO-HEX 3,13-6,25 mg.mL! 3,13-6,25 mg.mL"!
mg.mL"!

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Quando comparadas com outros trabalhos da literatura, as faixas de MIC observadas
neste estudo estdo de acordo com algumas ja reportadas. Como o caso em que Vieira et al.
(2019), observaram valores de MIC em torno de 15 mg/mL para extratos de Juglans regia
diluidos em agua, utilizando a mesma metodologia.

Em outros casos, as faixas de MIC observadas neste estudo sdo inferiores como em
comparagdo a Pinto et al. (2017) que relataram MICs entre 78 ¢ 1250 ug/mL (0,078 a 1,25
mg/mL) para extratos metandlicos de folhas de Annona muricata, com atividade significativa
frente a microrganismos como Staphylococcus aureus (156 pg/mL), Escherichia coli (625
ug/mL) e Pseudomonas aeruginosa (625 pg/mL). Ja neste estudo, as fragdes CCAO-DCM e
CCAO-HEX apresentaram MICs entre 3,13-12,5 mg/mL, o que corresponde a 5-20 vezes
valores superiores. Ainda assim, a fracdo CCAO-HEX demonstrou inibi¢do frente aos trés
microrganismos testados, sugerindo que compostos presentes nessa fase, mesmo que em
menores concentragdes ou com menor poténcia, contribuem para a atividade antimicrobiana
observada.

Além disso, ao comparar os resultados obtidos neste estudo com os de outras abordagens
alternativas que facilitam a entrega dos compostos, como o uso de nanoparticulas impregnadas
com o0s extratos, observa-se uma diferenga significativa nas faixas de concentragdo eficaz.

Nessas condi¢des, Badmus et al. (2020) relataram inibi¢des de crescimento bacteriano em
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concentragdes entre 50 e 100 pg/mL (0,05 a 0,1 mg/mL), com niveis de inibi¢cdo superiores a
60% para Staphylococcus aureus e cerca de 54% para Pseudomonas aeruginosa, ou seja, ou
seja, valores de 30 a 125 vezes inferiores aos observados neste estudo. Essa diferenca pode ser
atribuida ndo apenas a poténcia intrinseca dos agentes antimicrobianos, mas também aos
mecanismos de acdo envolvidos. Segundo os autores, as nanoparticulas atuam diretamente na
desorganizacdo das estruturas bacterianas, afetando a membrana celular, a respiragdo, a
replicagdo do DNA e promovendo estresse oxidativo.

Por outro lado, os extratos vegetais, mesmo com principios ativos comprovadamente
efetivos, atuam sem o auxilio de sistemas de entrega e ainda estdo sujeitos as caracteristicas do
meio, como a influéncia da oxidag¢do e da variacdo do pH, fatores que um suporte poderia
estabilizar. Por isso, os estudos atuais estdo focados em estratégias de estabilizacdo dos
bioativos, a0 mesmo tempo em que se busca criar uma ferramenta de entrega do farmaco.
Contudo, este trabalho aponta novas estratégias para a obten¢do primordial do material antes
dessa etapa, sendo ainda uma informacao relevante do ponto de vista de uma produgao em larga
escala. Assim, pode-se concluir que a extragdo com DES ¢ mais eficiente do que o método
convencional de extracdo, mas ainda sdo necessarios estudos das etapas posteriores que

proporcionem uma recuperagdo aprimorada do material extraido.
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6 CONCLUSAO

Foram realizadas extragdes de compostos bioativos das folhas de gravioleira utilizando
DES. Os resultados indicaram um ponto 6timo de extragdo a 50 °C por 120 minutos no método
SBH e a temperatura ambiente por 30 minutos no método UBT, com uma propor¢ao
massa/volume de 1:10 m/v. O DES a base de Cloreto de colina e 4cido oxalico -CCAO e o DES
a base de Cloreto de colina e 4cido latico-CCAL 1:4 destacaram-se como os solventes mais
eficazes, contribuindo para as melhores performances devido as suas propriedades acidas,
mesmo considerando suas caracteristicas de elevada viscosidade, densidade e tensdo superficial
em comparagdo com o0s outros solventes testados. Além disso, as extragdes realizadas com DES
superaram aquelas com etanol e 4gua nas mesmas condigdes operacionais, com base nos valores
de atividade antioxidante. A alta acidez foi um fator decisivo para melhorar as extracdes; no
entanto, estudos mais aprofundados sdo necessarios para determinar a estabilidade dos
bioativos em meio aos DESs.

Os DESs possibilitaram a preservagao dos extrativos, evitando sua degradagao mesmo
ap6s o armazenamento das amostras, devido a sua estabilidade quimica e elevada acidez. Esse
fator, aliado ao efeito estabilizador das moléculas promovido pelo acido oxalico, resultou em
um aumento da capacidade antioxidante dos extratos ap0ds seis meses de armazenamento. Nesse
contexto, os extratos obtidos por meio do método com banho ultrassonico alcangaram valores
de capacidade antioxidante comparaveis aos obtidos com o método SBH em apenas 30 minutos
de operacao, configurando-se como uma alternativa mais simples e preferivel.

Posteriormente, foi aplicada uma técnica de separacao liquido-liquido a fim de recuperar
os compostos utilizando solventes organicos volateis, capazes de gerar sistemas bifasicos com
os DESs. Entre os solventes com maior eficiéncia de separagdo de extrativos, destacaram-se o
diclorometano e o hexano, que contribuiram com recuperagdo de uma quantidade significativa
de compostos do meio contendo DES. No entanto, ainda se faz necessario realizar estudos de
recuperacdo definitivos com solventes mais limpos e ambientalmente amigéaveis, bem como
investigar sistemas de separacdo mais eficientes para validar esses extratos quanto ao seu
potencial uso farmacolégico.

As amostras recuperadas foram avaliadas quanto a atividade citotoxica e o principal
resultado foi obtido para a amostra extraida com CCAO pelo método SBH, a 50 °C e recuperada
com diclorometano. Os testes confirmaram a atividade citotoxica dessa amostra contra linhas

celulares de cancer de mama (MDA-MB-231), cancer de colon (RKO) e cancer de prostata
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(PC3). A mesma amostra apresentou menor efeito citotoxico e maior seletividade em
comparagao com os testes realizados com linhas celulares saudaveis de fibroblastos (BJ-5ta).
A fase recuperada com hexano ndo apresentou bom desempenho contra as células
cancerigenas, no entanto, mostrou boa atividade contra os microrganismos avaliados (E. coli,
S. aureus e P. aeruginosa), com um MIC a partir de 6,25 mg.mL"!, sugerindo potencial
aplicacdo como agente antimicrobiano. Além disso, essa amostra ndo apresentou efeito
citotoxico, o que indica que pode ser utilizada em concentragdes mais elevadas como farmaco.
Esses resultados indicam que o método SBH, aliado ao uso de solventes adequados para
recuperagao, ¢ eficiente na extragdo de compostos bioativos da folha da gravioleira. Alem disso
confirma que sistemas simples como a agitagdo, pode ser de grande importancia para a obten¢ao
de compostos bioativos valiosos, que ndo sao obtidos com a mesma intensidade e simplicidade
por procedimentos convencionais. Portanto, ¢ fundamental continuar os estudos para aprimorar

o uso dos DESs em processos de tratamento de biomassa e valorizacao de residuos.
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7 PROPOSTA DE CONTINUIDADE

Desenvolvimento de Métodos de Recuperacio

Desenvolver e otimizar um método para a recuperacdo dos compostos da fase DES
utilizando solventes mais limpos e ambientalmente amigaveis e/ou por meio de métodos
de separacdo envolvendo operacdes unitarias em fases como colunas de separacdo, para

otimizar a eficiéncia da recuperagao dos compostos.

Estudo do Sistema de Reciclagem de DES

Investigar a viabilidade de implementar um sistema de reciclagem para os DESs utilizados
no processo de extragdo, como a possibilidade de sistema de extragdo de multiplos ciclos

de uso.

Estudo de um método de entrega dos bioativos no organismo.

Incorporar conhecimentos atualizados, com énfase na aplicagdo de sistemas de
estabilizacdo e liberagdo controlada de compostos bioativos apds sua extracdo e
isolamento, utilizando suportes com elevado potencial de adsor¢do ou encapsulamento,

visando maximizar a concentragao e a biodisponibilidade dos principios ativos.
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