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RESUMO

A extracao de compostos bioativos a partir de matrizes vegetais amazonicas enfrenta li-
mitacoes inerentes ao uso de solventes organicos convencionais, cujos passivos ambientais,
toxicidade e restrigoes regulatorias progressivas tornam necessaria a busca por alternati-
vas mais seguras e sustentdveis. Os solventes eutéticos naturais (NADES), formados pela
combinacao de componentes de origem biologica em razoes molares especificas, consti-
tuem uma alternativa fundamentada nos principios da quimica verde, com propriedades
fisico-quimicas ajustaveis para diferentes classes de compostos-alvo. Esta dissertacao de-
senvolveu, otimizou e aplicou sistemas NADES para a extragao de compostos bioativos
de Biza orellana L. (urucum) e Genipa americana L. (jenipapo), duas espécies de rele-
vancia bioldgica e socioeconomica para a Amazonia, avaliando o desempenho extrativo,
a caracterizacao quimica e o potencial tecnoldgico dos extratos obtidos. A abordagem
metodoldgica foi conduzida em etapas sequencialmente dependentes: na fase de selegao,
oito sistemas extrativos — seis NADES e dois controles hidroalcodlicos — foram compa-
rados quanto ao teor de carotenoides, compostos fendlicos totais e atividade antioxidante
(DPPH e FRAP), sendo timol:4cido latico (Thy:Lac, 1:2) e cloreto de colina:acido latico
(ChCl:Lac, 1:2) selecionados como mais promissores para B. orellana e G. americana,
respectivamente, com superioridade estatisticamente comprovada sobre os solventes con-
vencionais; ambos os sistemas foram caracterizados por espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier com médulo de reflexao total atenuada (FTIR-ATR), cujos
deslocamentos de bandas indicaram a formacao de redes de ligacoes de hidrogénio coe-
rentes com o carater hidrofébico do Thy:Lac e com o perfil polar e ionico do ChCl:Lac.
Na fase de otimizacao, as condigoes de extracao foram determinadas por delineamento
Box-Behnken associado a metodologia de superficie de resposta (RSM), considerando
proporcao molar, temperatura e tempo de extragao como variaveis independentes: para o
Thy:Lac, proporcao molar e temperatura atuaram como co-determinantes do rendimento
de carotenoides, com ponto 6timo validado experimentalmente e ganho de aproximada-
mente 28% sobre a triagem preliminar; para o ChCl:Lac, apenas a proporcao molar foi
estatisticamente significativa, com ganho superior a 100% em relacado a triagem e ati-
vidade antioxidante por DPPH tornando-se mensuravel somente apds a otimizacao. A
avaliacao dos extratos otimizados revelou perfis funcionais distintos entre as matrizes —
maior reatividade por ABTS no extrato de urucum, consistente com o carater lipofilico
dos carotenoides, e desempenho superior por DPPH e FRAP no extrato de jenipapo, re-
flexo da diversidade de mecanismos antioxidantes dos compostos fendlicos hidrofilicos —,
sendo a estabilidade cromatica e de pH dos sistemas acompanhada ao longo de 150 dias.
Na fase de aplicacao, os extratos otimizados foram encapsulados por liofilizacao com mal-
todextrina e goma ardbica em duas proporgoes extrato:carreador (1:3 e 1:5), resultando
em retencao de aproximadamente 79% para os fendis de G. americana, reflexo da com-
patibilidade entre compostos hidrofilicos e a matriz polar dos carreadores, e entre 43% e
46% para os carotenoides de B. orellana, determinada pela incompatibilidade intrinseca
entre compostos apolares e um sistema encapsulante sem fase lipidica; a digestibilidade
in vitro, conduzida pelo protocolo INFOGEST com amostragem nas fases oral, gastrica




e intestinal, demonstrou protecao efetiva na fase gastrica e recuperacao parcial na fase
intestinal para a formulacao de G. americana, enquanto os encapsulados de B. orellana
apresentaram perdas expressivas ao longo de todas as fases, com atividade antioxidante
expressa apenas na fase intestinal e captada exclusivamente pelo ABTS. Os resultados
estabelecem que a superioridade dos NADES sobre os solventes organicos convencionais é
demonstravel quando hé correspondéncia deliberada entre composicao do solvente e natu-
reza dos compostos-alvo, e confirmam a viabilidade de uma cadeia processual verde para
bioativos amazonicos — da extracao a avaliagao do comportamento funcional pos-digestao
— sem etapas de remocao de solvente do extrato, constituindo o primeiro estudo a avaliar
sistematicamente NADES para essas duas matrizes da biodiversidade regional.

Palavras-chave: Solventes eutéticos naturais. Extracao verde. Bixa orellana. Genipa
americana. Otimizacao.



ABSTRACT

The extraction of bioactive compounds from Amazonian plant matrices is constrained by
the environmental liabilities, toxicity, and increasingly stringent regulatory requirements
associated with conventional organic solvents, making the development of safer and more
sustainable alternatives necessary. Natural deep eutectic solvents (NADES), formed by
combining biologically derived components at specific molar ratios, represent a green
chemistry-based alternative with tunable physicochemical properties suited to different
target compound classes. This dissertation developed, optimized, and applied NADES
systems for the extraction of bioactive compounds from Biza orellana L. (annatto) and
Genipa americana L. (genipap), two species of biological and socioeconomic relevance to
the Amazon region, evaluating extractive performance, chemical characterization, and the
technological potential of the obtained extracts. The methodological approach was struc-
tured in sequentially dependent stages: in the selection phase, eight extractive systems
— six NADES and two hydroalcoholic controls — were compared for total carotenoid
content, total phenolic compounds, and antioxidant activity (DPPH and FRAP), with
thymol:lactic acid (Thy:Lac, 1:2) and choline chloride:lactic acid (ChCl:Lac, 1:2) identi-
fied as the most promising systems for B. orellana and G. americana, respectively, with
statistically confirmed superiority over conventional solvents; both systems were charac-
terized by attenuated total reflectance Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR-
ATR), with band shifts confirming the formation of hydrogen bond networks consistent
with the hydrophobic character of Thy:Lac and the polar, ionic profile of ChCl:Lac. In the
optimization phase, extraction conditions were determined using a Box-Behnken design
combined with response surface methodology (RSM), with molar ratio, temperature, and
extraction time as independent variables: for Thy:Lac, molar ratio and temperature were
co-determinant factors for carotenoid yield, with an experimentally validated optimal po-
int and a gain of approximately 28% over preliminary screening; for ChCl:Lac, only molar
ratio was statistically significant, with a gain exceeding 100% over screening and DPPH
antioxidant activity becoming measurable only after optimization. Evaluation of the op-
timized extracts revealed distinct functional profiles between the two matrices — higher
ABTS reactivity in the annatto extract, consistent with the lipophilic nature of carote-
noids, and superior DPPH and FRAP performance in the genipap extract, reflecting the
diversity of antioxidant mechanisms in hydrophilic phenolic compounds —, with chroma-
tic and pH stability of the systems monitored over 150 days. In the application phase, the
optimized extracts were encapsulated by freeze-drying with maltodextrin and arabic gum
at two extract-to-carrier ratios (1:3 and 1:5), yielding approximately 79% retention for
G. americana phenolics, reflecting compatibility between hydrophilic compounds and the
polar carrier matrix, and between 43% and 46% for B. orellana carotenoids, determined
by the intrinsic incompatibility between nonpolar compounds and a carrier system lacking
a lipid phase; in vitro digestibility, assessed using the INFOGEST protocol with sampling
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across oral, gastric, and intestinal phases, demonstrated effective gastric protection and
partial intestinal recovery for the G. americana formulation, while B. orellana encapsu-
lates exhibited pronounced losses across all phases, with antioxidant activity expressed
functionally only in the intestinal phase and captured exclusively by the ABTS method.
The results establish that the superiority of NADES over conventional organic solvents is
demonstrable when there is a deliberate match between solvent composition and target
compound structure, and confirm the feasibility of a complete green processing chain for
Amazonian bioactives — from extraction through evaluation of post-digestion functional
behavior — without solvent removal steps, constituting the first study to systematically
evaluate NADES for both Amazonian matrices investigated.

Keywords: Natural deep eutectic solvents. Green extraction. Bixa orellana. Genipa
americana. Optimization.
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CapriTULO 1

INTRODUCAO GERAL

1.1 Contextualizacao e Problematica

A extragao de compostos bioativos a partir de matrizes vegetais é uma etapa cen-
tral em cadeias produtivas voltadas a alimentos funcionais, farmacos e cosméticos. Esse
processo depende historicamente de solventes organicos convencionais — em especial he-
xano, metanol, cloroférmio, acetato de etila e diclorometano — cuja eficiéncia extrativa é
amplamente reconhecida, mas cujos passivos ambientais e sanitarios tornaram-se progres-

sivamente insustentaveis diante das exigéncias contemporaneas da quimica verde [1,2].

Os solventes organicos de base petroquimica sao, por definicao, produtos nao re-
novaveis. Seu uso em larga escala gera residuos perigosos, exige sistemas onerosos de
recuperacao e descarte, e representa risco direto para operadores e para o entorno ambi-
ental das plantas industriais. Maki e colaboradores em 2025 [3] sintetizam essa proble-
matica ao demonstrar que esses compostos sao predominantemente inflaméaveis, volateis e
frequentemente toxicos, sendo responsaveis por impactos ambientais relevantes, incluindo
a contribuicao para o efeito estufa por meio da emissao de compostos organicos volateis
(COVs). Os autores enfatizam que as preocupagoes crescentes com seguranga, ambiente

e economia tém pressionado a industria a migrar para solventes mais sustentaveis.

No setor especifico de bioativos, o problema se torna ainda mais agudo porque
os solventes interagem diretamente com compostos destinados ao consumo humano ou a
aplicagao dermatoldgica. A presenca de residuos de solvente no extrato final nao é apenas
uma questao de desempenho técnico — é uma barreira regulatoria concreta. De acordo
com Julshahril e colaboradores (2025) [4], os solventes organicos convencionais usados em
processos extrativos incluem etanol, metanol, cloroférmio, éter de petrdleo e acetato de
etila, todos considerados insustentaveis, muito volateis e téxicos para o meio ambiente e

a saide humana. Para atender aos principios da quimica verde, a recuperacao de mate-
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riais bioativos deve ser realizada por meio de procedimentos ambientalmente amigaveis,
sustentaveis e economicos. Nesse contexto, as regulamentacoes europeias sobre aditivos
alimentares e os marcos nacionais da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA)
impoem limites rigorosos para residuos de solventes em produtos com destinacao alimen-
tar e farmaceutica, o que restringe progressivamente o uso de compostos como cloroférmio

e hexano em processos cuja saida é consumivel.

A extracao de carotenoides lipofilicos — classe que inclui a bixina, principal pig-
mento das sementes de Bixa orellana — depende tradicionalmente de solventes apolares
como o cloroférmio, que esté classificado pela International Agency for Research on Can-
cer (IARC) como potencialmente carcinogénico para humanos. Ashraf e colaboradores
em 2023 [5] documentaram que a extracao de bixina com cloroférmio, embora eficiente
em termos de rendimento, compromete o perfil antioxidante do extrato, uma vez que o
cloroférmio tem baixa capacidade de capturar radicais livres. Em contrapartida, extratos
obtidos com solventes mais polares, como a 4dgua, demonstram maior atividade antimi-
crobiana e antioxidante em ensaios in vitro, evidenciando que a escolha do solvente nao

apenas define o composto extraido, mas condiciona diretamente a bioatividade do extrato

final.

Do ponto de vista energético, o processo extrativo convencional agrava ainda mais
o passivo ambiental. Estima-se que as etapas de extragao e separacao consomem mais de
50% da energia de todo o processo industrial, resultando em rendimentos frequentemente
modestos apesar do alto custo energético e do extenso uso de solventes. Essa ineficiéncia
¢é particularmente problematica no contexto de matrizes vegetais tropicais, cujos com-
postos bioativos de interesse — como iridoides e apocarotenoides — sao termossensiveis
e requerem condigoes de processo controladas para que sua integridade molecular seja

preservada [6].

A consequéncia de nao inovar nesse campo é multidimensional. Ela implica de-
pendéncia continuada de insumos petroquimicos em setores que cada vez mais exigem
certificacoes de sustentabilidade, impossibilita o atendimento a mercados que valorizam a
rastreabilidade e a responsabilidade ambiental, e compromete o potencial biotecnolégico
de matrizes vegetais ainda pouco exploradas, como as da Amazonia. Para espécies nativas

como Biza orellana e Genipa americana, que integram cadeias produtivas da sociobiodi-
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versidade regional e possuem mercado crescente em alimentos, cosméticos e farmacos
naturais, a auséncia de alternativas extratoras seguras e eficientes representa também
uma barreira a insercao competitiva em mercados internacionais que operam sob logica
de produgao limpa. E nesse cendrio que os solventes eutéticos naturais emergem como

alternativa tecnoldgica de base cientifica solida.

1.2 Solventes Eutéticos Naturais como Alternativa
Tecnoldgica

1.2.1 Origem do conceito e definicao

Os solventes eutéticos naturais (do inglés Natural Deep Eutectic Solvents, NADES)
sao sistemas liquidos formados pela mistura de compostos naturais em razoes molares es-
pecificas, cujo ponto de fusao é significativamente inferior ao de cada componente isolado.
Esse comportamento resulta de interacoes intermoleculares intensas — predominante-
mente ligacoes de hidrogénio — que conferem ao sistema uma estrutura supramolecular

estavel em temperatura ambiente.

O conceito foi sistematizado por Dai e colaboradores em 2013 [7], que demonstra-
ram, por meio de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), a existéncia
inequivoca de ligacoes de hidrogénio entre os componentes de mais de 100 sistemas euté-
ticos produzidos a partir de metabdlitos primérios de plantas — acucares, aminoacidos,
acidos organicos e poliois. Os autores mediram propriedades fisicas como atividade de
agua, densidade, viscosidade, polaridade e comportamento térmico, e demonstraram que
a solubilidade de biomoléculas nesses sistemas era, em sua maioria, expressivamente su-
perior a observada em agua pura. A hipdtese original, proposta por Choi e colaboradores
em 2011 [8], foi de que essas misturas existem naturalmente no interior de células vegetais
como uma terceira fase liquida — ao lado da agua e dos lipidios —, desempenhando fun-
¢oes fisiolégicas como dissolugao de metabdlitos, criopreservagao e resisténcia a estresses

osmoticos.

A composicao dos NADES baseia-se em dois componentes principais: um receptor
de ligacao de hidrogénio (HBA, do inglés hydrogen bond acceptor) e um doador de ligacao

de hidrogénio (HBD, hydrogen bond donor). A dgua pode ser incorporada como terceiro
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componente, e é fortemente retida na estrutura do sistema eutético. A distin¢ao entre
DES (Deep Eutectic Solvents) sintéticos e NADES reside apenas na origem dos com-
ponentes: os NADES sao subconjunto dos DES cujos constituintes sao exclusivamente
compostos naturalmente ocorrentes, o que fundamenta o seu apelo como solventes verdes

para aplicacoes alimentares e farmacéuticas [9].

1.2.2 Por que sao considerados “solventes verdes”?

A qualificagao dos NADES como solventes verdes nao é uma generalizacao de mar-
keting cientifico — é uma classificagao sustentada por critérios objetivos que os diferenciam
tanto dos solventes organicos convencionais quanto dos liquidos i6nicos sintéticos, outra
categoria de solventes alternativos que, apesar de promissora em termos de eficiéncia,

carrega relevancia de toxicidade, custo de sintese e baixa biodegradabilidade.

O primeiro critério é a origem renovavel das matérias-primas. Os NADES sao
compostos de substancias naturais como agucares, aminoacidos, acidos organicos, poliois
e derivados de colina, todas renovaveis, nao toxicas, biodegradaveis e ambientalmente
sustentaveis. Diferentemente dos solventes organicos, que necessitam de grandes volumes
de matérias-primas petroquimicas e geram residuos quimicos perigosos no processo de
sintese, os NADES sao obtidos por simples mistura a temperatura moderada, sem reagoes
quimicas adicionais, sem geragao de subprodutos e sem emprego de catalisadores toxicos

[10].

O segundo critério é a seguranca para consumo humano. Destaca-se que combi-
nacoes racionais de HBA e HBD, frequentemente compostas por substancias classificadas
como GRAS (Generally Recognized as Safe) pela FDA| permitem a extracao seletiva e de
alto rendimento a partir de plantas, subprodutos agroindustriais e residuos alimentares,
sem a necessidade de etapas de remocao de solvente do extrato final — uma vantagem
direta sobre os solventes organicos convencionais, que exigem evaporacao ou extracao

liquido-liquido para eliminagao de residuos [11].

O terceiro critério é a baixa volatilidade. Ao contrario dos solventes organicos clas-
sicos, que evaporam facilmente e contribuem para a contaminacao atmosférica e formacgao
de COVs, os NADES apresentam pressao de vapor desprezivel. Reforca-se que, em razao

de sua menor toxicidade e biodegradabilidade aprimorada em relacao aos solventes de
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base féssil, os NADES sao reconhecidos como solventes verdes, com aplicagoes crescentes
na industria alimenticia para extragao, conservacao e andlise de compostos de interesse

nutricional [12].

A biodegradabilidade, contudo, merece tratamento cuidadoso. A literatura mais
recente aponta que essa propriedade nao pode ser generalizada automaticamente para
qualquer sistema NADES sem dados experimentais especificos. Descreve-se que estudos de
biodegradabilidade conduzidos com sistemas baseados em cloreto de colina demonstraram
classificacao como biodegraddveis por microrganismos de aguas residuais, sem inibicao da
germinacao do trigo e com citotoxicidade de baixa a moderada em células humanas. No
entanto, os mesmos autores alertam que, quando misturados, os componentes dos NADES
podem apresentar toxicidade maior do que a de cada componente isolado, em razao de
efeitos sinérgicos — um aspecto que reforca a necessidade de avaliagao caso a caso para

cada sistema especifico [13].

Essa nuance ¢ metodologicamente relevante e deve ser incorporada aos protocolos
de pesquisa com NADES. A classificacao como “verde’pressupoe a avaliacao experimental
do sistema formulado, nao apenas a inferéncia a partir das propriedades dos componentes
individuais. A literatura disponivel em bases cientificas registra que sistemas baseados
em cloreto de colina, acido lactico, glicerol, agiicares e aminodcidos apresentam, de modo
geral, perfis favoraveis de biodegradabilidade e baixa toxicidade — mas a confirmacgao

deve ser obtida para cada nova formulagao desenvolvida [11,13].

1.2.3 Propriedades que os tornam promissores para extracao de bioativos

A principal vantagem funcional dos NADES no contexto extrativo reside em sua
tunabilidade — a capacidade de ajustar sistematicamente as propriedades fisico-quimicas
do solvente por meio da escolha dos componentes (HBA e HBD), da razao molar entre
eles e do teor de dgua incorporado. Essa flexibilidade permite projetar solventes com po-
laridade, pH e viscosidade especificos para compostos-alvo definidos, algo estruturalmente

inviavel de alcangar com solventes de composicao fixa como etanol ou hexano.

E demonstrado que a polaridade pode ser o parametro fisico-quimico com maior
impacto direto na seletividade extrativa dos NADES. Sistemas hidrofilicos, como co-

lina:glicerol, colina:acido lactico e betaina:acido citrico, exibem constantes dielétricas ele-
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vadas (e ~ 55-65), indicando desempenho superior para antioxidantes altamente polares,
incluindo acidos fendlicos e antocianinas. Em contraste, NADES hidrofébicos — como
mentol:acido caprilico ou dodecanol:dcido ldurico — apresentam constantes dielétricas
abaixo de 15 e sao mais eficientes para carotenoides, clorofilas e tocoferdis lipofilicos. Os
autores ressaltam que, diferentemente de sistemas binarios convencionais como etanol-
agua, cuja faixa de polaridade é estreita, a polaridade dos NADES pode ser precisamente

ajustada pela variagao do tipo e da proporgao dos componentes [13].

Essa caracteristica é relevante para a extracao de compostos lipofilicos, como os
carotenoides da classe dos apocarotenoides — que inclui bixina e norbixina. Estudos com
NADES hidrofébicos baseados em mentol demonstraram eficiéncia superior ao hexano
convencional na extragao de carotenoides de matrizes vegetais. Demonstra-se que extra-
tos de cascas de laranja obtidos com NADES hidrofébicos a base de mentol:eucaliptol
apresentaram maior conteido de carotenoides totais e superior capacidade antioxidante
em comparacao a extratos obtidos com hexano, com estabilidade de cor mantida por até
20 dias de armazenamento — resultado atribuido as interagoes de ligagao de hidrogénio
e forcas de Van der Waals presentes nos sistemas eutéticos, que criam um microambiente

estabilizador capaz de proteger estruturas insaturadas contra oxidagao e isomerizagao [14].

Badea e colaboradores em 2025 [15] demonstraram que a extracao assistida por
ultrassom combinada com NADES de cloreto de colina:1,3-butanediol permitiu a recu-
peracao simultanea de carotenoides e tocoferol de residuos de tomate, com rendimentos
superiores aos obtidos com solventes organicos convencionais. Os autores confirmaram que
sistemas hidrofébicos baseados em mentol:acido oleico foram mais eficientes para compos-
tos da fracao lipofilica, enquanto sistemas hidrofilicos apresentaram melhor desempenho
para compostos polares — reforcando a importancia da compatibilidade de polaridade

entre NADES e composto-alvo para otimizacao do rendimento extrativo.

No caso dos compostos terpénicos e glicosidicos — classe na qual se inserem os
iridoides de Genipa americana —, NADES baseados em acidos organicos demonstram
desempenho promissor em razao da alta afinidade com ligagoes de hidrogénio estabelecidas
com grupos hidroxila e éster desses compostos. Foi estudado que NADES a base de
acido lactico combinado com sacarose ou sodio acetato apresentaram extracao superior

de compostos fendlicos e terpénicos em comparacao com solventes convencionais, sendo a
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flexibilidade das propriedades fisico-quimicas dos NADES — ajustaveis para extracao de
terpenos e terpenoides — evidenciada em multiplos sistemas estudados. Ressalta-se que
a extracao de [-cariofileno com NADES hidrofébicos foi notavelmente superior a obtida
com hexano, etanol, metanol e dgua em estudos comparativos, evidenciando o papel da

composicao do HBD no controle da seletividade extrativa [16].

Outro aspecto de relevancia crescente é a capacidade dos NADES de estabilizar
compostos bioativos na fase pds-extracao, funcionando simultaneamente como solvente
e como excipiente protetor. Bragagnolo e colaboradores em 2024 [9] documentam que
NADES baseados em &cidos organicos sao frequentemente mais polares do que a propria
agua, o que amplia sua capacidade de estabelecer ligacoes de hidrogénio com compostos
fenolicos e aumenta o poder de dissolucao de bioativos hidrossoluveis. A tunabilidade de
polaridade foi confirmada experimentalmente por andalises de Espectroscopia no Infraver-
melho com Transformada de Fourier (FTIR) e RMN em sistemas a base de cloreto de
colina e 4cido l4ctico, nos quais a viscosidade diminuiu em até 93% com a adicao de dgua
e em até 83,5% com o aumento de temperatura, sem ruptura das interacoes eutéticas

responsaveis pela estrutura do sistema [17].

O jungao de NADES com técnicas de extragao assistida por energia — ultras-
som, micro-ondas e fluidos pressurizados — tem emergido como estratégia para mitigar a
principal limitagao operacional desses sistemas: a alta viscosidade, que dificulta a trans-
feréncia de massa. E documentado que o acoplamento de NADES com extracao assistida
por ultrassom e micro-ondas aumentou a eficiéncia extrativa ao mesmo tempo em que
protegeu compostos termossensiveis, resultando também em menores emissoes de CO,
em comparagao com a hidrodestilagdo convencional [11]. Essa combinagao representa o
estado da arte em extracoes verdes de alta eficiéncia e abre perspectivas concretas para

aplicagao em matrizes vegetais complexas, como as espécies amazonicas.
1.2.4 Lacunas cientificas existentes

Com relagao ao crescimento acelerado da literatura sobre NADES nos tltimos cinco
anos, a transicao desses sistemas do laboratério para a industria enfrenta obstaculos con-
cretos que merecem reconhecimento no contexto desta pesquisa. A viscosidade elevada é a

limitacao operacional mais frequentemente reportada. A extracao de compostos bioativos
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com NADES pode ser desafiadora em razao da alta viscosidade, que dificulta o manuseio
e pode causar obstrugoes em sistemas de extragao continua e nas etapas de filtragao; além
disso, em comparacao com solventes menos viscosos, os NADES requerem maior aporte

energético para intensificar a transferéncia de massa pelo contato solvente-soluto [9].

Do ponto de vista regulatério e toxicolégico, Martins e colaboradores identificam
como barreiras persistentes, a auséncia de frameworks regulatorios especificos de auto-
ridades como FDA e EFSA, gerando incerteza quanto a classificacao dos NADES como
solvente, aditivo ou carreador; a falta de protocolos toxicoldgicos padronizados para mis-
turas ternarias ou quaternarias; e a escassez de estudos sensoriais e de migracao, especial-
mente para aplicacoes em produtos alimentares processados. Os autores observam ainda
que apenas 18% dos estudos publicados entre 2020 e 2024 reportam dados experimentais
sobre reutilizacao de NADES, e menos de 10% incluem avalia¢oes sensoriais do produto

final — uma lacuna relevante para a viabilidade industrial [11].

1.3 Potencial das Matrizes Amazonicas Estudadas

1.3.1 Bizxa orellana L. (urucum): perfil fitoquimico, relevancia regional e lacuna
extrativa

Bixa orellana L. (familia Bixaceae), popularmente conhecida como urucum, é um
arbusto nativo das regides tropicais da América Central e do Sul, com ocorréncia ex-
pressiva na bacia amazonica. Suas sementes sao a principal fonte comercial de bixina
(Cy5H3004) e norbixina, apocarotenoides produzidos pela degradacao oxidativa de carote-
noides C40 — em particular o licopeno — por via enzimatica especifica da espécie. Bixina
constitui cerca de 80% do total de carotenoides presentes no revestimento das sementes,
sendo o componente majoritario do extrato; a norbixina, sua contraparte hidrossolivel, é

obtida por saponificagao alcalina da bixina [5].

O perfil farmacologico da bixina ultrapassa sua funcao historica como corante ali-
mentar. De acordo com Ashraf e colaboradores em 2023, consolida-se evidéncias de que a
bixina atua na regulagao das vias Nrf2/MyD88/TLR4 e TGF-/51/PPAR-~v/Smad3, confe-
rindo atividades antifibrética, antioxidante e anti-inflamatéria comprovadas. Os mesmos

autores documentam atividade anticancer in vitro contra linhagens de células de mela-

noma (B16), leucemia (HL60), osteossarcoma (U20S), préstata (PC3), célon (HCT-116),
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mama (MCF-7) e tireéide (DRO e BHP-16), além de atividade antiparasitaria, hipoglice-
miante e hepatoprotetora. Demonstra-se ainda a atividade antinociceptiva da bixina em
modelos de dor aguda em roedores, relacionada a inibicao da migracao de neutrofilos —

o que amplia as perspectivas de uso farmacolégico da molécula [18].

Do ponto de vista da composicao integral das sementes, demonstraram que quando
as sementes sao extraidas com cloroférmio, a bixina é detectada como composto majorita-
rio; quando a extracao ¢ realizada com hidréxido de sédio ou dgua, a norbixina é obtida.
Os autores observaram ainda que, no extrato cloroférmico, a atividade antioxidante é
limitada em razao da fraca capacidade de captura de radicais livres por esse solvente,
enquanto o extrato aquoso demonstrou maior atividade antimicrobiana [19]. Essa obser-
vacao é fundamental para a compreensao do estado da arte no campo - o solvente nao
apenas determina o composto extraido, mas condiciona o perfil funcional do extrato. Em
estudo posterior, confirmaram a predominancia do isomero 9-cis de bixina em extratos
obtidos por Soxhlet com hexano e cloroférmio, com validagao analitica por Cromatogra-
fia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) segundo diretrizes ICH Q2(R2), e documentaram

atividade antifiingica moderada da bixina purificada frente a oito cepas de Candida [20].

Do ponto de vista economico, o urucum ¢ o segundo corante natural mais rele-
vante no mercado global, superado apenas pelo caramelo. O Brasil é um dos principais
produtores e exportadores mundiais da espécie, e a cadeia produtiva do urucum integra a
sociobiodiversidade amazonica com expressao em comunidades tradicionais e agricultores
familiares da regiao Norte. A demanda crescente por corantes naturais em substituicao
aos sintéticos — impulsionada por legislagoes como o Regulamento (CE) n.? 1333/2008
da Uniao Europeia — coloca o urucum amazonico em posicao estratégica, com potencial

de valorizacao ainda subutilizado por limitagoes tecnolégicas nos processos extrativos.

No que diz respeito aos métodos de extracao, descrevem que maceracao, lixiviagao,
extracao supercritica com COs, extracao liquido-dispersiva, sonicacao, extracao enzima-
tica e extracao assistida por micro-ondas sao os métodos mais utilizados para isolar bixina
e norbixina, com limitagoes especificas para cada técnica emergente em termos de custo,
escalonamento e consumo energético. A auséncia de estudos que avaliem NADES como
meio extrativo para bixina e norbixina de sementes de B. orellana representa, portanto,

uma lacuna concreta e original. Do ponto de vista tedrico, a bixina — composto apo-
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carotenoide lipofilico — apresenta compatibilidade esperada com NADES hidrofébicos
baseados em mentol, enquanto a norbixina — polar e carregada negativamente em pH
neutro — pode ser compativel com sistemas hidrofilicos acidos, como colina:acido lactico

ou betaina:acido citrico [21].

1.3.2 Genipa americana L. (jenipapo): iridoides, pigmento azul e potencial biotec-
noloégico

Genipa americana L. (familia Rubiaceae), conhecida popularmente como jenipapo,
¢ uma espécie frutifera nativa distribuida nos dominios fitogeograficos brasileiros, com
maior prevaléncia no bioma amazonico. Nascimento e colaboradores em 2024 [22] compi-
laram 39 artigos e 11 patentes relativos a espécie, confirmando que os iridoides sao seus
metabdlitos secundérios mais caracteristicos — especialmente genipina, acido geniposidico

e geniposideo, os mais prevalentes no fruto.

A distribuicao desses compostos varia de forma significativa entre as partes do fruto
e os estagios de maturacao. Identifica-se nove iridoides no fruto, incluindo acido geniposi-
dico, gardenosideo, geniposideo, genipina e derivados acilados. Os autores demonstraram
que a genipina é o iridoide mais abundante no fruto imaturo (60,77 mg/g de massa seca),
enquanto o fruto maduro é dominado por geniposideo e dcido geniposidico (89,48 e 25,04
mg/g de massa seca, respectivamente) [23]. Uma redugdo superior a 90% no conteido
total de iridoides durante o amadurecimento, o que explica a auséncia de formacao de pig-
mento azul no fruto maduro apds dano tecidual. Esses dados estabelecem o fruto verde

como a matéria-prima mais relevante para extragao de genipina [24].

O perfil farmacolégico da genipina é de amplitude notavel. Descreve-se que a ge-
nipina é o iridoide nao glicosidico ativo nos extratos de Genipa americana, responsavel
pelos efeitos anti-inflamatoério e hepatoprotetor documentados in vitro e in vivo. Em tes-
tes celulares, sua atividade antiproliferativa foi demonstrada frente a multiplas linhagens
tumorais, com mecanismo atribuido & inibicao especifica da proteina UCP2 e a supres-
sdo da ativagdo de STAT3 — ambos alvos de relevancia em oncologia translacional [25].
Complementa-se esse perfil ao demonstrar, por meio de analise de farmacologia de re-
des, potencial terapéutico da genipina em doenca inflamatoria intestinal, lesao pulmonar

aguda, cancer, diabetes, depressao e doengas neurodegenerativas [26].
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Além das atividades bioldgicas diretas, a genipina apresenta uma propriedade bi-
otecnoldgica de alto valor agregado, sua capacidade de atuar como agente reticulante
natural de baixa toxicidade para biopolimeros. Documenta-se que o 6leo de jenipapo —
extrato rico em genipina — demonstra elevado contetido fendlico, atividade antioxidante
e antimicrobiana nao hemolitica, com vantagem sobre a genipina comercial em pd, que
nao exibe atividade antioxidante. A capacidade reticulante da genipina foi validada para
quitosana, gelatina, zeina e proteinas de batata, sinalizando mercados emergentes que vao

de biomateriais a embalagens ativas e sistemas de encapsulamento farmacéutico [22].

Outra fator de relevancia é a producao do pigmento azul natural. A reacao espon-
tanea da genipina com aminas primdrias de proteinas — como lisina e glicina — forma
dimeros e oligomeros de coloragao azul-escura, cuja intensidade é proporcional a concen-
tracao de genipina livre disponivel. Esse pigmento é utilizado tradicionalmente por grupos
indigenas amazonicos como tinta corporal e téxtil, e tem sido investigado como alternativa
ao azul sintético (indigotina) na industria alimenticia, onde a auséncia de pigmentos azuis
naturais aprovados para uso em alimentos representa uma lacuna histérica. Confirmam-se
que os iridoides do extrato de fruto imaturo de G. americana exibiram atividade antio-
xidante significativa (captacdo de radicais DPPH, ABTS e peroxila) e efeito citoestatico
frente a linhagens de glioma e cancer de mama, indicando que o fruto possui potencial

dual como fonte de pigmento e como ingrediente funcional [23].

Sob a perspectiva dos métodos extrativos, os estudos disponiveis sobre G. ame-
ricana baseiam-se predominantemente em extracao pressurizada com etanol, extracao
enzimatica assistida e maceracao com solventes aquoso-alcodlicos. Foi documentado que
a extracao pressurizada com etanol a partir do endocarpo do jenipapo resultou na maior
recuperacao de genipina, enquanto o mesocarpo forneceu maior teor de geniposideo; ex-

tratos do endocarpo e do mesocarpo apresentaram as maiores atividades antioxidantes

pelos métodos FRAP e DPPH [27].

Nao hé, contudo, registros na literatura de estudos que avaliem NADES como meio
extrativo para iridoides de G. americana. Considerando que NADES hidrofilicos acidos
— como colina:acido citrico, acido lactico:glicose e betaina:acido malico — possuem alta
afinidade com compostos glicosidicos e terpénicos polares, classe a qual pertencem genipo-

sideo e dcido geniposidico, e que a genipina (iridoide aglicona de polaridade intermediaria)



1.8 Potencial das Matrizes Amazonicas Estudadas 12

pode ser compativel com sistemas de polaridade ajustavel, existe base tedrica sélida para
investigar essa aplicacao. A dupla auséncia de estudos — tanto para B. orellana quanto
para G. americana com NADES — reforca a originalidade e a pertinéncia cientifica da

pesquisa apresentada.

Diante desse cenario, esta dissertacao parte da seguinte pergunta de pesquisa: os
solventes eutéticos naturais (NADES) sao capazes de extrair compostos bioativos de Biza
orellana e Genipa americana com eficiéncia comparavel ou superior a dos solventes organi-
cos convencionais, mantendo a integridade quimica e a bioatividade dos extratos obtidos?
Responder a essa questao implica avancar em uma fronteira pouca explorada da quimica
extrativa aplicada a biodiversidade amazonica, com implicagoes diretas para o desenvol-
vimento de processos mais seguros, sustentaveis e economicamente viaveis para espécies

de alto potencial regional.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Geral

Otimizacao dos sistemas de solventes eutéticos naturais para a extracao de com-
postos bioativos de frutos amazonicos (Biza orellana e Genipa americana), avaliando o
desempenho extrativo, a caracterizacao quimica e o potencial tecnolégico dos extratos

obtidos.

1.4.2 Especificos

e Avaliar preliminarmente o efeito de diferentes sistemas de solventes eutéticos natu-
rais e sistemas controle na extragao de carotenoides, compostos fendlicos e atividade

antioxidante.
e Selecionar os sistemas eutéticos mais promissores com base no desempenho extrativo.

e Otimizar as condigoes de extracao dos sistemas selecionados por meio de delinea-

mento experimental Box—Behnken e metodologia de superficie de resposta.

e Caracterizar os sistemas eutéticos e os extratos otimizados por Espectroscopia no

Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR).

e Avaliar os extratos otimizados quanto ao teor de compostos bioativos, atividade

antioxidante e parametros fisico-quimicos, incluindo analise de cor.

e Encapsular os extratos otimizados e determinar a retencao e o perfil de liberagao

dos compostos bioativos.

e Avaliar a digestibilidade in vitro dos extratos encapsulados.



CAPITULO 2

FUNDAMENTACAO TEORICA

A busca por alternativas sustentaveis aos solventes organicos convencionais, aliada
a crescente valorizacao da biodiversidade amazonica como fonte de compostos bioativos,
fundamenta as escolhas metodoldgicas desta dissertacao. Este capitulo apresenta os em-
basamentos cientificos organizados em cinco eixos: os fundamentos fisico-quimicos dos
solventes eutéticos naturais (NADES), incluindo sua formagcao, propriedades e métodos
de preparo; sua aplicacao como solventes de extragao de compostos bioativos; as proprie-
dades dos compostos-alvo; o potencial fitoquimico das espécies amazonicas Bixza orellana
e Genipa americana; e os principios de encapsulagao e digestibilidade in vitro dos extratos

obtidos.

No contexto regulatorio brasileiro, o uso de espécies amazonicas nativas exige con-
formidade com a Lei n® 13.123, de 20 de maio de 2015, que regulamenta o acesso ao patri-
monio genético e ao conhecimento tradicional associado, e com o Decreto n® 8.772, de 11
de maio de 2016, que a regulamenta. Essas normativas estabelecem as condigoes de acesso,
a obrigacao de reparticao de beneficios e os procedimentos de cadastro junto ao Sistema
Nacional de Gestao do Patrimoénio Genético (SisGen), sendo de cumprimento obrigatério

em pesquisas que envolvam recursos genéticos da biodiversidade brasileira [28,29].

2.1 Solventes Eutéticos Naturais (NADES)

Os NADES emergem da familia mais ampla dos solventes eutéticos profundos
(DES) ao observar que certas misturas bindrias de compostos sélidos produziam liqui-
dos a temperatura ambiente [30]. A denominacao “Natural’foi introduzida por Choi e
colaboradores em 2011 [8] para distinguir sistemas compostos exclusivamente por meta-
bolitos primarios de origem bioldgica — agicares, acidos organicos, aminoacidos e alcoois

de cadeia curta — daqueles baseados em reagentes sintéticos ou semissintéticos. Nos tulti-
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mos cinco anos, o numero de publicagoes sobre extracao com NADES cresceu de forma
expressiva, com foco crescente em matrizes tropicais e biodiversas, reflexo do duplo apelo

de sustentabilidade e eficiéncia que esses sistemas oferecem [31,32].

2.1.1 Formacao de Sistemas Eutéticos e Interagoes Intermoleculares

Um sistema eutético forma-se quando dois ou mais componentes, misturados em
proporcoes estequiométricas especificas, produzem uma mistura com ponto de fusao infe-
rior ao de qualquer um de seus constituintes puros. Esse fenomeno nao resulta de uma
reacao quimica entre os componentes, mas da perturbacgao da estrutura cristalina de cada
substancia pela formacao de fortes interacoes intermoleculares na mistura, que estabilizam

preferencialmente a fase liquida em temperaturas mais baixas [30].

O mecanismo central dessa diminui¢ao do ponto de fusao é o estabelecimento de
ligagoes de hidrogénio entre um aceptor de ligagdo de hidrogénio (HBA, hydrogen bond
acceptor) e um doador de ligacdo de hidrogénio (HBD, hydrogen bond donor). A rede
supramolecular tridimensional resultante redistribui a energia do sistema, reduzindo a
energia de rede cristalina de cada componente puro. Quanto maior o nimero de ligagoes
de hidrogénio formadas e quanto mais complementar a geometria dos grupos interagentes,

mais intensa é a depressao do ponto de fusao [31,33].

A figura 2.1 ilustra de forma simplificada o mecanismo de formagao de sistemas
eutéticos, evidenciando o papel das interagoes entre HBA e HBD na desorganizacao da

rede cristalina e na redugao do ponto de fusao.
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Figura 2.1 - Esquema simplificado da formagdo de sistemas eutéticos naturais (NADES) a partir de
interagoes entre aceitadores (HBA) e doadores (HBD) de ligagoes de hidrogénio.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Estudos computacionais por dinamica molecular e pela Teoria do Funcional da
Densidade (DFT) tém refinado a compreensao dessas interagoes. Simulagoes demonstra-
ram que, em sistemas NADES baseados em &cido citrico e actcares, a rede de ligacoes
de hidrogénio é mais densa e organizada do que em solugoes aquosas equivalentes, o que
explica a capacidade excepcional de solvatacao desses solventes para moléculas polares
e anfipaticas [32,34]. Choi e seus colaboradores propuseram ainda que misturas eutéti-
cas de metabdlitos primarios podem existir naturalmente no interior de células vegetais
em condicoes de estresse hidrico, funcionando como meio de dissolugao para metabdlitos
secundarios de baixa solubilidade aquosa — hipdtese que sustenta a compatibilidade in-
trinseca desses solventes com matrizes vegetais e confere aos NADES relevancia biolégica

que vai além de sua aplicacao tecnolégica [8].

A diferenga conceitual entre DES e NADES reside na origem e na biocompati-
bilidade dos componentes. Os DES convencionais frequentemente empregam cloreto de
colina sintético ou ureia, compostos que, embora eficazes, apresentam restrigoes de uso
em processos alimentares. Os NADES, por sua vez, sao formados por compostos GRAS
(Generally Recognized as Safe) ou metabolicamente relevantes, o que os torna intrinse-
camente mais seguros e adequados para aplicacoes em alimentos, cosméticos e produtos

farmacéuticos [31, 35].
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2.1.2 Classificagao e Composicao dos NADES

A classificacao dos NADES organiza-se segundo a natureza quimica dos compo-
nentes e o tipo de interacgaio HBA-HBD predominante. De acordo com Dai e auto-
res [7], é estabelecida a taxonomia de referéncia, distinguindo sistemas do tipo: acido
organico—acucar; acido organico—aminoacido; acgicar—aminoacido; agucar—alcool de ca-
deia curta; e colina—acido organico. Revisoes mais recentes ampliaram essa classificacao
para incluir sistemas ternarios e quaternarios e uma categoria adicional relevante: os DES

hidrofébicos (HDES) [31,32].

Entre os agicares mais utilizados estao glicose, frutose, sacarose, sorbitol, trealose
e xilose. Sua multipla hidroxilacao os posiciona como HBDs eficientes, conferindo alta
hidrofilicidade e capacidade de formagao de redes extensas de ligacoes de hidrogénio. Os
acidos organicos — citrico, malico, latico, oxalico, tartarico e succinico — funcionam simulta-
neamente como HBDs (grupos -COOH) e HBAs (oxigénios carbonilicos), conferindo-lhes
versatilidade singular na formacao de redes supramoleculares. Os aminoacidos — prolina,
betaina, lisina, tirosina e acido glutamico — aportam grupos bifuncionais (amino e car-
boxilico) que ampliam a densidade de sitios de interagao, com a betaina introduzindo

adicionalmente interacoes eletrostaticas por sua natureza zwitterionica [36].

Nos ultimos anos, compostos fendlicos de baixo ponto de fusao — como timol, mentol
e acido ferulico — passaram a integrar formulacoes de NADES funcionais, adicionando
atividade antioxidante intrinseca ao solvente e ampliando as possibilidades de extracao

seletiva de compostos termossensiveis [37,38].

Os DES hidrofébicos (HDES) representam uma extensao relevante da familia dos
solventes eutéticos, especialmente para aplicagoes envolvendo compostos apolares como
carotenoides. Ao contrario dos NADES hidrofilicos, os HDES apresentam baixo contato
com a agua e resisténcia a separacao de fases em meio aquoso, com perda de sais de
apenas cerca de 1,9% e conteido de 4gua minimo de aproximadamente 1,8% quando em
contato com agua. Esses atributos os tornam adequados para extracao liquido-liquido de
compostos lipofilicos e para aplica¢oes em biotecnologia e nanotecnologia [32]. Sua sintese
envolve componentes como sais de amonio quaternario e compostos organicos hidrofobi-

cos — incluindo monoterpenos naturais como timol e mentol emparelhados com acidos
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organicos de cadeia longa —, que conferem hidrofobicidade e estabilidade em ambientes

aquosos.

2.1.3 Métodos de Preparo e Caracterizacao dos NADES

Uma das razoes para o crescente interesse nos NADES é a diversidade de métodos
disponiveis para sua preparacao. Atualmente, sao reconhecidas pelo menos sete aborda-
gens principais, sendo a mais comum aquela que combina aquecimento e agitacao [31]. A
escolha do método depende de fatores como a sensibilidade térmica dos compostos e a

necessidade de um processo rapido ou mais controlado:

e Aquecimento e agitacao: consiste em misturar os constituintes em proporcoes este-
quiométricas sob aquecimento brando (50-80°C) e agitacao continua até a formacgao
de uma mistura homogénea e transparente. E o método mais utilizado pela sua

simplicidade e reprodutibilidade.

e Moagem: indicado para componentes sensiveis ao calor. O processo ocorre em
temperatura ambiente, utilizando almofariz e pistilo até a formacao de um liquido

translicido, evitando a degradacao de substancias termolédbeis.

e Extrusao de parafuso duplo: realiza a mistura e trituragao continuas dos constituin-
tes usando uma extrusora de parafuso duplo, com potencial de escalonamento para

producao em maior escala.

e Liofilizacao: os constituintes sao dissolvidos em agua destilada, a solucao é congelada
e liofilizada. E especialmente 1til para reagentes termossensiveis ou quando se deseja

eliminar completamente a agua residual.

e Evaporacao a vacuo: os constituintes sao dissolvidos em agua e a agua ¢ eliminada
por evaporacao rotativa, com secagem posterior em dessecador, produzindo NADES

com teor de umidade controlado.

e Irradiacao por micro-ondas: método rapido em que os constituintes sao misturados
e irradiados em micro-ondas por curtos periodos, acelerando a homogeneizagao com

menor gasto energético.
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e Preparacao assistida por ultrassom: os constituintes sao misturados e submetidos
a banho ultrassonico, garantindo homogeneizagao eficiente, especialmente para mis-

turas com componentes de dificil miscibilidade.

Apés a preparagao, os NADES sao caracterizados por técnicas analiticas comple-
mentares. A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e a
ressonancia magnética nuclear (RMN) sao as mais empregadas para confirmar a formagao
de ligacoes de hidrogénio entre os componentes e validar a estrutura do sistema eutético
obtido. A RMN de prétons (*H RMN), em particular, permite investigar as propriedades
estruturais e fisico-quimicas dos NADES, como deslocamentos quimicos indicativos de
interagoes intermoleculares especificas [32]. Abordagens computacionais — como DFT e
dinamica molecular — complementam os dados experimentais ao modelar as interagoes a
nivel atomico, permitindo prever propriedades fisico-quimicas e guiar o design racional de

novas formulagoes de NADES [31, 34].

2.1.4 Propriedades Fisico-quimicas Relevantes

As propriedades fisico-quimicas dos NADES sao determinantes para seu desempe-
nho como solventes de extracao e dependem fortemente da composicao e da razao molar
dos componentes. A viscosidade é a propriedade mais citada como fator limitante - & tem-
peratura ambiente, a maioria dos NADES apresenta valores entre 10 e 500 mPa-s — até
trés ordens de magnitude superiores a da agua. Essa caracteristica reduz a difusividade
molecular e a taxa de transferéncia de massa durante a extragao, mas pode ser atenu-
ada pela adigdo controlada de dgua (até aproximadamente 50% v/v sem comprometer o

carater eutético) ou pelo aumento da temperatura de extragao [32,39].

A polaridade dos NADES, frequentemente expressa pelos parametros de Kamlet-
Taft (a, B e %), é altamente ajustdvel com a composigdo. Sistemas ricos em acidos
organicos curtos apresentam maior capacidade doadora de préton (« elevado), enquanto
sistemas baseados em agucares exibem alta capacidade aceptora (8 elevado). A cons-
tante dielétrica dos NADES é geralmente alta (entre 20 e 80), favorecendo a solubilizagao
de compostos i6nicos e polares [40]. A atividade de dgua (aw) dos NADES é significa-
tivamente inferior a da agua pura, com consequéncias importantes para a estabilidade

microbiolégica dos extratos e para a minimizacao de reacoes de hidroélise indesejaveis



2.1 Solventes Eutéticos Naturais (NADES) 20

durante extracdo e armazenamento [36].

A estabilidade térmica dos NADES de origem natural situa-se tipicamente entre 60
e 100°C, compativel com a maioria dos processos de extracao. Acima desses limites, rea-
coes de degradacao — como caramelizacao de agucares e desidratacao de acidos organicos
— podem comprometer a qualidade do solvente e do extrato. A densidade dos NADES é
geralmente superior & da dgua (1,1 a 1,4 g/cm?), caracteristica que influencia a dinamica

de separagao de fases em sistemas de extracao liquido-liquido [32,33].
2.1.5 Vantagens e Limitagoes Tecnoldgicas

Os NADES apresentam um conjunto consolidado de vantagens que os posiciona
como alternativa relevante aos solventes organicos convencionais e aos liquidos ionicos.
Do ponto de vista ambiental, sao biodegradaveis, produzidos a partir de matérias-primas
renovaveis e, em sua maioria, classificados como GRAS pela agéncia reguladora ameri-
cana (do inglés Food and Drug Administration - FDA). Em comparagdo com solventes
organicos — metanol, etanol, acetona, hexano —, os NADES oferecem menor pressao de
vapor (reduzindo riscos de inflamabilidade), maior seletividade de extragao para com-
postos polares e auséncia de residuos téxicos nos extratos. Frente aos liquidos ionicos,
levam vantagem em custo, disponibilidade de matéria-prima, sintese simples (mistura di-
reta sem reagentes auxiliares) e perfil toxicol6gico mais favoravel, uma vez que liquidos

ionicos frequentemente apresentam toxicidade a organismos aquaticos [31,40].

As principais limitagbes que ainda desafiam a aplicacao industrial dos NADES
sao: (a) a elevada viscosidade a temperatura ambiente, que prejudica a transferéncia de
massa, a filtragdo e o bombeamento; (b) a dificuldade de separagao do solvente do extrato
ap0s o processo, ja que os componentes dos NADES nao sao volateis e nao podem ser
removidos por evaporagao convencional — estratégias como didlise, ultrafiltragao, extragao
em fase sélida e precipitacao seletiva tém sido investigadas, mas nenhuma consolidou-
se como solu¢do universal em escala industrial; e (c¢) a dificuldade de padronizacao da
composic¢ao, visto que pequenas variagoes na razao molar ou na pureza dos componentes
podem alterar completamente as propriedades fisico-quimicas do sistema, comprometendo

a reprodutibilidade dos resultados [31,37,38].
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2.2 Aplicacao de NADES na Extracao de Compostos Bioa-
tivos

A aplicagao de NADES como solventes de extracao de compostos bioativos de ma-
trizes vegetais registrou crescimento expressivo nos ultimos cinco anos. Revisoes abran-
gentes documentam centenas de estudos em matrizes diversas, com interesse crescente
em frutas tropicais, especiarias e espécies medicinais de regides biodiversas, incluindo a
Amazonia [37,38,40]. A capacidade de extrair simultaneamente compostos de diferen-
tes polaridades, sem deixar residuos toxicos no extrato, é um dos atributos que mais

impulsionam essa tendéncia no setor alimentar e farmacéutico.

2.2.1 Interacoes Soluto-solvente na Extracao de Bioativos

A eficacia dos NADES na extracao de compostos bioativos resulta de interacoes
moleculares especificas entre os grupos funcionais do solvente e os dos compostos-alvo.
Para compostos fendlicos, os mecanismos predominantes sao as ligacoes de hidrogénio
entre os grupos hidroxila dos fendlicos e os grupos doadores/aceptores do NADES; as
interagoes 7-7 entre os anéis aroméaticos dos fendlicos e estruturas conjugadas dos com-
ponentes do solvente; e as interagoes hidrofébicas que estabilizam a porcao apolar de
fendlicos de maior peso molecular na rede do solvente. Essa multiplicidade de interagoes
explica a alta afinidade de NADES baseados em acido citrico, glicose e prolina por acidos

fendlicos, flavonoides e antocianinas [37,38,41].

A seletividade de extracao é a propriedade que mais diferencia os NADES dos
solventes convencionais de uso amplo. Ao ajustar a composicao do solvente, é possivel
favorecer a solubilizacao de classes especificas de compostos, reduzindo a co-extragao de
interferentes. Estudos com matrizes tropicais demonstraram que NADES formulados com
acidos organicos de cadeia curta extraem preferencialmente fendlicos de polaridade média
(4cidos hidroxicinamicos, flavondis), enquanto sistemas mais ricos em aguicares favorecem

compostos mais polares como antocianinas e acidos hidroxibenzoicos [40].

Para compostos lipofilicos, como carotenoides, a solubilizacado em NADES exige
ajustes de composicao. A adi¢do de quantidades controladas de dgua (tipicamente 20-40%

v/v) reduz a polaridade global do sistema e pode melhorar a dispersdo de compostos
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apolares até um ponto 6timo, além do qual o excesso hidrico dilui as interagoes eutéticas.
O uso de HDES — como sistemas baseados em timol e mentol — representa uma alternativa
direta para extracao de compostos lipofilicos, aproveitando a afinidade hidrofébica do

solvente pelos pigmentos [32,39].

2.2.2 Fatores que Influenciam o Desempenho da Extragao

O desempenho da extragao com NADES é determinado pela interacao entre varid-
veis do solvente e variaveis operacionais do processo. A temperatura é a variavel de maior
impacto individual, seu aumento reduz a viscosidade do NADES, melhora a difusividade
dos solutos e favorece a disrupc¢ao das paredes celulares da matriz vegetal. Para matrizes
amazonicas, temperaturas entre 40 e 80°C tém sido reportadas como adequadas para a
maioria dos fendlicos, enquanto carotenoides termoldbeis — como bixina — podem exigir

faixas mais estreitas para preservar a integridade estrutural dos pigmentos [40, 42].

A razao solvente/matriz (mL de NADES por g de matriz seca) controla a capa-
cidade de dissolucao do sistema. Razoes insuficientes resultam em saturagao do solvente
antes que o equilibrio de transferéncia de massa seja atingido; razoes excessivas aumen-
tam volume de solvente sem ganho proporcional em rendimento. Para matrizes ricas em
fendlicos, razoes entre 10:1 e 30:1 sao comumente eficazes, mas esse valor é dependente da

composicao do NADES e da natureza da matriz [41].

O teor de agua no NADES exerce influéncia dupla, reduz a viscosidade e melhora
a cinética de transferéncia de massa, mas, em excesso, dilui a rede supramolecular e pode
comprometer a seletividade da extragdo. Dai e seus colaboradores [39] demonstraram
que a adigao de até aproximadamente 50% de dgua (v/v) mantém as propriedades eu-
téticas na maioria dos sistemas, enquanto teores superiores resultam em comportamento

assemelhado ao de solugoes aquosas convencionais.

O tempo de extracao influencia o rendimento até que o equilibrio de transferéncia
de massa seja atingido. A aplicacao de técnicas assistidas por energia — especialmente a
extracao assistida por ultrassom (UAE) e a extragao assistida por micro-ondas (MAE)
— reduz significativamente o tempo necessario sem elevar a temperatura a ponto de de-
gradar compostos termolabeis. No caso do ultrassom, o fenomeno de cavitagao acustica

gera microbolhas que colapsam proximas a superficie da matriz, produzindo ondas de
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choque e cisalhamento localizado que rompem as paredes celulares e aceleram a difusao
dos compostos para o solvente. A combinacao de UAE com NADES é apontada como
uma das abordagens mais promissoras para extragoes com alta eficiéncia e menor consumo

energético [40].
2.2.3 Otimizacao de Processos Extrativos

A multiplicidade de variaveis que afetam a extragao com NADES — temperatura,
tempo, teor de dgua, razao solvente/matriz e composigao do solvente — e a presenga de in-
teracoes entre elas tornam indispensavel o uso de delineamentos estatisticos multivariados.
A Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) é a abordagem mais amplamente empre-
gada, por permitir modelar relagoes quadraticas entre variaveis independentes e respostas
de interesse com numero de experimentos muito inferior ao exigido por delineamentos

fatoriais completos [43].

O delineamento de Box-Behnken (BBD) destaca-se entre os delineamentos de su-
perficie de resposta por nao incluir pontos nos vértices do hipercubo experimental — eli-
minando a necessidade de testar condigoes extremas simultaneas em todas as variaveis —,
por empregar apenas trés niveis por variavel e por apresentar estrutura quase rotativa,
garantindo estimativas precisas dos parametros do modelo em toda a regiao experimen-
tal. Essas caracteristicas o tornam especialmente adequado para estudos de otimizagao

de extragoes com NADES de matrizes vegetais tropicais [43].

As variaveis-resposta mais frequentes nos estudos publicados entre 2020 e 2024
sobre extragao de bioativos com NADES incluem o teor de fendlicos totais (método
de Folin-Ciocalteu), atividade antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP) e concentracao de
compostos-alvo por HPLC-DAD ou LC-MS. A validacao dos modelos é realizada por
ANOVA, coeficiente de determinacao ajustado (R%adj), teste de falta de ajuste (lack of

fit) e confirmac@o experimental do ponto 6timo predito [40,43].

2.3 Compostos Bioativos de Interesse

Os compostos bioativos de interesse neste trabalho pertencem a dois grandes gru-

pos: compostos fendlicos, de natureza hidrofilica variavel, e carotenoides, predominante-
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mente lipofilicos. Ambos estao presentes nas espécies amazonicas estudadas e apresentam
atividade antioxidante documentada, além de outras bioatividades de interesse industrial
e nutricional. A crescente preferéncia por antioxidantes naturais, em oposicao a variantes
sintéticas, tem impulsionado a pesquisa e o desenvolvimento de ingredientes mais seguros

e eficazes, o que sustenta diretamente o interesse tecnolégico em ambas as classes [44].

2.3.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos constituem a classe de metabdlitos secundéarios mais ampla-
mente distribuida no reino vegetal, com mais de oito mil estruturas descritas. A unidade
estrutural basica compartilhada é um ou mais anéis aromaticos com grupos hidroxila
substituintes, cuja presenca é responsavel tanto pelas propriedades antioxidantes quanto
pelas interacoes com os componentes dos NADES durante a extragao. A principal divisao
distingue os acidos fendlicos — derivados dos dcidos hidroxibenzoico (C6-C1) e hidroxici-

namico (C6-C3) — dos flavonoides, de estrutura C6-C3-C6 [45,46].

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos opera por trés mecanismos prin-
cipais: transferéncia de dtomo de hidrogénio (HAT, do inglés Hydrogen Atom Transfer),
pela qual o grupo —OH fendlico cede um hidrogénio a um radical livre; transferéncia de
elétron acoplada a préton; e quelacao de metais de transicao pré-oxidantes, como Fe?*t
e Cu?", que catalisam a geracdo de radicais via reacdo de Fenton. A eficicia antioxi-
dante depende da estrutura molecular, compostos com substituicao catecélica no anel B
— dois grupos —~OH em posicoes orto adjacentes, como na quercetina e no acido cafeico
— apresentam estabilizagao do radical fenoxilico por ressonancia e quelacao bidentada de

metais [45].

No contexto amazonico, fendlicos de espécies nativas tém concentrado atencao cres-
cente. Paes e colaboradores [44] documentaram fitoquimicos de espécies amazonicas com
potencial nefroprotetor, evidenciando a amplitude das bioatividades associadas a fendli-
cos da regiao. Ja havia-se demonstrado que frutos amazonicos apresentam capacidade
antioxidante superior a de muitos frutos temperados comercialmente consolidados — evi-
deéncia que reforga o interesse por tecnologias extrativas eficientes e gentis para preservar

o potencial bioativo dessas matrizes [47].
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2.3.2 Carotenoides

Os carotenoides sao pigmentos terpenoides lipossoliveis, de coloragao amarela a
vermelha, biossintetizados por plantas, algas e microrganismos fotossintéticos. Seu esque-
leto basico é um tetraterpenoide de 40 carbonos — exceto no caso de diapocarotenoides
como bixina e norbixina, de 25 carbonos —, construido por condensacao de unidades de
isopreno (C5). A caracteristica estrutural mais relevante ¢ a cadeia central de duplas
ligacoes carbono-carbono conjugadas (cadeia poliénica), responséavel tanto pela absorgao

de luz visivel quanto pelas propriedades antioxidantes do grupo [48,49].

A atividade antioxidante dos carotenoides manifesta-se principalmente pela capaci-
dade de desativar o oxigénio singlete (}O,) por transferéncia de energia fisica, convertendo-
o a forma tripleta menos reativa. Esse mecanismo é especialmente eficaz em ambientes
lipidicos, como membranas celulares e emulsoes alimentares. Além disso, carotenoides
podem reagir com radicais peroxila e interromper cadeias de peroxidacao lipidica, es-
pecialmente em baixas pressoes parciais de oxigénio. Carotenoides com anel [-ionona
nao substituido — S-caroteno, a-caroteno e S-criptoxantina — apresentam adicionalmente

atividade pré-vitaminica A [49].

A lipofilicidade intrinseca e a sensibilidade da cadeia poliénica a agentes oxidantes,
luz UV e calor constituem as principais limitagoes tecnoldgicas do grupo. Isomerizacao
trans—cis, epoxidacao e clivagem oxidativa da cadeia resultam em perdas de cor, ativi-
dade biolégica e valor nutricional — reagoes favorecidas durante extragao com solventes
polares e processamentos com calor e oxigénio. Isso reforga a necessidade de condigoes
extrativas controladas (como NADES com UAE em temperatura moderada) e de sistemas

de protegao pds-extracao como a encapsulagao [40,48].

2.4 Espécies Amazonicas Estudadas

A Amazonia concentra estimativas de 10 a 15% da biodiversidade vegetal global.
A valorizacao de espécies nativas por meio de tecnologias de extracao sustentavel repre-
senta estratégia de alto impacto para o desenvolvimento economico regional com base na
conservagao da sociobiodiversidade — eixo que, no Brasil, encontra amparo legal na Lei

n? 13.123/2015 e no Decreto n® 8.772/2016, que regulamentam o acesso ao patrimonio
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genético e ao conhecimento tradicional associado [28,29]. Biza orellana e Genipa ame-
ricana inserem-se nesse contexto como espécies com perfis bioativos bem caracterizados,
relevancia cultural estabelecida e potencial tecnolégico ainda em expansao, tendo ambas
sido destacadas como fontes de corantes naturais de grande importancia para o territério

amazonico [50].

2.4.1 Bixa orellana

Biza orellana L. (Bixaceae), conhecida como urucum, annatto ou colorau, é uma
espécie arbustiva nativa da América tropical amplamente cultivada na regiao Amazonica.
A domesticacdao do urucum a partir de Bixa urucurana na Amazonia foi documentada
por Moreira e colaboradores em 2015 [51], que relacionaram sua diversificacao genética a
processos de selecao por populagoes indigenas ao longo de milénios — dado que reforca o
componente de conhecimento tradicional associado ao uso da espécie. Os frutos (figura
2.2) sdo cépsulas com espinhos moles que encerram sementes cobertas por uma camada de
células secretoras ricas em pigmentos carotenoides — de onde sao extraidos os compostos

de maior interesse industrial.

Os compostos bioativos mais importantes de B. orellana sao a bixina e a norbixina,
carotenoides de estrutura atipica. Diferentemente da maioria dos carotenoides de 40 car-
bonos, bixina e norbixina sao diapocarotenoides de 25 carbonos, formados pela clivagem
oxidativa da cadeia poliénica do (-caroteno. A bixina possui um grupo metil éster em
uma extremidade e um grupo carboxilico livre na outra, conferindo-lhe carater lipofilico e
coloragao alaranjada intensa. A norbixina, obtida por saponificacdo da bixina, apresenta
dois grupos carboxilicos livres e é mais hidrofilica — caracteristica explorada em aplicagoes

aquosas e em emulsoes [42].

A bixina corresponde a 70-80% dos pigmentos totais das sementes e é utilizada
como corante natural (codigo E160b/INS 160b) em queijos, margarinas, sobremesas, sal-
gadinhos e bebidas. A crescente demanda por substitutos de corantes sintéticos, impul-
sionada por pressao regulatoria e preferéncia do consumidor, combinada as evidéncias de
bioatividade dos carotenoides do urucum (atividade antioxidante, antiproliferativa e anti-
inflamatoria), intensifica a busca por tecnologias extrativas mais eficientes e seguras. A

extragao convencional com hexano e acetona ou solugoes alcalinas apresenta limitagoes de



2.4 FEspécies Amazonicas Estudadas 27

seguranca e sustentabilidade que os NADES e HDES buscam superar, mantendo a capa-
cidade de dissolver os compostos bioativos sem alterar suas caracteristicas e melhorando

a solubilidade e estabilidade dos compostos extraidos [42,50].

Figura 2.2 - Frutos e sementes de urucum (Biza orellana).
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Além de bixina e norbixina, sementes de B. orellana contém tocotriendis (formas
de vitamina E), compostos fenélicos (dcido gélico, acido eldgico, catequinas), fitoesterdis
e terpenoides. Essa complexidade fitoquimica significa que a extracao com NADES pode
potencialmente capturar multiplas classes de compostos simultaneamente, ampliando o
perfil bioativo e tecnolégico do extrato obtido em relagao as extracoes seletivas com sol-

ventes convencionais.
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2.4.2 Genipa americana

Genipa americana L. (Rubiaceae), conhecida como jenipapo, é uma espécie arbérea
com ampla distribui¢ao na Amazonia, no Cerrado e nas matas de galeria do Brasil. O fruto
(figura 2.3) é uma baga de casca lenhosa, polpa suculenta e adstringente, consumido in
natura ou processado na forma de sucos, licores, vinhos, geleias e sorvetes. O suco do fruto
verde ¢ utilizado por diversas etnias indigenas amazonicas como corante permanente para
pintura corporal e de tecidos, o que confere a espécie relevancia cultural singular e destaca

o potencial da genipina como corante natural multifuncional de origem amazonica [47,50].

Figura 2.3 - Frutos de jenipapo (Genipa americana).
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Do ponto de vista fitoquimico, os iridoides sao os compostos de maior interesse

cientifico de G. americana. Os iridoides sao monoterpenoides glicosilados de estrutura



2.5 Encapsulagao e Digestibilidade de Compostos Bioativos 29

biciclica, dos quais o geniposideo é o mais abundante nos frutos. A hidrélise enzimética
do geniposideo gera a genipina, um agliconeo de alta reatividade quimica, em contato com
grupos amino livres de aminodcidos, proteinas ou quitosana, a genipina forma espontane-
amente pigmentos azul-escuros por reacoes de cross-linking intermolecular que envolvem
abertura do anel e polimerizacao [52]. Essa propriedade posiciona a genipina como agente
de reticulacao natural em sistemas de encapsulacao, substituindo reagentes sintéticos té-
xicos como o glutaraldeido, e representa um dos principais diferenciais tecnologicos da

espécie.

Além dos iridoides, frutos de G. americana contém &cidos fendlicos (clorogénico,
neoclorogénico), flavonoides (rutina, quercetina), dcido ascérbico e acidos organicos que
contribuem para o perfil antioxidante total da espécie. Rufino e colaboradores [47] confir-
maram a elevada capacidade antioxidante do jenipapo entre espécies frutiferas brasileiras
nao tradicionais. Foram incluidos fitoquimicos de espécies amazonicas correlatas no escopo
de compostos com bioatividades emergentes, evidenciando a continuidade do interesse ci-
entifico na regiao. A diversidade quimica de G. americana — compostos de polaridades
distintas, desde iridoides polares até flavonoides de polaridade intermediaria — é argu-
mento adicional a favor do uso de NADES como solventes de extragao capazes de cobrir

um espectro mais amplo de compostos-alvo em uma unica etapa [44].

2.5 Encapsulacao e Digestibilidade de Compostos Bioativos

A extracao de compostos bioativos com NADES representa a primeira etapa de um
processo mais amplo de desenvolvimento de ingredientes funcionais. Os extratos obtidos
frequentemente contém compostos instaveis em condigoes de processamento e armaze-
namento, com biodisponibilidade oral limitada ou caracteristicas sensoriais indesejaveis.
A encapsulacao surge como estratégia integradora que protege os compostos extraidos,

controla sua liberagao no trato gastrointestinal e aumenta sua bioacessibilidade.
2.5.1 Encapsulacao de Compostos Bioativos

A encapsulacao consiste no aprisionamento de um material ativo — denominado
nicleo ou fase interna — em uma estrutura protetora chamada parede ou material en-

capsulante. O objetivo principal é proteger o niicleo contra degradagao quimica e fisica
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durante o processamento, o armazenamento e a passagem pelo trato gastrointestinal. Os
mecanismos de degradacao que a encapsulagao busca minimizar incluem a oxidagao lipi-
dica — especialmente relevante para carotenoides —, a foto-oxidagao, a hidrélise acida em
pH géstrico e as reagoes de Maillard. A barreira fisica do material de parede retarda a
difusao de oxigénio, umidade e pro-oxidantes em direcao ao nicleo, estendendo a vida ttil

do bioativo [53,54].

Além da protecao, a encapsulacao pode mascarar sabores ou aromas indesejaveis,
converter extratos liquidos em pds de facil manuseio, melhorar a dispersibilidade de com-
postos lipofilicos em sistemas aquosos e controlar a taxa e o espaco de liberagao no trato
gastrointestinal. A secagem por aspersao (spray drying) é a técnica mais aplicada industri-
almente para compostos bioativos de origem vegetal, por seu baixo custo operacional, alta
produtividade, controle de tamanho e morfologia das particulas e ampla disponibilidade

de equipamentos em escala industrial [54].

2.5.2 Materiais de Parede em Sistemas Encapsulados

A selecao do material de parede é determinante para as propriedades funcionais
das particulas encapsuladas. Os critérios de escolha incluem compatibilidade quimica com
o nucleo, capacidade de formagcao de filme ou matriz coesa, solubilidade nas condicoes de
processo, estabilidade durante o armazenamento e perfil de liberacao desejado no trato

gastrointestinal [53].

A maltodextrina é um produto de hidrélise parcial do amido, constituido por ca-
deias de glicose de grau de polimerizacao variavel, caracterizado pelo equivalente de dex-
trose (DE). Apresenta alta solubilidade em dgua, baixa viscosidade em concentragoes de
uso (facilitando a atomizagao), excelente capacidade de formagao de matriz amorfa du-
rante a secagem por aspersao, baixo custo e ampla disponibilidade. Sua principal limitagao
é a baixa atividade emulsificante intrinseca, o que pode comprometer o encapsulamento

de compostos lipofilicos na auséncia de agentes emulsificantes auxiliares [54].

A goma arabica (GA) é um polissacarideo complexo ramificado obtido como ex-
sudado de espécies de Acacia (principalmente A. senegal e A. seyal). Sua estrutura
molecular — formada por galactose, arabinose, ramnose e acido glucuronico, associados

a uma fracao proteica de 2-3% denominada arabinogalactana-proteina — confere a GA
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propriedades emulsificantes e de estabilizagao coloidal tinicas. A fracao proteica ancora-se
na interface 6leo-agua, enquanto as cadeias polissacaridicas formam um filme viscoelastico

que impede coalescéncia e oxidagao das goticulas lipidicas [54].

A combinagao de maltodextrina e goma arabica é uma das formulac¢oes de parede
mais estudadas para encapsulagao de pigmentos lipofilicos. Essa combinacao aproveita
a complementaridade entre a capacidade de formacao de matriz da maltodextrina e a
capacidade emulsificante da GA, resultando em particulas com maior eficiéncia de encap-
sulagao e melhor estabilidade oxidativa do nicleo do que os materiais isolados. Estudos
com carotenoides de matrizes tropicais confirmaram que proporgoes de 1:1 a 3:1 de mal-
todextrina e GA produzem particulas com morfologia regular, baixa permeabilidade ao

oxigénio e boa retencao de pigmentos durante o armazenamento [54,55].

2.5.3 Liberagao dos Compostos Bioativos

A liberacao de compostos bioativos a partir de sistemas encapsulados é governada
por trés mecanismos principais, atuando simultaneamente em graus varidveis: (a) difusao
do nucleo pela matriz polimérica — predominante em matrizes densas e nao soluveis,
obedecendo a primeira lei de Fick; (b) dissolugdo ou erosao da parede — dominante em
sistemas produzidos com polissacarideos hidrossoluveis, como maltodextrina e GA, que
absorvem dgua progressivamente ao entrar em contato com o meio gastrointestinal; e (c)
ruptura fisica ou quimica da capsula por variacoes de pH, temperatura ou compressao

mecanica [54, 55].

A taxa de dissolucao da parede é sensivel ao pH, temperatura e forca ionica do
meio, permitindo projetar sistemas com liberacao preferencial em segmentos especificos
do trato gastrointestinal. A goma arabica apresenta relativa resisténcia a digestao péptica
em condigoes acidas, tornando-a especialmente adequada em sistemas bipartidos com
maltodextrina para liberagao intestinal preferencial de compostos fenélicos e carotenoides.
Para carotenoides, a liberagao na por¢ao duodenal/jejunal — onde sais biliares concentram-

se para emulsificacao lipidica — é determinante para a bioacessibilidade [48,54].
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2.5.4 Digestibilidade In Vitro

Os modelos de digestao simulada in vitro sao ferramentas consolidadas para avaliar
o comportamento de compostos bioativos e de sistemas encapsulados ao longo do trato
gastrointestinal, sem a necessidade de ensaios com animais ou humanos. O protocolo
estético padronizado pelo INFOGEST [56], e atualizado na versdao INFOGEST 2.0 [57],
representa o padrao metodolégico atual para digestao in vitro de alimentos. A versao 2.0
incorpora refinamentos para aumentar a fidelidade fisiolégica, incluindo a etapa oral com
amilase e ajustes nas condigoes de bile e pancreatina intestinal, permitindo comparacao

direta de resultados entre diferentes grupos de pesquisa.

A fase gastrica é conduzida com pepsina em pH 2,0 a 3,0 por 2 horas, simulando
o ambiente acido e proteolitico do estomago. Para fendlicos, essa fase pode promover
hidrolise parcial de ésteres e glicosideos, liberando formas mais facilmente absorviveis.
Para carotenoides, o pH &acido nao degrada diretamente o pigmento, mas a auséncia de
sais biliares limita a solubilizacao micelar durante essa fase. A fase intestinal é realizada
com pancreatina e sais biliares em pH 7,0 a 7,4 por 2 horas, simulando a acao hidrolitica e
a emulsificacao no intestino delgado — fase em que a solubilizagao micelar dos carotenoides

e a absor¢ao de fendlicos sdo predominantemente avaliadas [57].

A bioacessibilidade é definida como a fracao do composto bioativo que, apds a di-
gestao simulada, encontra-se na fragao micelar solivel do digerido e, portanto, disponivel
para absorc¢ao pelo epitélio intestinal. Para compostos lipofilicos como carotenoides, esse
parametro depende criticamente da formagao de micelas mistas com sais biliares, monoa-
cilglicerdis e acidos graxos livres. A presenca de lipidios no sistema de encapsulagao pode
aumentar substancialmente a bioacessibilidade de carotenoides, por favorecer a formacao
de micelas ricas em pigmento durante a digestao intestinal. Estudos com pigmentos de
matrizes tropicais indicam que a encapsulagao com maltodextrina e GA pode aumentar
a bioacessibilidade de carotenoides em 2 a 5 vezes em relacao ao extrato bruto e proteger

fendlicos da degradacao gastrica, aumentando a fragao disponivel na fase intestinal [54,57].



CaPIiTULO 3

SELECAO E CARACTERIZACAO DE
SOLVENTES EUTETICOS NATURAIS PARA
A EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

DE Bixa orellana E Genipa americana

3.1 Introducao

A obtencao de compostos bioativos a partir de matrizes vegetais depende direta-
mente da escolha do solvente de extracao, que condiciona tanto o rendimento quanto o
perfil qualitativo do extrato. Solventes organicos convencionais, como metanol, hexano
e acetona, sao utilizados nesse contexto, mas apresentam limitagoes bem documentadas:
toxicidade, volatilidade elevada, geragao de residuos nocivos e restri¢oes regulatérias cres-
centes para aplicagoes alimentares e farmaceéuticas [10]. Essa realidade tem impulsionado
a busca por alternativas mais seguras e ambientalmente compativeis, entre as quais os sol-
ventes eutéticos naturais (NADES, do inglés Natural Deep Eutectic Solvents) se destacam

nas ultimas duas décadas.

Os NADES sao misturas de dois ou mais componentes naturais — geralmente um
aceptor e um doador de ligacoes de hidrogénio — que formam liquidos com ponto de
fusdo inferior ao de cada constituinte isolado [7,8]. Sua composi¢ao tipicamente inclui
agucares, acidos organicos, aminoacidos, polidlcoois e sais de amonio quaternario, todos
de origem biolégica e com baixa toxicidade. Essas caracteristicas conferem aos NADES
um perfil favoravel a extracao de biomoléculas, conciliando seletividade, biodegradabili-
dade e compatibilidade com matrizes alimentares e farmacolédgicas [13,58]. Contudo, o
desempenho extrativo de um NADES nao é universal: ele varia de acordo com a polari-
dade do sistema, a razao molar entre os componentes, o teor de agua incorporado e as

propriedades estruturais dos compostos-alvo [10]. Sistemas com alta polaridade, como
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cloreto de colina:glicerol ou betaina:acido citrico, mostram melhor desempenho para com-
postos fendlicos e antocianinas, enquanto formulagdes menos polares sao mais adequadas

para carotenoides e compostos lipofilicos [59].

Essa dependéncia de variaveis fisico-quimicas torna a selecao do sistema solvente
uma etapa critica antes de qualquer processo de otimizacao. A avaliacdo preliminar de
diferentes NADES, por meio de analises de fendis totais, carotenoides e capacidade anti-
oxidante dos extratos obtidos, funciona como uma triagem necessaria para identificar os
sistemas com maior potencial extrativo. Paralelamente, a espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) tem sido amplamente empregada como ferramenta
de caracterizacao estrutural dos NADES, permitindo confirmar a formacao de interacgoes
intermoleculares — sobretudo ligagoes de hidrogénio entre os componentes da mistura —
e verificar a identidade e a estabilidade do sistema formado [59,60]. O deslocamento de
bandas caracteristicas, especialmente na regiao de estiramento O-H (~3000-3600 cm™1)
e de deformagao C=0 (~1700 cm™'), em relagio aos espectros dos componentes puros, ¢
evidéncia direta da formacao da rede supramolecular que define o comportamento euté-

tico.

No contexto amazonico, Biza orellana L. (urucum) e Genipa americana L. (jeni-
papo) sao espécies de reconhecido valor biolégico. A primeira se destaca como fonte de
carotenoides — em especial bixina e norbixina — além de apresentar flavonoides e acidos
fendlicos em sementes e folhas com atividades antioxidante, antimicrobiana e antidiabé-
tica documentadas [19,61]. A segunda contém iridoides, &cidos fendlicos e polissacarideos
com atividades antioxidante, antiproliferativa e neuroprotetora, encontrados em polpa,
casca e folhas do fruto [22,23,62]. Apesar do potencial comprovado dessas espécies, 0s
estudos voltados a extracao verde de seus compostos bioativos ainda sao escassos, e a
aplicagdo de NADES nessas matrizes permanece praticamente inexplorada. Faria e co-
laboradores [63] demonstraram que o método de extragao influencia diretamente o perfil
fenolico do jenipapo, o que reforca a pertinéncia de investigar solventes alternativos para

essa espécie.

Até o momento, nao foram identificados estudos que comparem sistematicamente
diferentes formulagoes de NADES para a extracao de bioativos de B. orellana e G. ame-

ricana, especialmente em abordagem comparativa e com foco regional amazonico. Essa
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lacuna justifica a proposta deste capitulo, cujos objetivos sao avaliar preliminarmente
o efeito de diferentes sistemas NADES e sistemas controle na extracao de carotenoides,
compostos fendlicos e atividade antioxidante de B. orellana e G. americana; e selecionar
os sistemas eutéticos mais promissores com base no desempenho extrativo, estabelecendo

o fundamento necessario para as etapas subsequentes de otimizacao.

3.2 Materiais

3.2.1 Reagentes Quimicos

Os sistemas eutéticos naturais (NADES) estudados foram preparados por meio da
mistura dos reagentes timol (>99.0% da Synth), cloreto de colina (>99.0% da Sigma-
Aldrich), dcido 14tico (85.0 - 90.0% da Synth), D-sorbitol (97% da Dinamica Quimica®)),
e glicerol (=99.0% da Sigma-Aldrich). Além disso, foram empregados etanol (99.5% da
Nuclear) e metanol (99.8% da Dinamica Quimica@®)) para a preparagao de solventes hidro-
alcodlicos, os quais foram utilizados a fim de comparar o efeito de solventes convencionais

e mais verdes nos ensaios.

As informagoes detalhadas sobre os reagentes sao apresentadas na tabela 3.1. Tam-
bém foram utilizados reagentes de grau analitico para a determinacao de compostos bio-

ativos e avaliacao da atividade antioxidante.

Tabela 3.1 - Descricao dos reagentes quimicos.

Reagentes P(egs.(r)nlg/goiz—)lr Fabricante N°¢ CAS Pltl;z ;a
Acido L-Ltico 90,08 Synth 79-33-4  85.0 - 90.0
Alcool Etilico Absoluto 46,07 Nuclear 64-17-5 99.5
Alcool Metilico 32,04 Dinamica Quimica®)  67-56-1 99.8
Cloreto de Colina 139,62 Sigma-Aldrich 67-48-1 > 99.0
D-Sorbitol 182,17 Dinamica Quimica®  50-70-4 97
Glicerol 92,09 Sigma-Aldrich 56-81-5 > 99.0
Timol 150,22 Synth 89-83-8 > 99.0

*Todos os valores de pureza foram fornecidos pelos fabricantes.
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3.2.2 Espécies Vegetais

As espécies vegetais selecionadas para este estudo foram Biza orellana L. (urucum)
e Genipa americana L. (jenipapo), escolhidas em fungao do seu potencial como fontes de
compostos bioativos e pigmentos naturais. O urucum foi coletado na fase madura, en-
quanto o jenipapo foi colhido ainda verde, considerando a variacao no perfil de compostos
de interesse em fungao do estagio de maturagao. As amostras foram coletadas na zona ur-
bana de Manaus, Amazonas, nas coordenadas -3,0809, -60,0169 para o urucum e -3,0804,

-60,0170 para o jenipapo.

3.3 Meétodos

3.3.1 Preparacao das Amostras

Apoés a coleta, os frutos foram selecionados manualmente para remocao de partes
deterioradas, lavados em &gua corrente e submetidos a secagem superficial com papel
absorvente. Em seguida, foram acondicionados em freezer doméstico para conservacao

até o processamento.

Posteriormente, as amostras foram submetidas a pré-tratamento. Para o urucum,
as sementes foram separadas manualmente do envoltério. O jenipapo verde foi tritu-
rado integralmente (casca, polpa e sementes) em equipamento Thermomix@®) TM6, até

obtencao de material homogéneo.

As amostras processadas foram acondicionadas em sacos de polietileno e armaze-
nadas a —18°C até a liofilizacao. O processo foi conduzido em liofilizador Enterprise I,
operando entre =30 e —40°C, sob vacuo de aproximadamente 400 pHg, com o objetivo de

preservar compostos bioativos sensiveis ao calor.

Apods a liofilizacao, o material foi moido em moedor elétrico até obtencao de po,
sendo posteriormente armazenado em temperatura ambiente, ao abrigo da luz, para mi-

nimizar degradagoes oxidativas e fotossensiveis.
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3.3.2 Preparacao dos Solventes Eutéticos Naturais (NADES)

A preparacao dos solventes eutéticos naturais profundos (NADES) foi realizada
por meio de aquecimento e agitacao, conforme descrito na literatura [7,59,64—67]. Inicial-
mente, os componentes foram pesados de acordo com as proporcoes molares previamente

definidas e misturados.

As misturas foram submetidas a aquecimento a 80°C em banho metabdlico Dubnoff
(AG-BMD), sob agitagao constante, até a formagcao de solugoes homogéneas e visualmente
limpidas. Apds resfriamento a temperatura ambiente, os NADES foram transferidos para

frascos de vidro hermeticamente fechados e armazenados até a utilizacao.

3.3.3 Extracao dos Compostos Bioativos
3.3.3.1 Avaliagcao Preliminar

A extragao dos compostos bioativos foi realizada utilizando solventes eutéticos

naturais (NADES), com condigoes especificas para cada matriz vegetal.

Para Biza orellana L. (urucum), visando a extragao de carotenoides, foram utili-
zados 0,3 g de amostra para 10 mL de NADES. A extracao foi conduzida a 70 °C por
40 minutos em banho metabdlico Dubnoff (AG-BMD), sob agitacdo. Apds o processo,
as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e centrifugadas a 4500 rpm por 10
minutos (Centrifuga Digital Refrigerada Multirotores 20000-NM-BI, Daiki), sendo o so-
brenadante coletado e armazenado em frascos de vidro, sob refrigeragao e ao abrigo da

luz.

Para Genipa americana L. (jenipapo), visando a extragdo de compostos fendlicos,
foram utilizados 0,5 g de amostra para 10 mL. de NADES. A extracao foi realizada a
50 °C por 40 minutos, sob as mesmas condi¢oes de agitagao, seguida de resfriamento,

centrifugacao e armazenamento conforme descrito anteriormente.

Os procedimentos foram baseados em protocolos da literatura [63, 68-71], com
adaptagoes nas condigoes de temperatura, razao sélido:solvente e tempo de extragao, bem

como na utilizacao de NADES como solvente.
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3.3.4 Determinagao de Compostos Bioativos e Ensaios Antioxidantes

A determinacao dos compostos bioativos foi realizada por meio da quantificagao
de compostos fendlicos totais, carotenoides totais e da atividade antioxidante pelos en-
saios DPPH e FRAP. As analises espectrofotométricas foram conduzidas em triplicata

utilizando espectrofotémetro de microplacas (EPOCH?2, Biotek).

Os ensaios antioxidantes empregados nesta etapa foram selecionados com o objetivo
de realizar uma avaliacao preliminar dos extratos, sendo posteriormente ampliados nas

etapas de otimizacao e aplicagao descritas nos capitulos subsequentes.

3.3.4.1 Teor de Fendlicos Totais (TPC)

O conteudo total de compostos fendlicos é uma medida da concentracao de
compostos fendlicos em uma determinada amostra, que sao metabolitos secun-
ddrios em plantas conhecidas por suas propriedades antioxidantes [72].

O teor de fendlicos totais foi determinado utilizando o reagente Folin-Ciocalteu,
conforme descrito por Krecisz [73], com adaptagdes. Para o preparo, foi utilizada uma
solucao de Folin-Ciocalteu, que atua como agente oxidante, e uma solucao de bicarbonato
de sédio, que fornece e mantem o meio alcalino - de forma a deixar a reatividade maior e
a reagao numa faixa 6tima. Neste ensaio, os elementos -OH dos fendis interagem com os
ions oxidantes, sendo perceptivel visualmente a mudanga de coloragao da reacao entre o

verde amarelado fluorescente para o verde azulado escuro.

Primeiramente, foram preparadas as solugoes de Folin-Ciocalteu (5 mL de reagente
em 50 mL de dgua destilada) e de NaHCO3 (6 g de bicarbonato de sédio em 100 mL de
agua destilada). A andlise conduziu-se em microplacas de 96 pogos com a diluigao de
20 pL da amostra em 150 pL da solucao de Folin-Ciocalteu, mantida em repouso, sem
incidéncia de luz, por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 150 pL da solugao de
bicarbonato de sédio e a mistura foi incubada por 90 minutos. A absorbancia foi medida
a 750 nm em leitor de microplacas. Os resultados sao expressos em equivalentes de dcido
galico (GAE), com base em curva padrao de calibragao previamente realizada utilizando
a equagao de regressao de linear (equagao 3.1) e o coeficiente de determinacao (equagao

3.2).
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y = 0,0029z + 0,2011 (3.1)

R* = 0,9901 (3.2)

3.3.4.2 Teor de Carotenoides Totais (TCC)

O teor de carotenoides totais (TCC) representa a quantidade total desses pig-
mentos presentes em uma amostra. Os carotenoides sao compostos lipofilicos
amplamente distribuidos na natureza, conhecidos por sua intensa coloracado,
que varia do amarelo ao vermelho, e por desempenharem funcoes essenciais,
como a captagao de luz para a fotossintese e a protecao celular contra o estresse
ozidativo [74].

A quantificagao de carotenoides foi realizada com base no método descrito por De
Souza [75], com modificagoes. As amostras foram misturadas com dgua destilada e hexano
na proporgao 1:5:6 (v/v/v) - nessa operacao ocorre a separagao de fases, de modo que
o hexano atue como ima para moléculas apolares lipofilicas -, seguidas de agitacao em
vortex por 1 minuto. O sobrenadante foi coletado e a absorbancia foi medida a 450 nm em
leitor de microplacas. Os resultados sao expressos em equivalentes de -caroteno (pg/mg),
com base em curva padrao de calibracao previamente realizada utilizando a equacao de

regressao de linear (equagao 3.3) e o coeficiente de determinacao (equagao 3.4).

y = 0,0015z + 0,0637 (3.3)

R* = 0,9927 (3.4)
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3.3.4.3 Ensaio 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

O 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) é um radical livre organico estdvel am-
plamente utilizado na avaliagao de atividades antiozidantes devido a sua cor
roxa intensa e propriedades paramagnéticas. FEsse composto funciona como um
agente redox ativo, reagindo com antioxidantes através da aceitagcao de elé-
trons ou dtomos de hidrogénio, o que reduz seu cardater radical e provoca uma
mudanca de coloracao, do roxo para o amarelo, que pode ser medida quanti-
tativamente. O ensaio DPPH, portanto, é uma técnica eficaz para medir a
capacidade dos antioridantes de neutralizar esse radical, resultando em uma
diminuicao na absorbancia em um comprimento de onda especifico, refletindo
diretamente o poder antiozidante das amostras analisadas [76-79).

A capacidade antioxidante foi avaliada pelo método de sequestro do radical livre
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), conforme descrito por Molyneux, Rufino, Silveira e
Sacramento [80-83], com adaptagoes. Uma solugdo metandlica de DPPH (100 M) foi
preparada, e 10 pL. da amostra foram adicionados a 190 pL dessa solucao. A mistura foi
incubada em ambiente escuro por 30 minutos a temperatura ambiente. A absorbancia foi
medida a 515 nm em leitor de microplacas. Os resultados sao expressos em equivalentes
de Trolox (pM Trolox/ml), com base em curva padrao de calibragao previamente realizada
utilizando a equagao de regressao de linear (equacao 3.5) e o coeficiente de determinagao

(equagao 3.6).

y = -0,0004x + 0,7223 (3.5)

R?> = 0,9949 (3.6)

3.3.4.4 Ensaio Capacidade Antioxidante por Redugao Férrica (FRAP)

A capacidade antiozidante de redugdo férrica (FRAP) é um ensaio que mede
a capacidade dos antiozidantes de reduzir os fons férricos (Fe&*T) em ions fer-
rosos (Fe*). No ensaio FRAP, um reagente de derivatizacao é preparado,
normalmente em uma solugao tampao, que reage com antioridantes em uma
amostra. A mudanca de cor resultante, devido a formacdo de um complexo
colorido, € medida espectrofotometricamente, fornecendo uma avaliagao quan-
titativa da capacidade antiozidante total da amostra [84).

O poder antioxidante por reducao férrica foi avaliado pelo método FRAP (Ferric

Reducing Antioxidant Power), conforme Rufino, Dos Santos e Sacramento [47,83,85,86].
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O reagente FRAP foi preparado a partir de 25 mL de tampao acetato a 300 mM - que
mantem a solugdo em pH 4cido -, 2,5 mL de TPTZ (2,4,6-Tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) a 10
mM - que é o agente quelante (ligante), atuando como o indicador da reagao e estabilizador
da solucao - e 2,5 mL de FeClz a 20 mM - agindo como substrato que vai ser reduzido
(radical livre). A absorbancia maxima do ensaio encontra-se no ph écido, sendo este o
motivo para ocorrer o controle com a solucao tampao. Na placa de 96 pocos, 9 pL de
cada amostra foram adicionados a 27 pL. de agua destilada e 270 L. do reagente FRAP.
A leitura foi feita imediatamente a 595 nm em leitor de microplacas. Os resultados sao
expressos em equivalentes de sulfato ferroso (uM Fe(II)/ml), com base em curva padrao
de calibracao previamente realizada utilizando a equagao de regressao de linear (equagao

3.7) e o coeficiente de determinagao (equagao 3.8).

y = 0,0009z% - 0,137 (3.7)

R? = 0,997 (3.8)

3.3.5 Caracterizagao dos Solventes

3.3.5.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) € uma
técnica utilizada para caracterizar compostos com base em seus grupos funci-
onais, fornecendo informacoes estruturais detalhadas. Esse método envolve a
passagem de luz infravermelha pela amostra, onde diferentes comprimentos de
onda sao seletivamente absorvidos, promovendo transi¢oes vibracionais nas li-
gacoes quimicas presentes. O espectro resultante, que representa a intensidade
da luz absorvida em func¢ao do comprimento de onda, atua como uma “impres-
sao digital”quimica, permitindo a identificagao precisa das moléculas [87].

A caracterizagdo dos NADES foi realizada por espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier acoplada ao mdédulo de reflexdo total atenuada (FTIR-
ATR), utilizando o espectrofotometro Agilent Cary 630 FTIR com cristal de seleneto de
zinco (ZnSe). As andlises foram conduzidas na faixa espectral de 680 a 4000 cm™!, com

resolucao adequada para a identificacao dos principais grupos funcionais presentes nos

sistemas mais promissores.
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3.3.6 Andlise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software R (versao 4.4.3).

Inicialmente, foi aplicada andlise de variancia (ANOVA) para verificar a existéncia
de diferencas significativas entre os tratamentos. Quando identificadas diferencas estatisti-
camente significativas, foi utilizado o teste de comparagao multipla LSD (Least Significant
Difference), com ajuste de Bonferroni para controle do erro do tipo I associado a miltiplas

comparacoes, considerando nivel de significancia de 5%.

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao. Para representacao
grafica, foi utilizado o erro padrao da média, com o objetivo de evidenciar a precisao das

estimativas.

3.4 Resultados e Discussao

Neste tépico, serao apresentados os resultados da fase preliminar, indicando o efeito
de extracao de carotenoides e compostos fendlicos de Biza orellana e Genipa americana
com solventes eutéticos naturais (NADES). Serao discutidas as influéncias das caracte-
risticas fisico-quimicas desses NADES na recuperacao desses compostos, destacando os

sistemas com melhor desempenho para cada classe de bioativos.

3.4.1 Avaliagao Preliminar

Para a avaliagao preliminar, foram selecionados 8 (oito) sistemas extrativos eviden-
ciados na figura 3.1, sendo eles 6 (cinco) NADES e 2 (dois) hidroalcodlicos, considerando as
suas caracteristicas fisico-quimicas e potencial de solubilizagao de compostos bioativos. As
misturas eutéticas escolhidas foram timol:dcido latico (Thy:Lac), cloreto de colina:acido
latico (ChCl:Lac), cloreto de colina:glicerol (ChCl:Gly), glicerol:acido ldtico (Gly:Lac),
sorbitol:dcido latico (Sor:Lac) - todos esses na proporgao 1:2 - e por ultimo, cloreto de
colina:sorbitol (ChCl:Sor) na propor¢ao 4:1. Na escolha dos solventes convencionais, para
servir como parametro de desempenho, foram preparados uma solucao etandlica (EtOH

50%) (v/v) e uma solugao metandélica (MeOH 80%) (v/v).

Os sistemas eutéticos selecionados para esta avaliacao diferem entre si em composi-
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¢ao e polaridade, o que determina sua aptidao para extrair diferentes classes de compostos
bioativos. O sistema Thy:Lac (1:2) pertence a categoria dos NADES do tipo V, formado
exclusivamente por moléculas neutras, em que o timol atua como aceptor e doador parcial
de ligacoes de hidrogénio, conferindo ao sistema um carater hidrofébico derivado de sua
estrutura terpénica aromética [88-90]. O 4cido ldtico, por sua vez, funciona como doador
forte de ligacoes de hidrogénio por meio de seus grupamentos hidroxilico e carboxilico,
e sua acidez moderada pode favorecer a solubilizacao de compostos fendlicos em meios
levemente acidos [65,91]. A combinagao desses dois componentes resulta em um sistema
anfifilico com regices hidrofébicas capazes de interagir com compostos lipofilicos, como

carotenoides [66, 68].

Os sistemas baseados em cloreto de colina (ChCl:Lac, ChCl:Gly e ChCl:Sor) sao
classificados como tipo III. O ChCl atua como aceptor de ligacoes de hidrogénio por meio
de sua estrutura ionica e do grupo hidroxila presente, formando misturas eutéticas estaveis
com doadores de miltiplos grupos ~OH, como glicerol, sorbitol e acido latico [59,67,92].
A elevada polaridade desses sistemas os torna adequados para a extracao de compostos
fendlicos e antocianinas, além de favorecer a estabilizacao de compostos hidrofilicos por
interagoes eletrostaticas [70]. Os sistemas Gly:Lac e Sor:Lac, que nao contém componente
ionico, dependem de interacoes HBD-HBD entre os polidlcoois e o dcido latico, resultando
em polaridade moderada e viscosidade relativamente elevada — fatores que condicionam
seu efeito extrativo, como discutido nas subsecoes seguintes. Os solventes convencionais
EtOH 50% e MeOH 80% foram incluidos como referéncia de desempenho para os sistemas

verdes avaliados [10].
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Figura 3.1 - Sistemas extrativos - Thy:Lac, ChCl:Lac, ChCl:Gly, Gly:Lac, ChCl:Sor, Sor:Lac, EtOH,
MeOH.

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

3.4.1.1 Extracao de Carotenoides Totais

Foram testados sete sistemas extrativos para a extragao de carotenoides de Biza
orellana: Thy:Lac (1:2), Gly:Lac (1:2), ChCl:Lac (1:2), Sor:Lac (1:2), ChCL:Gly (1:2),
MeOH 80% e EtOH 50%. Os valores reportados correspondem as leituras liquidas apds
subtracao dos respectivos brancos (sistemas extrativos sem amostra vegetal). O melhor
desempenho foi obtido com o sistema Thy:Lac (1:2), que alcangou 685,31 ng/mg, tinico
sistema classificado com letra “a”pela andlise de comparac¢ao multipla (tabela 3.2), carac-
terizando superioridade estatistica clara sobre todos os demais avaliados (figura 3.2). Esse
resultado é coerente com o carater hidrofébico do sistema, o timol é um terpenoide fendlico
com estrutura apolar que cria regioes de compatibilidade quimica com carotenoides lipo-
filicos, como a bixina e a norbixina, principais pigmentos das sementes de urucum [19,61].
O acido latico, por sua vez, estabiliza a mistura por ligagoes de hidrogénio e contribui

com a fluidez do sistema, favorecendo o contato com a matriz vegetal [66,68].
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¢

Figura 3.2 - Extratos de urucum.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Os demais sistemas apresentaram desempenhos estatisticamente distintos entre si,
configurando uma hierarquia de seis grupos (a—f) que reflete a influéncia da polaridade e
da composicao de cada solvente sobre a extracao de compostos lipofilicos (figura 3.3). O
Gly:Lac (1:2) posicionou-se como segundo (230,87 pg/mg, letra “b”), superando o MeOH
80% (217,53 pg/mg, letra “c”) — resultado relevante porque se trata de um sistema sem
componente idnico, formado exclusivamente pela interacao entre dois HBDs. A posicao
intermediaria do Gly:Lac pode ser atribuida ao carater anfifilico do glicerol, cujos trés
grupos hidroxila permitem interagoes com regioes polares, enquanto a cadeia carbonica
oferece alguma compatibilidade com compostos moderadamente apolares [93]. A acidez
moderada do acido latico pode também facilitar a ruptura de interagoes entre carotenoides

e a matriz celular, auxiliando na liberagao dos compostos durante a extragao [65].

O MeOH 80% (letra “c”) apresentou rendimento de 217,53 ng/mg, estatisticamente
superior ao ChCl:Lac e aos demais NADES baseados em cloreto de colina. Esse desem-
penho é atribuido & menor fracao aquosa da mistura metandlica (apenas 20% de dgua),
que proporciona um ambiente mais adequado para a dissolu¢ao de compostos lipofilicos
do que as formulacoes com alta densidade de grupos polares. O menor tamanho molecu-
lar do metanol também favorece a penetracao celular e o acesso aos plastideos onde os

carotenoides sdo armazenados nas sementes [10]. O fato de o MeOH superar os sistemas
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com ChCI ¢ interessante, embora o cloreto de colina amplie a capacidade extrativa de
compostos hidrofilicos, seu carater fortemente ionico e hidrofilico parece desfavorecer a

extracao de compostos apolares como carotenoides.

Carotenoides Totais (T'CC)
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Figura 3.3 - Desempenho de diferentes sistemas extrativos aplicados a Biza orellana em ensaio de TCC.

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Os sistemas ChCl:Lac (1:2) e Sor:Lac (1:2) compartilharam a letra “d”(204,20 e
199,53 pg/mg, respectivamente), sem diferenca significativa entre si. Em ambos os casos,
a presenca do cloreto de colina como componente majoritario contribui para a elevada
polaridade do sistema, limitando a compatibilidade com moléculas lipofilicas [59]. A
semelhanga de desempenho entre os dois sistemas, apesar da diferenga de HBD (acido
latico vs. sorbitol), sugere que o fator determinante nesse nivel de rendimento é a presenca
do cloreto de colina, ndo o doador de hidrogénio empregado. O sistema ChCL:Gly (1:2)
apresentou o menor desempenho entre os NADES (125,53 ng/mg, letra “e”), a combinagao
do carater ionico do ChCl com a alta hidrofilia do glicerol resulta em um sistema de
polaridade elevada que oferece baixa compatibilidade com carotenoides [70]. O EtOH
50% obteve o menor rendimento geral (53,53 pg/mg, letra “f’), resultado coerente com
sua alta fracao aquosa (50% de dgua), que representa a principal barreira para a dissolugao

de compostos apolares.
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Tabela 3.2 - Teor de carotenoides totais nos extratos de urucum.

Sistemas Concentragao Média (ug/mg) + SD

Thy:Lac 1:2 685,31 + 8,33
Gly:Lac 1:2 230,87 + 0,00°
MeOH 80% 217,53 + 0,66°
ChCl:Lac 1:2 204,20 + 0,67¢
Sor:Lac 1:2 199,53 + 0,66¢
ChClL:Gly 1:2 125,53 £ 0,66°
EtOH 50% 53,53 & 0,667

Os resultados estao apresentados como média £+ desvio padrao. Diferengas significativas entre os
tratamentos foram determinadas por ANOVA, seguida do teste LSD (Least Significant Difference) com
ajuste de Bonferroni (p < 0,05). Médias seguidas por letras diferentes indicam diferengas significativas
entre os tratamentos.

Os resultados obtidos sao consistentes com a literatura para sistemas hidrofébicos.
Reportou-se que o NADES ChCL:Gly (1:4) alcancou 303,62 ng/g em folhas frescas de
palmeira (Elaeis guineensis), superando o MeOH 80% no mesmo estudo, o que converge
com a tendeéncia observada aqui de que NADES com maior proporcao de componente
poliol favorecem a extracao de carotenoides [59]. A razdo molar 1:4, com proporgao
de glicerol maior do que a utilizada neste trabalho (1:2), produz sistema de polaridade
ligeiramente menor, o que pode explicar o melhor desempenho daquele NADES em relagao

ao ChCL:Gly 1:2 deste estudo.

Estudos com sistemas analogos ao Thy:Lac, a base de mentol, reportaram valores
substancialmente inferiores: Tanriver obteve entre 3,08 e 13,43 pg/mg em espinafre com
L-mentol:4cido acético [94], e Sportiello indicou boa eficiéncia do DL-mentol:4cido 14tico
em cascas de abobora [68]. A diferenca de magnitude em relagao ao resultado aqui obtido
¢é atribuivel, em grande parte, a natureza da matriz vegetal - sementes de B. orellana sao
ricas em bixina e norbixina, carotenoides de alta concentragao nessa espécie, o que favorece
rendimentos superiores independentemente do solvente [61]. Demonstrou-se ainda que a
razao sélido/liquido (S/L) impacta significativamente a eficiéncia, com rendimento de até
342,13 pg/g com S/L de 1:20, sugerindo que a otimizacdo de pardmetros operacionais

pode ampliar o potencial dos sistemas avaliados em etapas subsequentes [15].
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3.4.1.2 Extragao de Compostos Fendlicos

Foram testados (figura 3.4) sete sistemas extrativos para a extracao de compos-
tos fendlicos do jenipapo (Genipa americana): ChCl:Lac (1:2), ChCL:Gly (1:2), ChCl:Sor
(4:1), MeOH 80%, EtOH 50%, Sor:Lac (1:2) e Gly:Lac (1:2). Os valores reportados
correspondem as leituras liquidas apds subtragao dos respectivos brancos. O melhor de-
sempenho foi observado com o sistema ChCl:Lac (1:2), que alcangou 324,79 mg GAE/g.
Essa combinacao se destaca pela forte capacidade do acido latico de formar ligagoes de
hidrogeénio com grupos funcionais de compostos fendlicos e pela contribuicao do cloreto de
colina, que, por seu carater ionico, pode interagir eletrostaticamente com compostos po-

lares, promovendo maior solubilizacao e estabilizagao desses bioativos em solugao [70,91].

Os sistemas Gly:Lac (1:2) e Sor:Lac (1:2) foram avaliados, mas produziram valores
abaixo do limite de detecgao do método, sendo registrados como nao detectados (ND) na,
tabela 3.3. Esses resultados sao consistentes com a auséncia de componente idnico nesses
sistemas, sem o cloreto de colina, a rede de interacoes disponivel para estabilizar compostos
fenolicos polares ¢ limitada a ligagoes de hidrogénio HBD-HBD entre os polidlcoois e o
acido latico, o que pode ser insuficiente para mobilizar e reter os compostos de interesse do
jenipapo em concentragao detectdvel [7,59]. Esses dois sistemas foram excluidos do gréfico

comparativo (figura 3.5) e do cdlculo estatistico por ndo gerarem valores quantificaveis.
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Figura 3.4 - Extratos de jenipapo.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

O sistema ChCl:Gly (1:2) posicionou-se como o segundo mais eficiente, com 282,38
mg GAE/g (letra “b”). A presenga do glicerol, com trés grupos hidroxila, contribui para
a formacao de uma extensa rede de ligacoes de hidrogénio capaz de interagir com com-
postos fendlicos polares [95]. O rendimento ligeiramente inferior ao do ChCl:Lac pode ser
atribuido a maior viscosidade do sistema ChCl:Gly, o que pode restringir a difusao dos

compostos durante a extragao.

Fenois Totais (TPC)

a
b
C
ChCl:Gly 1:2 ChCl:Lac 1:2 ChCl:Sor 4:1 EtOH 50% MeOH 80%
SISTEMAS EXTRATIVOS

Figura 3.5 - Desempenho de diferentes sistemas extrativos aplicados a Genipa americana em ensaio de
TPC.

Fonte: Elaborado pela autora (2025).



3.4 Resultados e Discussao 50

O sistema ChCl:Sor (4:1) apresentou 249,28 mg GAE/g (letra “c”). A proporgao
4:1 foi adotada porque, em razoes molares equimolares ou com maior teor de sorbitol, a
mistura nao atingia consisténcia adequada para o manuseio nas etapas analiticas, com-
prometendo a reprodutibilidade. A maior proporc¢ao de cloreto de colina nessa formulacao
pode, em contrapartida, ter reduzido a capacidade de solvatacao dos compostos fenélicos

em relacao aos sistemas com maior propor¢ao de HBD, explicando seu posicionamento

abaixo do ChClL:Gly.

Tabela 3.3 - Teor de fendlicos totais nos extratos de jenipapo.

Sistemas Concentracao Média (mg GAE/g) + SD

ChCl:Lac 1:2 324,793 £+ 0,345%
ChCl:Gly 1:2 282,379 £ 0,345°
ChCl:Sor 4:1 249,276 + 0,345°¢
MeOH 80% 28,931 + 0,345¢
EtOH 50% 14,804 + 0,327¢
Sor:Lac 1:2 ND

Gly:Lac 1:2 ND

Os resultados estao apresentados como média + desvio padrao. Diferencas significativas entre os

tratamentos foram determinadas por ANOVA, seguida do teste LSD (Least Significant Difference) com
ajuste de Bonferroni (p < 0,05). Médias seguidas por letras diferentes indicam diferengas significativas
entre os tratamentos. ND: nao detectado (valores negativos, abaixo do limite de detecgdo do método).

Entre os solventes convencionais (tabela 3.3), o MeOH 80% obteve 28,93 mg GAE /g
e o EtOH 50% apresentou o menor valor detectavel, com 14,80 mg GAE/g. A superiori-
dade expressiva dos NADES baseados em ChCl em relagao aos solventes convencionais é
coerente com o carater ionico e a elevada capacidade de formacao de ligacoes de hidroge-
nio desses sistemas, caracteristicas que favorecem a interacao com a estrutura polar dos

compostos fendlicos [70,91].

O efeito dos NADES na extracao de compostos fendlicos varia de acordo com a
composicao do sistema e a natureza do material vegetal. Observou-se que sistemas a
base de colina, como ChCl:Lac e ChClL:Gly, se destacaram na extragao de compostos
fenolicos, apresentando rendimentos elevados, resultado que converge com os dados deste
estudo [91]. Em contraste, foi reportado que o sistema ChCl:Sor (4:1) extraiu 16,59
mg/g de sementes de Coffea canephora, evidenciando o potencial desse sistema, embora

os valores aqui obtidos para o jenipapo sejam consideravelmente superiores, refletindo as
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diferencas no perfil fendlico das duas matrizes vegetais [96].

3.4.1.3 Ensaio de Atividade Antioxidante DPPH

No ensaio de DPPH, foram avaliados extratos de urucum (Biza orellana) — com
sete sistemas extrativos — e jenipapo (Genipa americana) — com sete sistemas. Todos os
valores reportados correspondem as leituras liquidas apds subtragao dos respectivos bran-
cos. Para o jenipapo, nenhum dos sete sistemas avaliados (ChCl:Lac, ChCl:Gly, ChCl:Sor,
Gly:Lac, Sor:Lac, MeOH e EtOH) gerou atividade antioxidante detectavel, sendo todos
registrados como ND (tabela 3.4). Esse resultado é consistente com a composicao fitoqui-
mica do fruto verde, o jenipapo coletado em estagio imaturo apresenta perfil dominado
por iridoides glicosilados — como genipossideo e geniposideo — e acidos fendlicos conju-
gados, compostos com capacidade limitada de sequestro de radicais pelo mecanismo de
transferéncia de atomo de hidrogénio (HAT), principal mecanismo envolvido no ensaio
DPPH [22,63]. Esse comportamento nao implica auséncia de atividade antioxidante na
espécie, mas indica que os compostos predominantes no fruto verde nao apresentam rea-
tividade suficiente frente ao radical DPPH nas condigoes e concentragoes utilizadas nesta

triagem.

Para o urucum, trés dos sete sistemas testados — MeOH 80%, EtOH 50% e Sor:Lac
(1:2) — resultaram em valores nao detectéveis (ND), enquanto quatro sistemas apresen-
taram atividade positiva e estatisticamente diferenciada (figura 3.6). O fato de o MeOH
80% e o Sor:Lac serem ND no DPPH, apesar de terem extraido teores relevantes de ca-
rotenoides no TCC (217,53 e 199,53 ng/mg, respectivamente), é coerente com a baixa
reatividade dos carotenoides frente ao mecanismo HAT (Transferéncia de Atomo de Hi-
drogénio) - esses compostos atuam principalmente como antioxidantes por desativacao de
oxigénio singlete e transferéncia de elétrons [19,61], mecanismos nao captados pelo ensaio
DPPH. Isso reforca que os compostos responsaveis pela atividade antioxidante detectada
nos sistemas positivos pertencem a outra classe quimica — provavelmente compostos fe-

nolicos de baixo peso molecular extraidos preferencialmente pelos sistemas que contém

ChCl ou glicerol.
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2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH)
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Figura 3.6 - Desempenho de diferentes sistemas extrativos aplicados a Biza orellana em ensaio de DPPH.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Entre os sistemas positivos para urucum, o ChCl:Gly (1:2) destacou-se com a maior
capacidade antioxidante (903,25 £ 2,50 pM Trolox/mL, letra “a”), seguido pelo Thy:Lac
(1:2) com 599,08 &+ 15,07 pM Trolox/mL (letra “b”). Os sistemas ChCl:Lac (1:2) e Gly:Lac
(1:2) nao diferiram significativamente entre si (ambos com letra “c”), com médias de 379,08

e 243,25 pM Trolox/mL, respectivamente.
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Tabela 3.4 - Efeito do potencial antioxidante dos extratos de urucum e jenipapo pelo método DPPH.

Sistemas Concentracao Média (¢M Trolox/mL) + SD

ChClL:Gly 1:2 903,25 4+ 2,50
Thy:Lac 1:2 599,08 + 15,07°
ChCl:Lac 1:2 379,08 + 85,31°¢

U Gly:Lac 1:2 243,25 + 52,92¢
MeOH 80% ND
EtOH 50% ND
Sor:Lac 1:2 ND
ChClL:Gly 1:2 ND
ChCl:Lac 1:2 ND
ChCl:Sor 4:1 ND

J Gly:Lac 1:2 ND
Sor:Lac 1:2 ND
MeOH 80% ND
EtOH 50% ND

Os resultados estao apresentados como média + desvio padrao. Diferencas significativas entre os
tratamentos foram determinadas por ANOVA, seguida do teste LSD (Least Significant Difference) com
ajuste de Bonferroni (p < 0,05). Médias seguidas por letras diferentes indicam diferengas significativas
entre os tratamentos. J: jenipapo; U: urucum. ND: nao detectado (valores negativos, abaixo do limite
de detecgao do método).

O desempenho do ChCIL:Gly no DPPH pode ser atribuido a combinacao da alta
densidade de grupos hidroxila do glicerol, que favorecem a transferéncia de hidrogénio
para o radical DPPH, e da maior compatibilidade do extrato polar com o meio meta-
nolico do ensaio [91]. Esse bom desempenho no DPPH nao se reflete no TCC, onde
o ChCl:Gly apresentou o menor rendimento em carotenoides (125,53 pg/mg) entre os
NADES. Essa dissociacao confirma que sao distintas as classes de compostos extraidas
de forma preferencial por cada sistema - o ChCl:Gly, por sua elevada polaridade, favo-
rece compostos fendlicos de baixo peso molecular com alta reatividade frente ao DPPH,

enquanto o Thy:Lac, por seu carater hidrofébico, favorece os carotenoides.

O Thy:Lac (1:2), segundo melhor no DPPH, apresentou atividade antioxidante
consistente entre as réplicas. Como o timol possui atividade antioxidante intrinseca pelo
mecanismo HAT [97] e os resultados foram obtidos apds subtra¢ao do branco, o valor
reportado reflete exclusivamente a contribuicao dos compostos transferidos da matriz ve-
getal. Essa atividade é compativel com a presenca de compostos fendlicos nas sementes

de B. orellana — como tocoferdis e acidos fendlicos — que podem ser co-extraidos pelo
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sistema hidrofébico junto aos carotenoides [19].

3.4.1.4 Ensaio de Atividade Antioxidante FRAP

No ensaio de FRAP, foram avaliados extratos de urucum ( Biza orellana) e jenipapo
(Genipa americana) evidenciados na figura 3.7 com diferentes combinagoes de NADES
e solventes hidroalcodlicos, revelando variacoes significativas na capacidade antioxidante,
de acordo com a tabela 3.5. Para o urucum, os sistemas Thy:Lac (1:2) ¢ EtOH 50% apre-
sentaram as maiores capacidades redutoras de ferro, com 2619,63 e 2481,85 uM Fe(IT) /ml,
respectivamente, sem diferenca estatisticamente significativa entre eles (ambos com letra
“a”). Esses dois sistemas superaram os demais NADES e o MeOH 80%), que apresentou o

menor valor entre os sistemas avaliados para urucum (826,67 pM Fe(II)/ml).

Capacidade Antioxidante Redutora de Ferro (FRAP)
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SISTEMAS EXTRATIVOS

Figura 3.7 - Desempenho de diferentes sistemas extrativos aplicados a Biza orellana e Genipa americana
em ensaio de FRAP.

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Essa configuracao merece atencao, o MeOH 80%, que foi o segundo sistema mais
eficiente no TCC (217,53 pg/mg), apresentou o menor valor em FRAP — resultado apa-
rentemente contraditério, dado que carotenoides contribuem para a reducao de Fe?* em
Fe?*. Uma explicacao plausivel é que o FRAP, sendo um ensaio de reducao ionica condu-
zido em tampao acido, é particularmente sensivel a compostos fendlicos e acidos organicos
com potencial redutor [84]. Os sistemas NADES a base de 4cido latico (Thy:Lac, Sor:Lac,
Gly:Lac) contém esse componente intrinsecamente redutor, cuja contribuigao foi avaliada,
nos respectivos brancos e subtraida. Contudo, a diferenca de matriz dos extratos — na-

tureza lipofilica no Thy:Lac vs hidroalcodlica no MeOH — pode influenciar a taxa de
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reacao com o reagente FRAP e, consequentemente, o sinal obtido. A presenca do timol,
composto fendlico com potencial redutor documentado [97], também pode contribuir para
o valor elevado do Thy:Lac, mesmo apds subtracao do branco, caso alguma fracao do

timol co-extraida da matriz nao seja completamente separada pelo protocolo utilizado.

Tabela 3.5 - Efeito do potencial antioxidante dos extratos de urucum e jenipapo por reducao férrica.

Sistemas Concentracao Média(uM Fe(IT)/ml)) + SD

ChCl:Gly 1:2 1419,63 + 365,00
ChCl:Lac 1:2 1055,56 + 107,77
EtOH 50% 2481,85 + 967,22¢
U Gly:Lac 1:2 1126,67 + 128,89
MeOH 80% 826,67 + 123,33°
Sor:Lac 1:2 1626,67 + 282,222
Thy:Lac 1:2 2619,63 + 480,55
ChCl:Gly 1:2 1074,44 + 292,22°
ChCl:Lac 1:2 649,63 + 69,44°
ChCl:Sor 4:1 1027,78 + 347,78
J EtOH 50% 1083,33 =+ 345,55
Gly:Lac 1:2 597,77 + 54.,44°
MeOH 80% 872,96 + 262,78°
Sor:Lac 1:2 720,00 + 118,89°

Os resultados estao apresentados como média + desvio padrao. Diferencgas significativas entre os
tratamentos foram determinadas por ANOVA, seguida do teste LSD (Least Significant Difference) com
ajuste de Bonferroni (p < 0,05). Médias seguidas por letras diferentes indicam diferengas significativas
entre os tratamentos. U: urucum; J: jenipapo.

Para os extratos de jenipapo, nenhum dos sete sistemas testados se diferenciou
estatisticamente dos demais no ensaio de FRAP (todos com letra “b”, tabela 3.5), com
valores variando de 597,77 uM Fe(II)/ml (Gly:Lac) a 1083,33 pM Fe(II)/ml (EtOH 50%).
A auséncia de diferencas significativas indica que os sistemas extrativos avaliados sao
equivalentes em sua capacidade de recuperar compostos redutores de ferro do jenipapo
verde, e que nenhum NADES se distinguiu dos solventes convencionais neste ensaio. Esse
resultado é consistente com a auséncia de atividade detectavel no DPPH para a mesma
espécie, e reforca a hipotese de que o perfil fitoquimico do jenipapo verde — dominado
por iridoides glicosilados com baixo potencial redutor — limita a expressao de atividade
antioxidante nestes ensaios [62,63]. A auséncia de diferenca entre NADES e solventes
convencionais para o jenipapo também sugere que as vantagens estruturais dos sistemas

eutéticos, observadas claramente para o urucum, dependem da composicao da matriz
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vegetal e da classe de compostos-alvo.

3.4.1.5 Analise Integrada dos Parametros de Extracao e Atividade Antioxidante

A avaliacao conjunta dos quatro parametros — TCC, TPC, DPPH e FRAP — re-
vela que nenhum sistema extrativo apresentou desempenho superior de forma consistente
em todos os critérios, o que reflete a dependéncia do efeito extrativo tanto da composi-
¢ao do solvente quanto da natureza fisico-quimica dos compostos-alvo e dos mecanismos

envolvidos em cada ensaio.

Para o urucum (Biza orellana), o Thy:Lac (1:2) destacou-se claramente na extragao
de carotenoides (685,311 jg/mg; tnico sistema com letra “a’no TCC). Contudo, esse
mesmo sistema nao liderou o DPPH, onde o ChCL:Gly (1:2) apresentou o maior valor
(903,25 pM Trolox/mL). Paralelamente, trés sistemas que extrairam carotenoides com
rendimento moderado a bom — MeOH 80%, EtOH 50% e Sor:Lac (1:2) — apresentaram
ND no DPPH. Esse padrao de dissociagao é conceitualmente coerente - carotenoides como
a bixina atuam principalmente via desativacao de oxigénio singlete e transferéncia de
elétrons, mecanismos pouco captados pelo ensaio DPPH, que é sensivel ao mecanismo
HAT [19,61]. Os sistemas com atividade positiva no DPPH (ChCl:Gly, Thy:Lac, ChCl:Lac
e Gly:Lac) s@o exatamente aqueles que, por polaridade ou carater anfifilico, favorecem a
co-extragao de compostos fendlicos de baixo peso molecular junto aos pigmentos. No
FRAP, Thy:Lac e EtOH 50% foram estatisticamente equivalentes (ambos com letra “a”),
enquanto MeOH 80% apresentou o menor valor apesar de seu bom desempenho no TCC,
o que sugere que o sinal FRAP dos NADES a base de acido latico pode ser parcialmente

influenciado pela natureza redutora dos préprios componentes do solvente [84].

Para o jenipapo (Genipa americana), a hierarquia de extracao de fendlicos foi clara
no TPC (ChCl:Lac > ChClL:Gly > ChCl:Sor >> MeOH > EtOH), mas nao gerou ati-
vidade antioxidante detectavel em nenhum dos sete sistemas avaliados no DPPH, nem
diferenciacao estatisticamente significativa no FRAP. Esse desacoplamento aponta para
a composicao fitoquimica do fruto verde - iridoides glicosilados e acidos fendlicos conju-
gados sao eficientemente extraidos pelos sistemas com ChCl, mas apresentam reatividade
limitada frente aos mecanismos avaliados por DPPH e FRAP [22,62,63]. Os valores ex-

pressivos de TPC indicam que os NADES baseados em ChCl sao eficientes na mobilizagao
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de compostos polares da matriz, o que pode ter relevancia em aplicagoes onde a extracao

seletiva é o critério principal.

Em conjunto, esses resultados orientam a selecao dos sistemas mais promissores -
o Thy:Lac (1:2) para a recuperagao de carotenoides do urucum, e o ChCl:Lac (1:2) para
compostos fendlicos do jenipapo. A superioridade geral dos NADES sobre os solventes
convencionais — especialmente para o urucum — reforca o potencial desses sistemas como

alternativas sustentaveis de extracao para matrizes amazonicas.

3.4.2 Selecao dos NADES Mais Promissores

Com base nos resultados da avaliacao preliminar de extracao de compostos bioa-
tivos, foram selecionadas duas combinacoes de NADES para a caracterizagao posterior.
O sistema Thy:Lac (1:2) foi escolhido como principal para a extracao de carotenoides do
urucum (Biza orellana), devido ao seu desempenho superior, alcangando 685,311 pg/mg,
o maior valor entre todos os sistemas testados. Esse resultado destaca a afinidade desse
sistema com compostos hidrofobicos, como os carotenoides, beneficiando-se das caracte-

risticas apolares do timol e da interacao eficaz do acido latico com as moléculas alvo.

Além disso, o sistema ChCl:Lac (1:2) foi selecionado como principal para a extragao
de compostos fendlicos, dado seu desempenho consistente para compostos fendlicos em
jenipapo (Genipa americana), com 324,793 mg GAE/g. Essa versatilidade é atribuida
a combinacao equilibrada de cloreto de colina, que estabiliza compostos polares, e acido

latico, que facilita a formacao de ligacoes de hidrogénio.

3.4.3 Analise Espectroscépica (FTIR)

A caracterizagao dos sistemas Thy:Lac (1:2) e ChCl:Lac (1:2) por FTIR-ATR teve
como objetivo identificar alteragoes nos grupos funcionais dos componentes puros que se-
jam coerentes com o estabelecimento de interacoes intermoleculares nas misturas binarias.
A técnica nao confirma a formacao de um sistema eutético em sentido termodinamico es-
trito — tarefa que exigiria calorimetria diferencial de varredura e ressonancia magnética
nuclear —, mas fornece evidéncias funcionais da reorganizacao intermolecular por meio

do monitoramento de deslocamentos de bandas caracteristicas.
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Perfil Espectral de FTIR
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Figura 3.8 - Perfis espectrais de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) de timol, dcido 14tico
e do sistema Thy:Lac (1:2).

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Para o sistema Thy:Lac (1:2) (figura 3.8 e tabela 3.6), a regiao O—H apresentou o
deslocamento mais expressivo, a banda foi detectada em 3304,07 cm ™! no sistema bin4rio,
representando um deslocamento de aproximadamente 76 cm™! para frequéncias menores
em relagao ao acido latico puro (3379,98 ecm™!), cuja absorgao O—H coincide praticamente
com a do timol (3380,71 cm™!). Deslocamentos nessa dire¢ao indicam enfraquecimento
da ligacao O—H intramolecular pelo estabelecimento de ligacoes de hidrogénio intermo-
leculares, coerente com a natureza dos dois componentes - o timol possui grupo fendlico
doador de hidrogénio, enquanto o acido latico dispoe de grupamentos carboxilico e hidro-
xilico, funcionando simultaneamente como doador e aceptor. Esse padrao é consistente
com o descrito para sistemas hidrofébicos baseados em timol, nos quais Maduka [98] e
Martins [99] reportam deslocamentos andlogos na banda O-H atribuidos a formagao de
rede de ligagoes de hidrogénio entre o grupo fendlico do timol e os sitios aceptores do

componente parceiro.
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Tabela 3.6 - Posicoes das bandas de absorcdo no infravermelho (cm~!) e deslocamentos espectrais dos
componentes puros e do sistema Thy:Lac (1:2).

Regido Acido litico Timol Thy:Lac (1:2) A (cm™?)

O-H 3379,98  3380,71 3304,07 —75,91°
C-H 3034,05  3071,33  2996,78 —74,55
C=0 1662,39 ND 1669,85 47,45
C=C ND 1550,57 1550,57 0,00°
C-O 1162,93  1334,39 1021,29 ND*

@ A calculado em relacio ao 4cido latico puro. ® A calculado em relacio ao timol puro. ¢ Bandas C-O
de origens vibracionais distintas nos dois componentes (estiramento C-O fendélico no timol; C-O
alifatico associado aos grupamentos carboxilico e hidroxilico no acido 14tico); deslocamento nao
interpretado como marcador de interagao especifica. ND: nao detectado, componente sem absorgao
caracteristica nessa regiao.

Nao foram identificados estudos com caracterizacao FTIR especifica do par ti-
mol:acido latico, o que confere cardter original a presente andlise. A banda C=0, iden-
tificada em 1662,39 cm™! no 4cido latico puro, deslocou-se apenas 7,45 cm™! no sistema
binério (1669,85 cm™!) — variagao préxima a margem de resolucao instrumental —, su-
gerindo que a participacao do grupamento carbonilico nas interagoes é mais limitada do
que a do O-H, possivelmente porque o timol nao oferece sitios aceptores com afinidade

comparavel a do cloreto de colina [100,101].
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Figura 3.9 - Perfis espectrais de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) de cloreto de colina,
cido latico e do sistema ChCl:Lac (1:2).

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Para o sistema ChCl:Lac (1:2) (figura 3.9 e tabela 3.7), a banda O-H do sistema
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bindrio foi detectada em 3304,68 cm ™!, resultando em deslocamento de 75,30 cm™! em

relagao ao acido latico puro (3379,98 cm™!). Esse valor é préximo ao reportado por Fanali

[101] para o mesmo sistema — aproximadamente 3301 cm ™!

—, diferenca de apenas 3,68
cm !, o que fortalece a interpretacao de que o deslocamento reflete um padrao reprodutivel

de reorganizacao da rede de liga¢oes de hidrogénio. A banda C=0 deslocou-se de 1662,39

1 1

cm ™! no 4cido l4tico puro para 1699,67 cm™! no sistema bindrio (+37,27 cm™!), sugerindo
que o grupamento carbonilico, que no estado puro participava de interagoes com grupos
O-H vizinhos, torna-se relativamente mais livre no sistema binario, pois os grupos O—H do
acido latico estabelecem interagoes preferenciais com os sitios do cloreto de colina [101].
A regiao C-N deslocou-se de 991,47 cm™! no ChCl puro para 916,93 cm™! no sistema
binario (74,55 cm™!), alteragao coerente com mudancas no ambiente eletrostatico ao redor
do nitrogénio quaternario em sistemas ionicos misturados com doadores de hidrogénio

100,102, 103].

Tabela 3.7 - Posigoes das bandas de absorcao no infravermelho (cm™!) e deslocamentos espectrais dos
componentes puros e do sistema ChCl:Lac (1:2).

Regido Acido litico ChCl ChClLac (1:2) A (cm™')

O-H 3379,98  3356,01 3304,68 —75,30°
C-H 3034,05  3034,05 2966,96 —67,09°
C=0 1662,39 ND 1699,67 137,270
C-N ND 091,47 916,93 — 74,55
C-O 1162,93  1162,93 1118,20 — 44,73

@ A calculado em relagao ao acido latico puro. Para C—H e C-O, acido latico e ChCl apresentam
absorcoes coincidentes. ® A calculado em relacdo ao cloreto de colina puro, componente ao qual a banda
C-N ¢ atribuida exclusivamente. ND: nao detectado, componente sem absorcao caracteristica nessa
regiao.

Em ambos os sistemas, o deslocamento expressivo da banda O-H para menores
frequéncias constitui o indicador mais robusto de reorganizacao intermolecular, sendo
consistente com a formagao de ligagdes de hidrogénio entre os componentes [99, 104].
Para o Thy:Lac, esse padrao — combinado com a estabilidade relativa do C=0 — sugere
que as interacoes ocorrem predominantemente pelo grupamento hidroxilico, conferindo ao
sistema um carater anfifilico funcionalmente compativel com a solubilizacao de compostos
apolares como os carotenoides de Biza orellana. Para o ChCl:Lac, a convergéncia entre

os dados obtidos e os reportados na literatura [100,101], aliada as alteragoes no C=0 e no
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C-N, constréi um padrao espectral internamente coerente com a formagao de um sistema

polar e hidrofilico, adequado a interagao com compostos fendlicos de Genipa americana.

3.5 Conclusoes

A avaliacao preliminar conduzida neste capitulo demonstrou que o desempenho
extrativo dos sistemas eutéticos naturais é determinado, de forma predominante, pela
compatibilidade entre a polaridade do solvente e a classe de compostos-alvo. Para Biza
orellana, o sistema hidrofébico Thy:Lac (1:2) superou todos os demais sistemas avalia-
dos na extragao de carotenoides, incluindo os solventes convencionais, o que é coerente
com a afinidade estrutural entre o timol e compostos lipofilicos como bixina e norbixina.
Para Genipa americana, os sistemas baseados em cloreto de colina extrairam compostos
fendlicos em concentragoes expressivamente superiores as obtidas com as solucoes hidroal-
codlicas, com o ChCl:Lac (1:2) apresentando o melhor desempenho — resultado atribuivel
a combinagao de ligagoes de hidrogénio e interagoes ionicas que favorecem a solubilizacao

de compostos polares.

Os ensaios antioxidantes reforgaram essa leitura e acrescentaram um dado relevante
- a atividade detectada nos extratos de urucum nao acompanhou proporcionalmente o
rendimento em carotenoides, indicando que compostos de outras classes, co-extraidos de
forma seletiva por determinados sistemas, sao os principais responsaveis pela resposta
nos ensaios DPPH e FRAP. Para o jenipapo verde, a auséncia de atividade antioxidante
detectavel foi consistente em todos os sistemas e é atribuivel ao perfil fitoquimico da espécie
nesse estagio de maturagao, nao a limitagoes dos solventes. A caracterizacao por FTIR-
ATR realca a existéncia de reorganizagao intermolecular nos dois sistemas selecionados,
com padroes de deslocamento na regiao O—H coerentes com a formacao de redes de ligacoes

de hidrogénio e funcionalmente compativeis com o comportamento extrativo observado.

Os resultados obtidos indicam que NADES formulados com componentes de origem
natural sao capazes de igualar ou superar solventes organicos convencionais na extragao de
bioativos de espécies amazonicas, com desempenho dependente da adequagao entre com-
posicao do sistema e natureza dos compostos-alvo. Essa correspondéncia, demonstrada
comparativamente para duas matrizes vegetais e duas classes distintas de compostos, con-

tribui para o entendimento de como propriedades fisico-quimicas dos NADES condicionam
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sua aplicabilidade extrativa — informacao relevante para o desenvolvimento de protocolos

de extracao verde em matrizes da biodiversidade regional.



CAPITULO 4

APLICACAO DA METODOLOGIA DE
SUPERFICIE DE RESPOSTA NA
OTIMIZACAO DA EXTRACAO DE
COMPOSTOS BIOATIVOS COM SOLVENTES
EUTETICOS NATURAIS

4.1 Introducao

O Capitulo 3 desta dissertacao apresentou a selecao e a caracterizacao dos solven-
tes eutéticos naturais Thy:Lac (timol:dcido ldctico) e ChCl:Lac (cloreto de colina:acido
lactico) como candidatos adequados para a extracao de compostos bioativos de matrizes
amazonicas. Identificadas as formulagoes, a etapa seguinte consiste em determinar as
condigbes operacionais que maximizam a eficiéncia do processo extrativo. A escolha do
solvente, por si s0, nao garante resultados 6timos, variaveis como temperatura, tempo de
extracao e razao solido-liquido interagem entre si e influenciam diretamente o rendimento

dos compostos de interesse e a atividade antioxidante dos extratos [105,106].

A otimizacao das condigoes de extracao é, portanto, uma etapa essencial no desen-
volvimento de processos extrativos baseados em NADES. Quando conduzida por experi-
mentos univariados — variando um fator de cada vez enquanto os demais sao mantidos
fixos —, a andlise tende a ignorar as interacOes entre as variaveis, o que pode levar a
condigbes subdtimas e conclusoes imprecisas [105,106]. A metodologia de superficie de
resposta (RSM, do inglés Response Surface Methodology) apresenta-se como alternativa
estatisticamente robusta, pois permite avaliar simultaneamente multiplas variaveis e suas

interagoes com um nimero reduzido de experimentos [107,108].

Entre os designs experimentais associados & RSM, o Box-Behnken design (BBD)
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tem sido adotado em estudos de otimizacao de extracao com NADES. Trata-se de um
design de segunda ordem com trés niveis por fator, que nao inclui os vértices do cubo
fatorial, sendo eficiente quanto ao niimero de corridas experimentais e adequado quando
os pontos extremos da faixa estudada sao indesejaveis ou de dificil execugao [107,109].
Estudos recentes demonstraram que o BBD combinado a RSM modela com precisao a
influéncia de varidveis como concentracao de dgua no NADES, temperatura e tempo de

extragao sobre o rendimento de compostos fendlicos e a atividade antioxidante [110,111].

As respostas analisadas neste capitulo compreendem o conteiudo de fendis totais e
carotenoides totais, e de forma complementar, a atividade antioxidante avaliada por trés
ensaios: DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), ABTS (2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico) e FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). A combinagao dessas mé-
tricas reflete a diversidade dos mecanismos antioxidantes nos extratos, enquanto DPPH
e ABTS quantificam a capacidade de sequestro de radicais livres por transferéncia de
elétron e de hidrogénio, o FRAP avalia a capacidade redutora total [112,113]. A inclu-
sao de carotenoides como variavel resposta amplia o escopo analitico, dado o interesse
crescente nesses pigmentos como bioativos com propriedades antioxidantes e potencial em

aplicacoes alimenticias e cosméticas.

Além da otimizacao das condicGes de processo, este capitulo inclui a caracteri-
zacao espectroscépica dos extratos otimizados por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). Essa andlise complementa os dados quantitativos ao
identificar os grupos funcionais presentes nos extratos e evidenciar as interagoes molecu-
lares estabelecidas entre os constituintes dos NADES e os compostos extraidos [114]. A
estabilidade de pH dos NADES Thy:Lac e ChCl:Lac e a estabilidade de cor dos extratos
otimizados também sao avaliadas, pois essas propriedades condicionam tanto a viabilidade
operacional dos solventes quanto a integridade dos bioativos ao longo do tempo. O pH
influencia diretamente a ionizacao dos compostos fendlicos e a solubilidade de carotenoi-
des, enquanto alteracoes de cor podem indicar degradacao oxidativa ou polimerizacao dos

compostos de interesse [114,115].

Diante do exposto, este capitulo aplica o BBD associado a RSM para otimizar as
condigoes de extragao com os NADES Thy:Lac e ChCl:Lac a partir de matrizes ama-

zonicas, tendo como respostas o conteuido de fendis totais, carotenoides e a atividade
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antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP), além de caracterizar os extratos otimizados por

FTIR e avaliar a estabilidade de pH dos solventes e de cor dos extratos.

4.2 Materiais

4.2.1 Reagentes Quimicos

Os sistemas eutéticos naturais (NADES) estudados foram preparados por meio
da mistura dos reagentes timol (>99.0% da Synth), cloreto de colina (>99.0% da Sigma-
Aldrich), acido latico (85.0 - 90.0% da Synth). As informagoes detalhadas sobre os reagen-
tes sao apresentadas na tabela 4.1. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico,
sendo empregados também nas determinacoes de compostos bioativos e avaliacao da ati-

vidade antioxidante.

Tabela 4.1 - Descrigao dos reagentes quimicos escolhidos para os NADES.

Reagentes P(egs.(:nl(\)/;?}a)lr Fabricante = N° CAS Pu(r(yifa
Acido L-Latico 90,08 Synth 79-33-4  85.0 - 90.0
Cloreto de Colina 139,62 Sigma-Aldrich ~ 67-48-1 > 99.0
Timol 150,22 Synth 89-83-8 > 99.0

*Todos os valores de pureza foram fornecidos pelos fabricantes.

4.2.2 Espécies Vegetais

As espécies vegetais utilizadas foram Biza orellana L. (urucum) e Genipa americana
L. (jenipapo), coletadas na zona urbana de Manaus, Amazonas, conforme descrito no
Capitulo 3 (Secao 3.2.2). Para este estudo, foram considerados diferentes estagios de

maturagao, conforme previamente estabelecido.

4.3 Meétodos

4.3.1 Preparacao das Amostras

A preparacao das amostras seguiu o procedimento descrito no Capitulo 3 (Secao

3.3.1), incluindo etapas de sele¢ao, higienizagao, pré-tratamento e liofilizacao.
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De forma resumida, as amostras de Biza orellana L. foram submetidas a separa-
¢ao manual das sementes, enquanto Genipa americana L. foi triturada integralmente até
obtencao de material homogéneo. Apés liofilizagao, o material foi moido e armazenado ao

abrigo da luz até utilizacao.

4.3.2 Preparacao dos Solventes Eutéticos Naturais (NADES)

Os NADES foram preparados conforme metodologia descrita no Capitulo 3 (Segao
3.3.2), por meio de aquecimento e agitacdo dos componentes nas proporgoes molares

estabelecidas.

De forma resumida, as misturas foram aquecidas a 80°C sob agitacao até obtencgao

de solugoes homogéneas, sendo posteriormente resfriadas e armazenadas até a utilizagao.

4.3.3 Planejamento Experimental Box-Behnken

O planejamento experimental Box-Behnken (BBD) é um tipo de design de
superficie de resposta que permite explorar de forma eficiente os efeitos de
maultiplas varidveis em wma varidvel de resposta com o minimo de ensaios
experimentais. Ele € caracterizado por sua simetria e rotatividade, o que pro-
porciona estimativas precisas do erro experimental, tornando-se especialmente
adequado para estudos que envolvem fatores numéricos e categoricos. Para ser
aplicado, o Boz-Behnken requer trés niveis (1, 0, 1) e pode acomodar de 3 a
21 fatores, sendo calculado pela equacao 4.1, onde N é o numero total de ex-
perimentos, k é o numero de fatores e C' € o niumero de repeticoes nos pontos
centrais, que aumentam a precisio do modelo [116].

N = 2k(k-1) + C (4.1)

Para o NADES ChCl:Lac, foi utilizado um planejamento experimental no formato
Box-Behnken (BBD), composto por 17 combinagdes de condigbes experimentais, consi-
derando trés varidveis independentes (tabelas 4.2 e 4.3): propor¢ao dos componentes do
solvente (1:1, 1:2 e 2:1), tempo de extracao (30, 45 e 60 minutos) e temperatura de extra-

cao (50, 60 e 70°C).

Para o NADES Thy:Lac, o mesmo formato de planejamento BBD foi adotado nas

condigoes experimentais que resultaram em 17 combinagoes (tabelas 4.2 e 4.3). As varié-
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Tabela 4.2 - Varidveis independentes e niveis utilizados no planejamento Box-Behnken (BBD) para oti-
mizagao da extracdo com os NADES ChCl:Lac e Thy:Lac.

Variavel Independente Nivel -1 Nivel 0 Nivel +1

ChCl:Lac

Concentracao (Proporgao Molar) 1:1 1:2 2:1
Tempo (Minutos) 30 45 60
Temperatura (°C) 50 60 70
Thy:Lac

Concentracao (Proporgao Molar) 1:1 1:2 2:1
Tempo (Minutos) 30 45 60
Temperatura (°C) 50 70 90

veis independentes foram: propor¢ao dos componentes do solvente (1:1, 1:2 e 2:1), tempo
de extracao (30, 45 e 60 minutos) e temperatura de extracao (50, 70 e 90°C). A faixa
de temperatura mais elevada em relagao ao ChCl:Lac reflete as diferencas nas proprie-
dades fisico-quimicas do Thy:Lac, que requer condi¢oes mais enérgicas para promover a

solubilizagao e a transferéncia de massa dos compostos bioativos.

Tabela 4.3 - Matriz do planejamento Box-Behnken (BBD) para otimizagao da extragdo com o NADES
ChCl:Lac e Thy:Lac, com os valores das varidveis independentes decodificados.

Matriz BBD
Ensaios ChCl:Lac Thy:Lac
1 1:1 50°C 45 min | 1:1 50°C 45 min
2 2:1 50°C 45 min | 2:1 50°C 45 min
3 1:1 70°C 45 min | 1:1 90°C 45 min
4 2:1 70°C 45 min | 2:1 90°C 45 min
5 1:1 60°C 30 min | 1:1 70°C 30 min
6 2:1 60°C 30 min | 2:1 70°C 30 min
7 1:1 60°C 60 min | 1:1 70°C 60 min
8 2:1 60°C 60 min | 2.1 70°C 60 min
9 1:2 50°C 30 min | 1:2 50°C 30 min
10 1:2 70°C 30 min | 1:2 90°C 30 min
11 1:2 50°C 60 min | 1:2 50°C 60 min
12 1:2 70°C 60 min | 1:2 90°C 60 min
13 1:2 60°C 45 min | 1:2 70°C 45 min
14 1:2 60°C 45 min | 1:2 70°C 45 min
15 1:2 60°C 45 min | 1:2 70°C 45 min
16 1:2 60°C 45 min | 1:2 70°C 45 min
17 1:2 60°C 45 min | 1:2 70°C 45 min




4.8 Métodos 68

Para a extracao de carotenoides, pesou-se 0,3 g da amostra de urucum para 10
mL de NADES. A extracao foi em Banho Metabdlico Dubnoff AG-BMD com sistema de
agitacao incorporado. Apds o processo de aquecimento e agitacao, a amostra foi resfriada
a temperatura ambiente e submetida a uma etapa de centrifugacao para separar o sobre-
nadante. A centrifugacao foi conduzida na Centrifuga Digital Refrigerada Multirotores
20000-NM-BI Daiki a 4500 rotac¢oes por minuto (rpm) por 10 minutos. Apds a centri-
fugacao, o extrato foi coletado, armazenado em frasco de vidro e mantido em recipiente

fechado, sem incidéncia de luz, dentro da geladeira.

Para a extracao de compostos fendlicos, pesou-se 0,5 g da amostra de jenipapo
para 10 mL de NADES. A extracao foi realizada também em banho agitador, seguida
pelo mesmo processo de resfriamento e centrifugacao descrito para a extracao de carote-
noides. O extrato foi coletado e armazenado sob as mesmas condigoes, protegido da luz,

na geladeira.

O teor de carotenoides totais (TCC) e o teor de compostos fendlicos totais (TPC)
foram selecionados como variaveis de resposta, e o experimento foi conduzido considerando
trés fatores e trés niveis para obter resultados e otimizar o processo de extracao. Essas
combinacoes permitirao avaliar a influéncia isolada e combinada desses fatores sobre o
rendimento dos bioativos. Os niveis selecionados para cada parametro foram definidos
com base em estudos prévios [68, 71], ajustados para as caracteristicas especificas das

espécies amazonicas e dos NADES desenvolvidos.

A analise dos dados experimentais foi realizada por meio do ajuste de modelos
polinomiais de segunda ordem (quadraticos), utilizando regressao multipla, com avaliagao
da significancia dos termos e da adequacao do modelo por andlise de variancia (ANOVA),

conforme o delineamento Box-Behnken empregado, com auxilio do Python.

4.3.4 Determinacao de Compostos Bioativos e Ensaios Antioxidantes

A determinacao dos compostos bioativos foi realizada por meio da quantificacao de
compostos fendlicos totais, carotenoides totais e da atividade antioxidante pelos ensaios

DPPH, FRAP e ABTS, conforme metodologias descritas no Capitulo 3 (Secao 3.3.4).

As anélises foram conduzidas em triplicata, utilizando espectrofotometro de mi-
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croplacas (EPOCH2, Biotek), sendo os resultados empregados como varidveis resposta no

planejamento experimental do tipo Box-Behnken.

4.3.4.1 Teor de Fendlicos Totais (TPC)

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado conforme metodologia descrita
no Capitulo 3 (Segao 3.3.4.1), sendo os resultados utilizados como varidvel resposta no

planejamento experimental.

4.3.4.2 Teor de Carotenoides Totais (TCC)

O teor de carotenoides totais foi determinado conforme metodologia descrita no
Capitulo 3 (Segao 3.3.4.2), sendo os resultados utilizados como varidvel resposta no pla-

nejamento experimental.

4.3.4.3 Ensaio 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

A atividade antioxidante pelo ensaio DPPH foi determinada conforme metodologia
descrita no Capitulo 3 (Segao 3.3.4.3), sendo utilizada como resposta complementar na

avaliacao das condigoes de extracao obtidas pelo planejamento experimental.

4.3.4.4 Ensaio Capacidade Antioxidante por Redugao Férrica (FRAP)

A atividade antioxidante pelo ensaio FRAP foi determinada conforme metodologia
descrita no Capitulo 3 (Segao 3.3.4.4), sendo utilizada como resposta complementar na

avaliacao das condigoes de extracao obtidas pelo planejamento experimental.

4.3.4.5 Ensaio 2,2'-azino-bis(3-etilben zotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS)

O dcido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) € um composto
utilizado para determinar a capacidade antiozidante total (TAC). Esse método
baseia-se na geracao do radical metaestdvel ABTSe™t, que apresenta intensa
coloragao azul-esverdeada e pode ser eficientemente reduzido na presenca de
antioxidantes. FEssa reducao provoca uma diminuicdo mensurdvel na absor-
bancia em um comprimento de onda especifico, permitindo a quantificacao
precisa da atividade antioxidante das amostras analisadas [117].

O método ABTS foi realizado segundo [47,83,118]. O radical ABTSe" foi gerado
pela reagao entre solugdo de ABTS (7 mM) e persulfato de potdssio (140 mM). Para a
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formagao do radical, 88 pL da solucao de persulfato foram adicionados a 5 mL da solugao
de ABTS, mantendo-se a mistura em repouso por 16 horas ao abrigo da luz. Apds esse
periodo, a solucao foi diluida em etanol até obtencao de absorbancia de 0,70 & 0,05 a 750

ni.

A andlise foi conduzida em microplacas de 96 pocos, utilizando 2 pL. da amostra
e 200 pL da solucao de ABTSe™. Apds incubacao por 6 minutos ao abrigo da luz, a ab-
sorbancia foi medida a 750 nm em leitor de microplacas. Os resultados sao expressos em
equivalentes de Trolox (uM Trolox/ml), com base em curva padrao de calibracao previa-
mente realizada utilizando a equacao de regressao de linear (equacao 4.2) e o coeficiente

de determinacao (equacao 4.3).

y = -0,0003z + 0,7343 (4.2)

R? = 0,9977 (4.3)

4.3.5 Caracterizacao dos Extratos
4.3.5.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizacao dos extratos foi realizada por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier acoplada ao médulo de reflexdo total atenuada (FTIR-ATR),

conforme descrito no Capitulo 3 (Sec@o 3.3.5.1).

As anélises foram conduzidas na faixa espectral de 680 a 4000 cm™!.

4.3.6 Estabilidade dos Sistemas Extrativos e Extratos

4.3.6.1 pH

A avaliacao do pH dos sistemas NADES foi conduzida, de forma adaptada [59],
com o objetivo de monitorar sua estabilidade ao longo do tempo, sendo realizada em
diferentes intervalos experimentais, compreendendo medigoes iniciais (0 dias) e ao longo
do primeiro més (7, 14, 21 e 28 dias), seguidas por avaliagdes em periodos mais longos

até o quinto més de armazenamento (60, 90, 120 e 150 dias). As andlises foram efetuadas
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a temperatura ambiente utilizando um pHmetro de bancada multiparametro da Mettler
Toledo, previamente calibrado. Para cada determinagao, o eletrodo foi completamente
imerso na amostra, permanecendo em contato até a estabilizacao da leitura, momento
em que o valor de pH foi registrado. Apds cada medicao, o eletrodo foi cuidadosamente
lavado com agua destilada e seco antes de sua reutilizagao em outras amostras. Todas
as analises foram realizadas em triplicata, sendo os resultados expressos como média dos

valores obtidos.

4.3.6.2 Colorimetria

A colorimetria € uma técnica utilizada para a quantifica¢do objetiva da cor, ba-
seada em sistemas padronizados como o espaco CIELab, que descreve a cor em
trés coordenadas: L* (luminosidade), a™* (variagao entre vermelho e verde) e b*
(varia¢ao entre amarelo e azul). Esse sistema permite a avaliagdo de diferen-
cas de cor entre amostras de forma reprodutivel, sendo amplamente aplicado
no monitoramento de alteracoes visuais em sistemas alimenticios e extratos
vegetais [119, 120)].

A caracterizacao da cor dos extratos otimizados foi realizada por meio das coor-
denadas L*, a* e b*, utilizando a escala CIELab, em espectrofotometro DeltaVista 450G
(DeltaColor). As andlises foram conduzidas apds a obtencao dos extratos e ao longo do
armazenamento, em intervalos de 7 dias, durante 30 dias, com o objetivo de avaliar a
estabilidade visual. A variacdo total de cor (AE) foi calculada a partir das diferengas

entre os valores iniciais e aqueles obtidos ao longo do tempo, conforme Equacao 4.4.

AE* = \/AL*? + Aa*? + Ab*2 (4.4)

4.4 Resultados e Discussao

Neste capitulo, sao apresentados os resultados da otimizagao das condigoes de ex-
tracao de compostos bioativos de Biza orellana e Genipa americana com os NADES
selecionados (Thy:Lac e ChCl:Lac), empregando o Boz—Behnken design associado & me-
todologia de superficie de resposta (RSM). Serao discutidas as influéncias das varidveis
de processo — temperatura, tempo de extracao e concentracao — sobre o rendimento de
fendis totais e carotenoides, definidos como respostas do modelo. Adicionalmente, a ativi-

dade antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP) serd avaliada como resposta complementar, a
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fim de verificar a manutencao da funcionalidade dos extratos apds a otimizacao. Também
serao abordadas a caracterizacao espectroscopica dos extratos otimizados por FTIR e a

avaliagao da estabilidade de pH dos solventes e de cor dos extratos.

4.4.1 Otimizacao da Extracao por Metodologia de Superficie de Resposta

A selecao dos sistemas Thy:Lac para a extracao de carotenoides de Biza orellana
e ChCl:Lac para a extracao de compostos fendlicos de Genipa americana, realizada no
capitulo anterior, fundamentou a definicao dos pontos experimentais explorados nesta
secao. As variaveis independentes avaliadas foram comuns a ambos os sistemas e sao
descritas ao longo desta se¢ao de forma genérica como: X1 (propor¢ao molar do NADES
= 1:1, 1:2 e 2:1), X2 (temperatura de extracdao, em °C) e X3 (tempo de extragao, em

minutos).

Para o Thy:Lac, a faixa de X2 foi de 50 a 90°C; para o ChCl:Lac, de 50 a 70°C
— diferenca que reflete o carater hidrofébico do primeiro sistema, que requer condicoes
energéticas mais elevadas para promover a solubilizacao de carotenoides apolares como
bixina e norbixina, em contraste com a polaridade do ChCl:Lac, cujos compostos-alvo
fendlicos sao mobilizados sob condigdes menos enérgicas [68,70]. A faixa de X3 foi de
30 a 60 minutos em ambos os sistemas. A variavel de resposta foi o teor de carotenoides
totais (TCC), expresso em equivalentes de §-caroteno (1g/mg), para o urucum, e o teor de
compostos fendlicos totais (TPC), expresso em equivalentes de acido gélico (mg GAE/g),

para o jenipapo.

4.4.1.1 Ajuste e Validagcao dos Modelos

Carotenoides Totais — Bixa orellana / NADES Thy:Lac

O planejamento Box-Behnken foi composto por 17 ensaios para ambos os sistemas,
com trés fatores avaliados em trés niveis e cinco repeticoes no ponto central, permitindo o
ajuste de modelos polinomiais de segunda ordem. Para o TCC de Biza orellana, o ponto
central foi fixado em X1 = 1:2, X2 = 70°C e X3 = 45 min. O modelo apresentou R?
= 0,9395 e R? ajustado de 0,8618, indicando que a maior parte da variacao experimen-
tal foi explicada pela equacao ajustada. A diferenca moderada entre os dois coeficientes

(A &~ 0,08) é atribuivel principalmente aos termos de interagao, que nao foram significa-
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tivos e contribuem pouco para a resposta, sem comprometer a validade geral do modelo.
O coeficiente de variacao de 11,1% estd dentro dos limites aceitdveis para processos de

extracao de compostos bioativos [116], confirmando precisao experimental adequada.
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Figura 4.1 - Grafico Q-Q plot dos residuos do modelo quadrético ajustado para o teor de carotenoides
totais (TCC) de Biza orellana extraidos com o NADES Thy:Lac.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

O diagndstico dos residuos pelo grafico Q-Q plot (figura 4.1) mostrou distribuigao
dos pontos préxima a reta de referéncia, sem desvios sistematicos ou outliers eviden-
tes, indicando que o pressuposto de normalidade dos erros foi razoavelmente atendido e

sustentando a validade dos testes de significancia realizados na ANOVA.

A equacao quadratica ajustada para o TCC, em funcao das varidveis reais empre-

gadas no planejamento foi:

Yrce = — 1196,53 — 245,92X, + 90,505 + 36,40X5 + 7,94X?
(4.5)
—0,658X5 — 0,324X3 + 0,034X; X5 — 0,121X; X3 — 0,079X, X3

Compostos Fendlicos Totais — Genipa americana / NADES ChCl:Lac
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Para o TPC da Genipa americana, o ponto central foi fixado em X1 = 1:2, X2
= 60°C e X3 = 45 min, condicao adequada a faixa de temperatura do ChCl:Lac. O
modelo quadratico ajustado apresentou R? = 0,8746 ¢ R? ajustado de 0,7133. A diferenca
mais acentuada entre esses coeficientes (A ~ 0,16) reflete que a resposta foi encaminhada
predominantemente por dois termos - X1 e X12, enquanto os demais contribuiram de forma
marginal. O coeficiente de variacao foi de 7,8%, satisfatério para o sistema analisado. Os
cinco pontos centrais apresentaram variabilidade muito reduzida (desvio padrao < 0,2 mg

GAE/g), evidenciando alta reprodutibilidade do processo nessas condigoes.
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Figura 4.2 - Grafico Q-Q plot dos residuos do modelo quadratico ajustado para o teor de compostos
fendlicos totais (TPC) de Genipa americana extraidos com o NADES ChCl:Lac.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Apesar do ajuste menos robusto em comparacao ao modelo para carotenoides, os
resultados sao adequados para identificar tendéncias e orientar a otimizagao dentro da
area estudada. O Q-Q plot dos residuos (figura 4.2) revelou distribuigao geral préxima a
linearidade, com desvios mais perceptiveis na cauda inferior - padrao atribuivel ao forte
contraste entre a variabilidade quase nula dos pontos centrais e a dos demais ensaios, que

nao compromete as conclusoes principais do modelo.

A equagao ajustada para o TPC foi:
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Yipe = — 1742,81 4 136,46 X, + 42,73X, — 6,85X; — 3,641X 7
(4.6)
—0,335X3 4+ 0,066 X3 — 0,285X, X, — 0,251X; X5 + 0,118 X, X3

4.4.1.2 Efeito das Variaveis sobre a Extracao

Carotenoides Totais — Biza orellana / NADES Thy:Lac

A andlise de variancia individual identificou quatro termos estatisticamente signi-
ficativos ao nivel de 5%: X2 (p = 0,0004), X2? (p < 0,0001), X1% (p = 0,0007) e X1
(p = 0,0028). Os termos X3 (p = 0,0784) e X32 (p = 0,0701) ficaram préximos ao limiar
sem alcanga-lo, e nenhuma das interagoes bindrias foi significativa (p > 0,51). O gréfico
de Pareto (figura 4.3) confirma essa hierarquia: X22, X2, X1% e X1 ultrapassaram a linha
de referéncia (tuiy, = 2,36; a = 0,05; df = 7), enquanto os demais termos permaneceram

abaixo dela.
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X2

X1X1

X1

X3X3
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Termos do Modelo

X1X3
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|t - value| Forca do Efeito

Figura 4.3 - Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados (]t|) para o teor de carotenoides totais (TCC) de
Biza orellana extraidos com o NADES Thy:Lac.

*A linha tracejada indica o valor critico de ¢ (o = 0,05; df = 7; terit = 2,36).
Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A co-dominancia dos termos de X1 e X2 é consistente com o mecanismo de extra-
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¢ao do Thy:Lac: a proporgao molar (X1) determina o balango anfifilico do solvente e sua
compatibilidade com bixina e norbixina - compostos apolares que respondem a estrutura
do meio mais do que as condigbes cinéticas - , enquanto a temperatura (X2) é o fator
cinético determinante para sua mobilizacao a partir da matriz sélida de sementes de uru-
cum [61,68]. Esse padrao de co-dominancia entre composi¢ao e temperatura é recorrente
em estudos de otimizagao de carotenoides com DES hidrofébicos, Sportiello e colabora-
dores identificaram comportamento andlogo para pigmentos de subprodutos de abébora
com DES a base de mentol, com ambos os fatores atuando de forma independente e sem
interacgao significativa [68]. Em sistema eutético hidrofébico para licopeno de residuo de
tomate, destacaram-se que a hidrofobicidade controlada pela composicao do solvente é o

principal diferencial desses sistemas frente a compostos lipofilicos [121].

O coeficiente negativo de X1 (by = —245,92) com quadrético positivo (by; = +7,94)
configura curvatura concava para cima, com minimo interno préximo a proporcao 1:2
e resposta crescente em direcao a 2:1. Esse comportamento é fisicamente coerente -
nessa proporc¢ao, o balanco entre as regioes hidrofébicas do timol e os sitios doadores do
acido latico resulta em menor compatibilidade com os pigmentos carotenoides, conforme
indicado pelos deslocamentos da banda O-H observados no FTIR-ATR do sistema (A =
—75,91cm™!) [98,99]. Para X2, o coeficiente linear positivo (by = +90,50) e quadratico
negativo (bey = —0,658) descrevem pardbola concava para baixo, com méximo analitico
em torno de 68,8°C - préximo ao ponto étimo previsto - , e a significancia do par X2/X2?
indica efeito nao linear da temperatura, coerente com a termossensibilidade da bixina

documentada na literatura [61, 68].

Compostos fendlicos totais — Genipa americana / NADES ChCl:Lac

Para o TPC, apenas X1 (p = 0,007) e X1% (p = 0,002) foram estatisticamente
significativos ao nivel de 5%. O gréfico de Pareto (figura 4.4) confirma essa dominancia.
X12 (Jt| ~ 4,75) e X1 (|t| &~ 3,77) sao os tnicos termos acima de tuy = 2,36 (df = 7;
a = 0,05), enquanto X2, X22, X3 e todas as interagoes ficaram abaixo de 2,0, confirmando
que a composicao do solvente foi o tnico fator determinante da resposta dentro do ponto

estudado.
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Figura 4.4 - Gréafico de Pareto dos efeitos padronizados (|t|) para o teor de compostos fendlicos totais
(TPC) de Genipa americana extraidos com o NADES ChCl:Lac. A linha tracejada indica o valor critico
de t (a =0,05; df = 7; teris = 2,36).

*A linha tracejada indica o valor critico de ¢ (o = 0,05; df = 7; teit = 2,36).
Fonte: Elaborado pela autora (2026).

O coeficiente linear positivo de X1 (b; = +136,46) e quadrético negativo (b =
—3,641) configuram pardbola concava para baixo, com maximo analitico univariado em
X1~ 18,7. A dominancia de X1 e X12 é coerente com o papel central da proporcao
molar na capacidade extrativa do ChCl:Lac - a razao entre cloreto de colina e acido
latico determina a disponibilidade de sitios ionicos e de grupos doadores de ligacoes de
hidrogenio - identificados como os principais mecanismos de solubilizacao de compostos
fendlicos do jenipapo, conforme os deslocamentos C=0 (437,27 cm™!) e C-N (—74,55
cm™1) observados no FTIR-ATR do sistema ChCl:Lac [100, 101].

Esse padrao esta em concordancia com o reportado por Fanali e colaboradores para
extragao de compostos fenolicos de pele de avela com o mesmo sistema ChCl:Lac, em que
a proporcao molar foi o fator de maior impacto, com temperatura e tempo exercendo
contribuigbes secundarias [101]. Em otimiza¢ao por RSM com NADES para fendlicos de
Pouteria lucuma, observaram-se resultado convergente, sugerindo que a dominancia da
composi¢ao do solvente pode ser uma tendéncia geral em sistemas NADES hidrofilicos

aplicados a matrizes ricas em compostos fenélicos polares [108]. Vale destacar que o
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jenipapo verde nao apresentou atividade antioxidante detectavel por DPPH em nenhum
dos sistemas avaliados na triagem preliminar, indicando que os compostos quantificados
pelo TPC pertencem principalmente a classes de baixa reatividade frente ao radical DPPH
- como iridoides glicosilados e compostos fendlicos conjugados - , sendo o TPC a variavel

de resposta mais adequada para representar o desempenho extrativo nesse sistema [62,63].

4.4.1.3 Superficies de Resposta e Interagoes entre Variaveis

Carotenoides totais — Biza orellana / NADES Thy:Lac

As superficies de resposta para o TCC (figura 4.5) apresentaram comportamento
curvilineo nos eixos de X1 e X2, em concordancia com os termos quadraticos significativos
do modelo. De modo geral, a resposta foi maximizada quando X2 se aproximou de 65-70°C
e X1 foi deslocado para o limite superior do ponto (2:1), com X3 em nivel intermediario
a alto, definindo uma regiao 6tima bem delimitada. Essa temperatura 6tima é proxima a
condicao de 70°C utilizada na triagem preliminar, mas as superficies revelam que o ponto
de maximo real situa-se ligeiramente abaixo - detalhe nao identificavel a partir de um

experimento de condicao unica.

Na superficie X1 x X2 (figuras 4.5A e 4.5D), com X3 fixado em 45 min, a auséncia
de interagao significativa (p = 0,9245) indica que os efeitos de X1 e X2 sdo independentes.
A curvatura concava para cima em X1 - com minimo préximo a proporg¢ao 1:2 - combinada
com a curvatura concava para baixo em X2 resulta em pico bem definido no eixo de
temperatura e resposta mais elevada no extremo superior do eixo de proporgao. Na
superficie X1 x X3 (figuras 4.5B e 4.5E), com X2 em 70°C, X3 exerceu influéncia positiva
e gradual dentro da faixa estudada, sem declinio visivel até 60 min - sugerindo que o
limite experimental ainda nao atingiu zona de equilibrio cinético para os carotenoides
nessas condigoes, o que é compativel com o tempo 6timo previsto (44 min) ser ligeiramente
superior ao utilizado na triagem preliminar (40 min). Na superficie X2 x X3 (figuras 4.5C
e 4.5F), com X1 em 1:2, a regido de maior resposta concentrou-se em X2 ~ 65-70°C e
X3 & 44-50 min, coerente com o ponto 6timo estimado. A estabilidade da resposta em
torno de 60-75°C confere robustez operacional ao processo, pois pequenas variacoes de

temperatura nessa faixa produzem resultados préximos ao maximo.
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Figura 4.5 - Superficies de resposta (D, E, F) e curvas de contorno (A, B, C) para o teor de carotenoides
totais (TCC) de Biza orellana extraidos com o NADES Thy:Lac.

(A, D) Proporcao molar (X1) x Temperatura (X2), com X3 = 45 min; (B, E) Propor¢ao molar (X1) x

Tempo (X3), com X2 = 70°C; (C, F) Temperatura (X2) x Tempo (X3), com X1 = 1:2.
Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Compostos fendlicos totais — Genipa americana / NADES ChCl:Lac

Para o TPC (figura 4.6), as superficies apresentaram morfologia de parabola con-

cava para baixo principalmente no eixo de X1, com varia¢gao mais suave ao longo de X2 e



4.4 Resultados e Discussao 80

X3, reflexo direto da dominancia de X1 e X12 sobre a resposta. A regiao de maior TPC
concentrou-se em proporcoes intermediarias a altas de X1, sem curvatura pronunciada nos

eixos de temperatura e tempo.
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Figura 4.6 - Superficies de resposta (D, E, F) e curvas de contorno (A, B, C) para o teor de compostos
fendlicos totais (TPC) de Genipa americana extraidos com o NADES ChCl:Lac.

(A, D) Proporgao molar (X1) x Temperatura (X2), com X3 = 45 min; (B, E) Propor¢ao molar (X1) x
Tempo (X3), com X2 = 60°C; (C, F) Temperatura (X2) x Tempo (X3), com X1 = 1:2.
Fonte: Elaborado pela autora (2026).
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Na superficie X1 x X2 (figuras 4.6A e 4.6D), a variagao foi conduzida predominan-
temente por X1, com X2 exercendo influéncia de menor amplitude na faixa de 50-70°C e
sem interacao significativa (p = 0,4932). A temperatura nesse intervalo ndo modulou de
forma mensuravel a influéncia da proporcao molar, resultado consistente com o carater
polar do ChCl:Lac, cujas interagoes com compostos fendlicos sao mediadas por sitios ioni-
cos e doadores de hidrogénio de forma relativamente independente da temperatura dentro

da faixa moderada testada [70,91].

A superficie X1 x X3 (figuras 4.6B ¢ 4.6E) confirmou a dominancia de X1, com
X3 sem contribuicao estatisticamente detectavel (p = 0,5797) e sem interagao significativa
(p =0,3714). O étimo de X3 = 60 min no limite superior do ponto sugere que a extracao
pode continuar crescendo além dessa faixa, representando uma limitagao a ser investigada
em estudos futuros. A superficie X2 x X3 (figuras 4.6C e 4.6F) apresentou a menor
amplitude de variacao entre as trés superficies, reflexo da auséncia de significancia de X2,
X3 e da interagao entre eles (p > 0,10), confirmando que nao hé penalizagao perceptivel

no incremento dessas variaveis até seus limites superiores dentro do dominio estudado.

4.4.1.4 Condigoes Otimas de Extracao e Validagao Experimental

Carotenoides totais — Biza orellana / NADES Thy:Lac

A otimizacao do modelo indicou ponto 6timo em X1 = 2:1, X2 = 66,84°C e X3 =
44,21 min, com resposta prevista de 927,93 ng/mg. Os 6timos local e global apresentaram
valores praticamente idénticos (diferenca < 0,02 na resposta), reforcando a estabilidade
matemética da solugao. O étimo de X1 coincide com o extremo superior do ponto (2:1),
o que impede avaliar se proporcoes ainda maiores ampliariam o rendimento - limitagao a
ser considerada em estudos futuros. A validacao experimental resultou em TCC = 877,98
ng/mg, com desvio de 5,4% em relagao ao previsto, dentro da faixa de aceitabilidade para
processos otimizados por RSM (< 10 %) [71,116] e comparavel aos desvios reportados em
estudos recentes que combinaram NADES e RSM-BBD para carotenoides - tipicamente
entre 2 e 8% [68,121]. Em relagao a condicao utilizada na triagem preliminar (Thy:Lac
1:2, 70°C, 40 min; TCC = 685,31 pg/mg), a condigao 6tima representou melhoria de
aproximadamente 28% no rendimento experimental, demonstrando o ganho concreto da

etapa de otimizacao.
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Compostos fendlicos totais — Genipa americana / NADES ChCl:Lac

Para o TPC, o ponto 6timo foi estimado em X1 ~ 1:2 (entre as propor¢oes 1:1 e 1:2),
X2 =67,89°C e X3 = 60 min, com resposta prevista de 634,39 mg GAE/g. A temperatura
6tima (67,89°C) é consideravelmente superior a condi¢do da triagem preliminar (50°C),
indicando que esse fator foi subestimado naquela etapa e que a otimizacao foi essencial
para revelar condi¢oes mais favoraveis ao sistema. A localizagdo de X3 no limite superior
do ponto é uma limitagao relevante, pois impede afirmar que 60 min é o tempo 6timo real,
recomendando investigacao em faixas mais amplas. A validagao experimental resultou em
TPC = 672,38 mg GAE/g, com desvio de 6,0% acima da previsdo - dentro da faixa
aceitavel [116] e confirmando a utilidade pratica do modelo apesar de seu ajuste global

moderado.

Para contexto, Fanali e colaboradores reportaram R? ajustado entre 0,87 e 0,93
para extracao de fendlicos de avela com ChCl:Lac em matriz de composicao mais homo-
génea [101]; a maior diversidade fitoquimica do jenipapo verde - com miltiplas classes
de compostos fendlicos conjugados e iridoides glicosilados - é consistente com o ajuste
mais modesto obtido aqui, conforme padrao discutido por [122] em otimizagées por BBD
com NADES para matrizes de elevada complexidade quimica. Em comparacao a triagem
(ChCl:Lac 1:2, 50°C, 40 min; TPC = 324,79 mg GAE/g), o resultado validado representa
aumento de aproximadamente 107%, evidenciando o impacto expressivo da otimizacao

das condigoes operacionais.

4.4.1.5 Atividade Antioxidante dos Extratos Otimizados

A atividade antioxidante dos extratos obtidos nas condigoes étimas foi avaliada
por trés métodos complementares - DPPH, ABTS e FRAP -, cujos resultados estao apre-
sentados na tabela 4.4. O emprego de multiplos métodos é recomendado para extratos
de origem vegetal, dado que compostos de estruturas distintas respondem de forma dife-

renciada a cada mecanismo de acao antioxidante: transferéncia de dtomo de hidrogénio

(HAT), avaliada por DPPH e ABTS, e reducao de metal, avaliada por FRAP [123,124].
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Tabela 4.4 - Atividade antioxidante dos extratos otimizados de Biza orellana e Genipa americana.

Método B. orellana G. americana
DPPH (uM Trolox/mL) 759,92 4+ 3,82 923,25 4+ 50,19
ABTS (uM Trolox/mL) 2207,67 + 37,86 1842,11 + 134,01
FRAP (uM Fe(II)/mL) 133593 £ 7,80  1588,52 + 10,08

Os resultados estao apresentados como média £+ desvio padrao.

O extrato otimizado de urucum (Thy:Lac) apresentou DPPH de 759,92 + 3,82
pM Trolox/mL, ABTS de 2207,67 £+ 37,86 uM Trolox/mL e FRAP de 1335,93 £+ 7,80
nM Fe(IT)/mL. Os coeficientes de variagao inferiores a 2% nos trés métodos indicam alta
reprodutibilidade analitica, coerente com a estabilidade dos carotenoides nas condigoes
de armazenamento adotadas. O valor de DPPH representa aumento de 26,8% em relacao
ao extrato obtido na triagem preliminar (599,08 pM Trolox/mL), esperado dado o maior

rendimento de TCC na condicao otimizada.

A atividade pelo ABTS foi aproximadamente 2,9 vezes superior ao DPPH, diferenca
atribuivel as distintas afinidades desses radicais com as estruturas moleculares de bixina
e norbixina - o ABTS, que responde tanto a antioxidantes hidrofilicos quanto lipofilicos,
captura com maior eficiéncia a contribuicao de carotenoides em meio parcialmente polar
[123,125]. A reducao observada no FRAP em relagao a triagem (—49,0 %), apesar do maior
TCC, pode refletir que as condigoes otimizadas favoreceram seletivamente a extracao de
pigmentos carotenoides com menor potencial redutor de ferro, enquanto outras classes de
compostos com alta capacidade redutora foram extraidas com menor eficiéncia relativa

na propor¢ao 2:1 do Thy:Lac [126].

O extrato otimizado de jenipapo (ChCl:Lac) apresentou DPPH de 923,25 4+ 50,19
M Trolox/mL, ABTS de 1842,114+134,01 pM Trolox/mL e FRAP de 1588,52+ 10,08 pM
Fe(Il)/mL. A deteccao de atividade antioxidante por DPPH neste extrato é um resultado
relevante - na triagem preliminar, todos os sistemas testados com jenipapo retornaram
DPPH nao detectavel, condicao atribuida a baixa concentracao de compostos fendlicos
livres nas condigdes nao otimizadas (TPC = 324,79 mg GAE/g). O aumento de 107%
no TPC promovido pela otimizacao elevou a concentracao de fendlicos a um patamar
suficiente para exercer atividade mensuravel frente ao radical DPPH, ainda que com maior

variabilidade entre replicatas (CV = 5,4%) em comparacao aos métodos FRAP e ABTS.
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O FRAP registrou aumento de 144,5% em relacao a triagem 649,63 uM Fe(II)/mL)
- o maior ganho relativo entre os trés métodos -, consistente com a alta sensibilidade desse
método a compostos fendlicos com grupos o-dihidroxila, como catecois e acidos hidroxi-
cinamicos, presentes em maior concentragao nos extratos otimizados [124,127]. O ABTS
apresentou valor superior ao DPPH (184211 vs 923,25 pM Trolox/mL), padrao observado
em extratos ricos em iridoides e compostos fendlicos conjugados, que apresentam maior

reatividade frente ao radical ABTS®*t do que ao DPPH [63,125].

Em termos comparativos entre os dois sistemas, o urucum apresentou maior ati-
vidade pelo ABTS (2207,67 vs 1842,11 uM Trolox/mL), enquanto o jenipapo superou o
urucum por DPPH (923,25 vs 759,92 pM Trolox/mL) e FRAP (1588,52 vs 1335,93 pM
Fe(II)/mL), em todos os casos com razoes préximas de 1,2. A diferenga modesta em mag-
nitude relativa reflete perfis antioxidantes qualitativamente distintos - o extrato de urucum
¢ dominado por carotenoides apolares com alta reatividade frente ao ABTS, enquanto o
extrato de jenipapo, de carater hidrofilico, contém compostos fendlicos com maior diver-
sidade de mecanismos antioxidantes, resultando em atividade superior nos métodos HAT
(DPPH) e de redugao de metal (FRAP) [123,126]. Esses resultados demonstram que
as condigoes otimizadas pela RSM nao apenas maximizaram a quantidade de compostos
extraidos, como também garantiram a preservagao - e, no caso do jenipapo, a revelacao -

de sua capacidade antioxidante.

Em conjunto, os resultados desta se¢ao demonstram que a metodologia de super-
ficie de resposta com delineamento Box-Behnken foi uma abordagem eficaz para a otimi-
zacao da extracao de compostos bioativos com NADES a partir de espécies amazonicas,
em concordancia com estudos que adotaram estratégia similar para diferentes sistemas
solvente-matriz [68,101,128]. Para a Biza orellana, hé evidéncia forte de que a proporgao
molar do Thy:Lac e a temperatura controlam a extracao de carotenoides, com modelo glo-
balmente significativo (p < 0,001), R? = 0,94 e ponto étimo validado experimentalmente

com desvio de 5,4%.

Para a Genipa americana, a proporcao do ChCl:Lac foi o unico fator individual
determinante (X1 e X12%; p < 0,01), com ponto étimo validado com desvio de 6,0% e
ganho de 107% em relacao a triagem. As condigoes otimizadas - X1 = 2:1, X2 ~ 67°C e

X3 &~ 44 min para o Thy:Lac, e X1 ~ 1:2, X2 ~ 68°C e X3 = 60 min para o ChCl:Lac
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- constituem a base operacional para as segoes seguintes, que abordam a caracterizacao
por FTIR dos sistemas eutéticos e dos extratos otimizados, bem como a avaliacao dos

parametros fisico-quimicos e de cor.

4.4.2 Caracterizagao dos Extratos Otimizados por FTIR

Biza orellana apresenta um perfil de bioativos predominantemente lipofilico, com
destaque para a bixina — um apocarotenoide com extensa cadeia poliene conjugada,
grupo éster metilico e carater apolar — cujos grupos funcionais caracteristicos produzem
absorg¢oes definidas no infravermelho. A comparacao entre os espectros da matriz vegetal,
do extrato otimizado e do solvente eutético Thy:Lac 2:1 (figura 4.7), obtidos por FTIR~
ATR na faixa de 680 a 4000 cm ™!, permite avaliar em que medida o processo extrativo

alterou o perfil funcional da amostra.

Perfil Espectral de FTIR

(%)

» Transmitancia

000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Ntmero de onda (cm™)

Amostras [=] Bixa orellana [ Extrato Otimizado [H Thy:Lac 2:1

Figura 4.7 - Perfis espectrais de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) de Biza orellana, do
sistema Thy:Lac (2:1) e do extrato otimizado.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A regiao O-H exibiu deslocamento positivo de aproximadamente +39 cm ™! no ex-
trato em relagao a matriz, indicando mudanga na rede de pontes de hidrogénio decorrente
da remocao de componentes estruturais polares, como polissacarideos e proteinas presen-
tes na matriz integra. A banda C-H ( 3019 cm™!) foi a mais estdvel entre os espectros,
com variacao inferior a 8 cm ™!, o que é coerente com a manutencao de uma cadeia alifitica

e olefinica de natureza semelhante a da bixina apds a extracao [129,130].

As regioes C=0, C=C e C-O apresentaram deslocamentos de maior magnitude,
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mas com um padrao que exige interpretacao cautelosa - os valores sao praticamente idén-
ticos no extrato e no Thy:Lac puro (tabela 4.5). Isso indica que nessas regides o espectro
do extrato é substancialmente determinado pelo solvente — o timol contribui com absor-
¢oes C=C aromdticas (~1550 cm™!) e o 4cido l4tico com carbonila em posicao compativel
com o deslocamento observado em C=0. A eliminacdo de componentes polissacaridicos
da matriz explica parte da alteracao em C—O, mas a sobreposicao com as contribuicoes

do NADES impede uma separacao inequivoca das bandas.

Tabela 4.5 - Posigoes das bandas de absorcdo no infravermelho (cm~!) e deslocamentos espectrais entre
a matriz vegetal Biza orellana, o extrato otimizado e o solvente eutético Thy:Lac (2:1).

Regiao B. orellana Extrato otimizado Thy:Lac (2:1) A (cm™')

O-H 3353,60 3392,22 3395,30 138,637
C-H 3019,14 3011,69 3026,60 —7,45°

C=0 1707,12 1662,39 1662,39 — 44,730
C=C 1490,94 1550,57 1550,57 159,64
C-O 1200,20 1334,39 1334,39 134,187

@ A calculado em relacdo a matriz vegetal Biza orellana. Deslocamentos idénticos no extrato otimizado
e no Thy:Lac (2:1) nas regides C=0, C=C e C-O indicam contribui¢do predominante do solvente nessas
bandas.

O FTIR-ATR, por sua natureza, nao permite identificar compostos individuais em
matrizes complexas nem distinguir, neste caso, a contribuicao dos bioativos vegetais da as-
sinatura espectral do solvente nas regioes mais afetadas. A regiao C—H permanece como
a evidéncia mais consistente de que o extrato preserva compostos com cadeia olefinica
intacta, compativeis com o perfil da bixina. Em conjunto, os dados espectrais indicam
alteracao do perfil funcional entre a matriz e o extrato, coerente com um processo se-
letivo de extracao de compostos lipofilicos, mas a caracterizacao quimica definitiva dos

compostos extraidos requer confirmacao por métodos cromatograficos.

A analise espectroscépica da Biza orellana evidenciou um sistema extrativo de ca-
rater predominantemente lipofilico, no qual o NADES hidrofébico Thy:Lac 2:1 exerceu
influéncia marcante sobre o perfil espectral do extrato, dificultando a discriminagao entre
as contribuigoes do solvente e as dos compostos vegetais nas principais regioes funcionais.
O contraste com o sistema seguinte é, portanto, tanto quimico quanto metodolégico. A

Genipa americana é uma matriz com perfil de bioativos essencialmente polar — dominado
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por iridoides glicosilados como o geniposideo e por compostos fendlicos — e o solvente
eutético empregado para sua extracao, o ChCl:Lac 1:2, é de natureza hidrofilica. Essa
diferenca de polaridade entre os dois sistemas afeta diretamente a interpretagao dos espec-
tros de FTIR, enquanto no caso do urucum a sobreposicao entre solvente e extrato limitou
as inferéncias sobre a composicao do material extraido, no caso do jenipapo espera-se que
o perfil espectral do extrato preserve caracteristicas mais discerniveis da matriz vegetal,
justamente porque o solvente e os analitos compartilham o mesmo carater polar sem que

um domine completamente o outro.

Genipa americana apresenta um perfil de bioativos predominantemente polar, com
destaque para iridoides glicosilados como o geniposideo e compostos fendlicos, cujos gru-
pos funcionais — hidroxilas, ligacoes glicosidicas e insaturagoes aromaticas — produzem
absorc¢oes definidas no infravermelho. A comparacao entre os espectros da matriz vegetal,
do extrato otimizado e do solvente eutético ChCl:Lac 1:2 (figura 4.8), permite avaliar
em que medida o extrato preserva caracteristicas espectrais da planta que podem ser

discriminadas em relacao ao perfil do solvente puro.

Perfil Espectral de FTIR
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Figura 4.8 - Perfis espectrais de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) de Genipa americana,
do sistema ChCl:Lac (1:2) e do extrato otimizado.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A regiao O—H apresentou deslocamentos de pequena magnitude nos trés espectros
(< 7 cm™!), com posigoes préximas entre extrato e NADES puro, o que indica que essa
regiao é dominada pela rede de pontes de hidrogénio do ChCl:Lac — comportamento

esperado para um solvente hidrofilico com intensa capacidade de associacao [100]. O
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comportamento da banda C—H foi o mais informativo do conjunto: extrato (+37,3 cm™!)
e ChCl:Lac puro (59,6 cm™!) deslocam em diregoes opostas em relagio & matriz, o que
torna improvavel que o espectro do extrato nessa regiao seja apenas uma reprodu¢ao

1

do solvente. O deslocamento para ~3071 cm™" é compativel com contribuicoes de C—H

aromatico ou olefinico provenientes dos compostos vegetais.

A auséncia de absorcao identificavel na regiao C=0 nos trés espectros pode re-
fletir mascaramento pelo 4cido latico (~1720 cm™!) ou absorgao larga de 4dgua na faixa
1600-1700 cm™!, ambos comuns em sistemas NADES hidrofilicos. Essa auséncia nao
exclui a presenca de compostos carbonilados no extrato, mas delimita o que pode ser

concluido a partir dos dados espectrais disponiveis.

As regioes C=C (~1543 cm™ '), C-O-C (~1081 cm™!) e C-N (~991 cm ') apresen-
taram posigoes idénticas na matriz e no extrato, com valores distintos — ou auséncia de
banda — no ChCl:Lac puro (tabela 4.6). Esse padrao de conservagao posicional representa
a evidéncia espectral mais robusta de que essas regioes do extrato refletem compostos de
origem vegetal. A posicao de C—O—-C é compativel com ligacoes glicosidicas de iridoides
como o geniposideo, e C=C é coerente com insaturagoes aromaticas de compostos fené-
licos. A atribuicao de C—-N deve ser tratada como proviséria, pois a absorcao em ~991

cm ™! situa-se abaixo da faixa convencional para esse grupo funcional.

Tabela 4.6 - Posigoes das bandas de absor¢do no infravermelho (cm~!) e deslocamentos espectrais entre
a matriz vegetal Genipa americana, o extrato otimizado e o solvente eutético ChCl:Lac (1:2).

Regiao G. americana Extrato otimizado ChCLLac (1:2) A (cm™')

O-H 3356,01 3349,47 3352,31 —6,54¢
C-H 3034,05 3071,33 2974,42 +37,27¢
C=0 ND ND ND —
C=C 1543,12 1543,12 ND 0,00¢
C-O0-C 1080,93 1080,93 1140,57 0,00¢
C-N 991,47 991,47 924,38 0,00%?

@ A calculado em relacdo & matriz vegetal Genipa americana. ® Atribuicdo a C-N de carater provisério;
a absorcio em ~991 cm ™! situa-se abaixo da faixa convencional para esse grupo funcional e pode
corresponder a deformacoes fora do plano de sistemas insaturados presentes nos compostos vegetais.
ND: nao detectado, componente sem absorcao caracteristica nessa regiao.

Em contraste com o sistema de Biza orellana, no qual o NADES hidrofébico domi-

nava o espectro do extrato nas principais regioes funcionais, o ChCl:Lac 1:2 permite dis-
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criminar bandas de origem vegetal nas regices C=C, C-O—-C e C-H. Os dados espectrais,
dentro das limitacoes inerentes ao FTIR-ATR em matrizes complexas, sao compativeis
com a extracao de compostos polares com ligacoes insaturadas e glicosidicas, consistente
com o perfil quimico esperado para Genipa americana e com a capacidade do sistema hi-

drofilico de solubilizar compostos dessa natureza por interagoes via pontes de hidrogénio.

4.4.3 Estabilidade dos NADES e Extratos
4.4.3.1 Anailise de pH

Os valores de pH registrados ao longo dos 150 dias de armazenamento situaram-se
integralmente na faixa fortemente dcida, entre 1,75 e 2,48 (figura 4.9), o que é coerente
com a presenca do acido latico como doador de ligagao de hidrogénio em ambos os siste-
mas [131,132]. Essa acidez acentuada é caracteristica de NADES formulados com acidos
organicos de baixo pKa e reflete a natureza das interacoes estabelecidas na rede supramo-
lecular do solvente [133]. A reprodutibilidade das medigoes foi alta em todos os grupos e
pontos de tempo avaliados, o que confere consisténcia aos padroes observados e sustenta a
interpretacao de que as variagoes entre os pontos de coleta tém origem no comportamento

dos préprios sistemas.
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Figura 4.9 - Variacao do pH ao longo do tempo.
Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Nos sistemas ChCl:Lac (tabela 4.7) nas propor¢oes 1:1 e 1:2, o pH apresentou pa-

drao nao monotonico ao longo do tempo. Houve queda progressiva até o dia 28, seguida de
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recuperacao parcial nos meses subsequentes, com valores no dia 150 préximos aos iniciais.
A amplitude total dessas oscilagoes ficou abaixo de 0,19 unidades de pH. Esse comporta-
mento oscilatério, sem tendéncia liquida consistente ao longo do periodo, é compativel com
uma reorganizacao da rede de ligacoes de hidrogénio em resposta a variagoes ambientais
de temperatura e umidade relativa durante o armazenamento [60]. Sistemas baseados em
cloreto de colina e acido latico sao conhecidos por absorver umidade de forma moderada, e
pequenas flutuacoes na quantidade de dgua incorporada podem alterar transitoriamente o
equilibrio dcido-base sem comprometer a estrutura supramolecular do solvente [134,135].
A capacidade de retorno a valores préximos ao inicial — particularmente evidente no
sistema 1:2 — reforca a interpretacao de que esses sistemas mantém uma condi¢ao de

equilibrio relativamente estavel ao longo do tempo.

O sistema ChCl:Lac 2:1 apresentou comportamento ligeiramente diferente, o pH
aumentou progressivamente desde o dia 0 (1,902) até o dia 120 (2,155), com queda parcial
no dia 150 (2,047). A variacao total foi de 0,253 unidades de pH — maior do que nas outras
propor¢oes do mesmo sistema. A proporcao 2:1 implica maior concentracao relativa de
cloreto de colina em relagao ao acido latico, o que pode resultar em menor disponibilidade
de espécies acidas livres e, consequentemente, em maior sensibilidade do pH a pequenas

perturbagdes na composigao do sistema ao longo do armazenamento [17,134].

Nos sistemas Thy:Lac (tabela 4.8), o padrao temporal foi predominantemente cres-
cente e mais consistente ao longo dos cinco meses. Os sistemas 1:1 e 1:2 exibiram aumento
progressivo do pH, com variacao total de aproximadamente 0,23 e 0,17 unidades, respec-
tivamente, enquanto o sistema 2:1 foi o que apresentou o comportamento mais acentuado
- o pH aumentou continuamente de 2,204 (dia 0) até 2,479 (dia 150), sem reversao clara,
representando a maior variagao total observada entre todas as condigoes avaliadas. A
tendéncia crescente e sustentada nesses sistemas sugere que fatores relacionados a compo-
sicao do Thy:Lac — particularmente a presenca do timol como componente majoritario
— contribuem para um deslocamento progressivo do equilibrio acido-base ao longo do

armazenamento.
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Tabela 4.7 - Valores de pH ao longo do tempo de armazenamento para o sistema ChCl:Lac em diferentes
proporcoes.

Concentracao Tempo Média + SD Concentracao Tempo  Média + SD
1:1 0 Dia 1,940 + 0,002¢ 1:1 60 Dias 1,970 & 0,002/
1:2 0 Dia 1,858 £ 0,002¢ 1:2 60 Dias 1,858 £ 0,002°
2:1 0 Dia 1,902 4+ 0,002 2:1 60 Dias 2,114 & 0,002/
1:1 7 Dias 1,900 4+ 0,002¢ 1:1 90 Dias 2,039 % 0,002"
1:2 7 Dias 1,810 + 0,002¢ 1:2 90 Dias 1,907 & 0,002"
2:1 7 Dias 1,996 + 0,002¢ 2:1 90 Dias 2,141 4+ 0,002¢
1:1 14 Dias 1,935 % 0,002¢ 1:1 120 Dias 2,014 + 0,0029
1:2 14 Dias 1,850 £ 0,002¢ 1:2 120 Dias 1,898 + 0,0029
2:1 14 Dias 1,998 + 0,001¢ 2:1 120 Dias 2,155 % 0,002"
1:1 21 Dias 1,881 % 0,002° 1:1 150 Dias 1,958 £ 0,002¢
1:2 21 Dias 1,791 % 0,002° 1:2 150 Dias 1,888 4 0,002/
2:1 21 Dias 1,916 % 0,002° 2:1 150 Dias 2,047 £ 0,002¢
1:1 28 Dias 1,854 4+ 0,002
1:2 28 Dias 1,752 4+ 0,002
2:1 28 Dias 2,023 % 0,002¢

Os resultados sao apresentados como média + desvio padrao. Letras diferentes indicam diferencas
significativas entre os tempos de armazenamento dentro de cada combinacao de sistema e proporcao,
com base em estimativas marginais derivadas de modelo linear misto, seguidas de comparagcoes
multiplas com ajuste de Bonferroni (p < 0,05).

Uma hipétese plausivel para esse comportamento é a absorcao diferenciada de
umidade atmosférica pelo timol. Compostos fendlicos de carater anfifilico, como o timol,
podem estabelecer interacoes com moléculas de agua de forma mais intensa do que o
cloreto de colina, e a incorporacao progressiva de agua ao sistema atuaria como diluente
das espécies acidas, elevando gradualmente o pH [136]. Esse mecanismo é consistente
com o fato de a proporcao 2:1 — onde a concentracao relativa de timol é maior — ter
apresentado a variacao mais pronunciada. Adicionalmente, a possibilidade de esterificacao
parcial entre componentes do sistema, com consumo de espécies acidas livres ao longo do
tempo, foi documentada para DES baseados em cloreto de colina e acidos carboxilicos
[137]; embora essa reagao seja mais relevante em temperaturas elevadas, sua ocorréncia

em menor extensao a temperatura ambiente nao pode ser descartada.

Comparando com a literatura, os valores de pH observados sao compativeis com
os reportados para sistemas NADES semelhantes. Pozharitskaya e colaboradores [132]

descrevem pH entre 1,5 e 2,5 para formulacoes a base de acido latico, dependendo da
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composigao e da propor¢ao molar. Como também, Pires e colaboradores [17], em sistemas
ChCl:acido latico, demonstraram que o pH varia sistematicamente com a razao molar e
que a incorporacao de dgua altera o comportamento acido-base de forma mensuravel. A
relativa estabilidade dos sistemas ChCl:Lac 1:1 e 1:2 estd em linha com os achados de
Spaggiari em 2025 [60], que documentaram manutencao das propriedades fisico-quimicas
de NADES ao longo de periodos prolongados. O comportamento crescente e consistente
dos sistemas Thy:Lac, por sua vez, é¢ menos discutido na literatura de estabilidade a longo
prazo, o que reforca a necessidade de monitoramento complementar para esses sistemas

em estudos futuros.

Tabela 4.8 - Valores de pH ao longo do tempo de armazenamento para o sistema Thy:Lac em diferentes
proporcoes.

Concentracao Tempo Média + SD Concentragcao Tempo  Média + SD
1:1 0 Dia 2,030 + 0,002° 1:1 60 Dias 2,188 & 0,002¢
1:2 0 Dia 2,018 £ 0,002° 1:2 60 Dias 2,078 & 0,002¢
2:1 0 Dia 2,204 + 0,002 2:1 60 Dias 2,293 + 0,002°
1:1 7 Dias 2,164 £+ 0,002¢ 1:1 90 Dias 2,231 £ 0,002¢
1:2 7 Dias 2,006 £ 0,002 1:2 90 Dias 2,129 £ 0,002¢
2:1 7 Dias 2,193 + 0,002° 2:1 90 Dias 2,340 & 0,002/
1:1 14 Dias 2,115 4 0,002° 1:1 120 Dias 2,270 4+ 0,0029
1:2 14 Dias 2,063 &+ 0,002¢ 1:2 120 Dias 2,200 4+ 0,002¢9
2:1 14 Dias 2,232 & 0,002¢ 2:1 120 Dias 2,418 + 0,002¢
11 921 Dias 2,115 + 0,002 1:1 150 Dias 2,258 + 0,002
1:2 21 Dias 2,022 + 0,002° 1:2 150 Dias 2,189 + 0,002
2:1 21 Dias 2,225 4+ 0,002¢ 2:1 150 Dias 2,479 + 0,002"
1:1 28 Dias 2,166 + 0,002¢
1:2 28 Dias 2,129 + 0,002°
2:1 28 Dias 2,293 £ 0,002¢

Os resultados sao apresentados como média + desvio padrao. Letras diferentes indicam diferencas
significativas entre os tempos de armazenamento dentro de cada combinacao de sistema e proporgao,
com base em estimativas marginais derivadas de modelo linear misto, seguidas de comparagoes
multiplas com ajuste de Bonferroni (p < 0,05).

Cabe destacar, por fim, que o pH constitui um parametro global e indireto de esta-
bilidade. Variagoes na faixa observada — inferiores a 0,3 unidades em todos os sistemas —
podem ocorrer sem que haja degradacao detectavel dos compostos bioativos ou compro-
metimento da integridade estrutural do NADES [138]. Da mesma forma, a manutengao
do pH ao longo do tempo nao garante que os compostos extraidos permanecam intactos,

pois reacoes de oxidagao, hidrélise ou isomerizacao podem ocorrer sem alterar o pH de
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forma mensuravel [139,140].

Os dois sistemas selecionados pelo planejamento Box-Behnken como mais eficientes
para a extracao de compostos bioativos — ChCl:Lac 1:2 e Thy:Lac 2:1 — apresentaram
perfis de estabilidade de pH bastante distintos ao longo do armazenamento. O sistema
ChCl:Lac 1:2 demonstrou alta estabilidade, com oscilagoes de pequena amplitude e au-
séncia de tendéncia liquida ao longo dos 150 dias, o que sugere que suas propriedades
acido-base se mantiveram essencialmente constantes durante o periodo em que as extra-
¢oes foram realizadas. Esse comportamento é favoravel a reprodutibilidade das condicoes
extrativas, pois um pH estavel contribui para a manutencao do grau de protonacao dos

compostos-alvo e, consequentemente, de sua solubilidade no solvente [133,141].

O sistema Thy:Lac 2:1, por outro lado, foi o que apresentou a maior variacao
de pH entre todas as condigoes avaliadas, com incremento continuo ao longo de todo o
periodo. Ainda assim, o pH desse sistema permaneceu na faixa fortemente acida durante
todo o experimento, e a variagao observada nao impediu que ele fosse o solvente com
maior capacidade extrativa no planejamento experimental. Isso sugere que, para esse
sistema, a extracao de bioativos pode ser menos sensivel a pequenas variagoes de pH do
que a outros fatores otimizados pelo BBD, como o tempo de extracao e a temperatura
de extragao. Esse resultado também reforca a importancia de considerar a estabilidade
do solvente como critério complementar na selecao de NADES para aplicacoes praticas -
sistemas com alto desempenho extrativo e baixa estabilidade temporal demandam maior
atencao ao controle das condigoes de armazenamento e ao tempo entre a preparagao e o
uso [60,140]. Em nenhum dos sistemas, contudo, houve transigdo do regime fortemente
acido, indicando que as caracteristicas gerais de acidez dos NADES foram preservadas ao

longo dos cinco meses de armazenamento.

4.4.3.2 Analise Colorimétrica

A estabilidade cromética do extrato otimizado de Biza orellana (figura 4.10 e
tabela 4.9) foi avaliada ao longo de 28 dias por meio da variagdo total de cor (AE*),
calculada com base nos parametros L*, a* e b* da escala CIELab em relacao ao ponto de
referéncia correspondente ao tempo zero (Lo = 7,77; ag = 15,9; by = 9,89). Esses valores

descrevem um sistema de coloracao escura, com componente avermelhada pronunciada e
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leve contribuicao amarelada, padrao caracteristico da bixina em meio concentrado.

O padrao temporal observado nao é compativel com degradacao progressiva. A
maior variacao cromadtica ocorreu no 7° dia, seguida de reducao abrupta e posterior esta-
bilizacao entre os dias 14 e 28, periodo em que os valores de AE* se mantiveram proximos
e sem diferencas detectaveis entre si. Esse comportamento sugere uma reorganizacao
inicial do sistema extrato-NADES nos primeiros dias apds a extracao — possivelmente
relacionada ao ajuste conformacional das moléculas de bixina na matriz do solvente ou
a efeitos fisicos como redistribuicao coloidal —, seguida de estabilizacao. A auséncia de
incremento progressivo ao longo do periodo mais prolongado de armazenamento ¢ o dado
mais relevante para a avaliagao da estabilidade, pois indica que os cromoéforos presentes

nao sofreram alteracao sustentada detectavel pela colorimetria.

Variacdo de Cor

1.6
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Tempo de armazenamento (dias)

Figura 4.10 - Variacao total de cor (E) ao longo do tempo de armazenamento para o extrato otimizado
de Biza orellana.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Na escala CIELab, valores de AE* inferiores a 1,0 sdo considerados imperceptiveis
ao observador humano mesmo em condicoes controladas de avaliacao, enquanto valores
entre 1,0 e 2,0 sao detectaveis apenas por observadores treinados. Nesse contexto, o
valor méximo observado no 72 dia situa-se no limiar inferior da perceptibilidade, e os
registros subsequentes permanecem abaixo desse limiar, o que reforga a interpretagao de

alta estabilidade cromatica do extrato ao longo do periodo avaliado.

A bixina é conhecida por sua sensibilidade a luz, ao oxigénio e ao calor, sendo
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Tabela 4.9 - Variagao de cor (AE) de Biza orellana durante o armazenamento.

Tempo Média + SD

7 Dias 1,238 & 0,00276"
14 Dias 0,839 + 0,0105
21 Dias 0,850 4+ 0,0405%
28 Dias 0,835 =+ 0,00539°

Valores representam média + desvio padrao. Diferengas significativas entre os tempos de armazenamento
foram avaliadas por ANOVA, seguida do teste de Tukey (p < 0,05). Letras diferentes indicam diferengas
significativas entre os tempos de armazenamento.

a isomerizacao e a oxidagao da cadeia poliénica os principais mecanismos de degrada-
¢ao descritos na literatura [142,143]. A auséncia de incremento progressivo de AE* ao
longo dos 28 dias sugere que a matriz NADES pode ter exercido papel protetor sobre os
pigmentos, limitando o contato com fatores degradantes. Resultados andlogos foram re-
latados por Souza [144] para a cianidin-3-glucosideo em solventes eutéticos profundos, em
que o ambiente viscoso do sistema conferiu maior estabilidade cromatica ao pigmento em
comparagao com solugoes aquosas convencionais. De acordo com Maragoni-Santos [145],
também observaram boa retencao de cor em extratos de Biza orellana obtidos com NA-
DES a base de mesocarpo de babacu, corroborando a adequacao desse tipo de solvente

para a preservagao de pigmentos carotenoidicos.

Com base na consisténcia das variagoes de AE* observadas ao longo do armazena-
mento, o extrato otimizado de Biza orellana pode ser classificado como de alta estabilidade
cromdtica no periodo avaliado. A elevacao pontual registrada no 7° dia nao configurou
tendéncia de degradacao sustentada, sendo seguida de plena estabilizacao cromatica que
se manteve inalterada nos trés periodos subsequentes. Esse comportamento é compativel
com a manutencao da integridade estrutural dos cromoforos durante a fase mais pro-
longada do armazenamento, ainda que a confirmacao quimica desse resultado requeira

analises complementares.

Em contraste com o comportamento observado para Biza orellana, cujo extrato
demonstrou estabilizacao cromatica ao longo do periodo avaliado, o extrato de Genipa
americana apresentou um padrao temporal de natureza distinta, que reflete a complexi-
dade quimica particular dessa matriz. Enquanto a bixina, principal croméforo do urucum,

é um composto relativamente estavel em condicoes de armazenamento controlado — desde
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que protegida de luz e oxigénio —, o sistema croméforo do jenipapo é inerentemente dina-
mico, envolvendo reagoes continuas de formacao e transformacao de pigmentos derivados
da genipina que, por sua propria natureza quimica, nao tendem ao equilibrio croméatico
em curto prazo. Essa diferenca fundamental entre os dois sistemas impoe abordagens
interpretativas distintas - no caso do urucum, a estabilidade croméatica pode ser razoavel-
mente associada a preservacao dos cromoforos presentes; no caso do jenipapo, variagoes de
AE* ao longo do tempo nao distinguem, por si sés, entre degradacao e desenvolvimento

de pigmento, exigindo maior cautela na interpretacao dos dados colorimétricos.

A estabilidade cromatica do extrato otimizado de Genipa americana (figura 4.11
e tabela 4.10) foi avaliada ao longo de 28 dias por meio da variacdo total de cor (AE*),
calculada com base nos parametros L*, a* e b* da escala CIELab em relacao ao ponto de
referéncia correspondente ao tempo zero (Lo = 7,27; ag = 4,78; by = 7,19). Esses valores
descrevem um sistema de coloragao escura, com baixa saturacao vermelha e contribuicao
moderada do componente amarelo, refletindo o carater predominantemente incolor ou
levemente esverdeado do suco fresco de jenipapo antes do desenvolvimento dos pigmentos

azuis derivados da genipina.

Diferentemente do que seria esperado em um sistema cromaticamente estavel, os
valores de AE* ndo convergiram para uma faixa constante ao longo do tempo. A trajetéria
observada é nao monotonica, apés uma reducao relativa ao 14° dia, os valores de AE*
aumentaram progressivamente até atingir o maior registro ao 28° dia, com cada ponto de
coleta ocupando uma posicao distinta ao longo do periodo avaliado. Esse perfil é coerente
com dinamicas quimicas complexas, tipicas de sistemas em que processos de formacao e

degradagao de cromoforos ocorrem de forma concomitante e com cinéticas distintas.
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Figura 4.11 - Variacao total de cor (E) ao longo do tempo de armazenamento para o extrato otimizado
de Genipa americana.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A interpretacao desse comportamento deve considerar a natureza peculiar dos com-
postos croméforos do jenipapo. O principal responsavel pela coloracao caracteristica de
Genipa americana é a genipina, um iridoide resultante da hidrélise do geniposideo, que
reage espontaneamente com compostos aminados — incluindo aminodacidos livres, prote-
inas e aminas primarias — formando pigmentos azuis de alta massa molecular por meio
de reacoes de polimerizacao e ciclizacao. Esse processo de desenvolvimento de cor é de-
pendente do tempo, da temperatura e da disponibilidade de grupos amino na matriz, e é
inerentemente progressivo, podendo continuar por dias ou semanas apds a extracao [146].
A luz dessa quimica, o aumento de AE* entre os dias 21 e 28 é compativel com o avanco
dessas reacoes de formacao de pigmento — um processo de desenvolvimento cromaético,
e nao necessariamente de degradacdo. A queda relativa observada ao 14° dia pode re-
fletir um equilibrio transitério entre a formacgao inicial de intermediarios incolores e a
polimerizagao subsequente em cromoéforos azuis estaveis, embora essa hipdtese carega de

confirmagao analitica direta.
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Tabela 4.10 - Variagao de cor (AE) de Genipaa americana durante o armazenamento.

Tempo Média + SD

7 Dias 1,070 &+ 0,0130°
14 Dias 0,716 £ 0,0253¢
21 Dias 0,889 %+ 0,00203°
28 Dias 1,223 + 0,00617¢

Valores representam média + desvio padrao. Diferengas significativas entre os tempos de armazenamento
foram avaliadas por ANOVA, seguida do teste de Tukey (p < 0,05). Letras diferentes indicam diferengas
significativas entre os tempos de armazenamento.

E importante considerar, ainda, que a composicado do NADES pode influenciar
diretamente essa dinamica. Caso o sistema solvente contenha componentes com grupos
amino livres, a genipina poderia reagir com o proprio solvente durante o armazenamento,
acelerando ou modificando o desenvolvimento cromatico em comparagao com extratos con-
vencionais. Esse efeito de matriz tornaria o comportamento de AE* ao longo do tempo
um reflexo tanto da transformagao do pigmento quanto da interagao extrato-solvente,
complicando qualquer interpretagao baseada exclusivamente na colorimetria. Os iridoi-
des de Genipa americana sao adicionalmente sensiveis a variacoes de pH, temperatura
e presenca de oxigeénio, fatores que podem ter contribuido para a variabilidade temporal

observada [146].

Com base na trajetéria temporal observada e na auséncia de estabilizagao cromatica
durante os 28 dias avaliados, o extrato otimizado de Genipa americana pode ser classi-
ficado como de estabilidade cromatica moderada a baixa no periodo de armazenamento
estudado. O comportamento nao monotonico de AE*, com variacoes estatisticamente
distinguiveis em todos os pontos de coleta, indica que o sistema permaneceu em transfor-
macao cromatica ativa ao longo de todo o experimento. Esse padrao é consistente com a
quimica reativa da genipina e impoe cautela quanto ao uso do extrato sem etapas adicio-
nais de estabilizacao, especialmente em aplicacoes que exijam reprodutibilidade de cor ao

longo do tempo.

4.5 Conclusoes

A otimizagao por Box—Behnken/RSM produziu condigoes operacionais validadas

experimentalmente para ambos os sistemas, com ganhos expressivos em relacao a tri-
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agem preliminar — particularmente para ChCl:Lac/Genipa americana, cujo rendimento
de compostos fendlicos mais que dobrou apds a adequacao das condicoes de extragao. Esse
resultado evidencia que o potencial extrativo dos NADES selecionados no capitulo ante-
rior estava sendo subestimado em condigoes nao otimizadas, e que a etapa de otimizagao

foi determinante para sua expressao plena.

Os dois sistemas estudados apresentaram comportamentos fundamentalmente dis-
tintos quanto aos fatores que controlam a extragao. No sistema Thy:Lac/Biza orellana, a
proporc¢ao molar e a temperatura atuaram de forma independente como co-determinantes
do rendimento de carotenoides — resultado coerente com o carater apolar dos pigmentos-
alvo e com a necessidade de condicoes energéticas mais elevadas para sua mobilizacao
a partir da matriz sélida. No sistema ChCl:Lac/Genipa americana, a composicao do
solvente foi o tnico fator individualmente significativo, indicando que, nesse sistema hi-
drofilico, a disponibilidade de sitios ionicos e doadores de ligacoes de hidrogénio condiciona
a extracao de compostos fenélicos polares de forma mais determinante do que temperatura
ou tempo, dentro das faixas estudadas. Esse contraste reforca que a selecao criteriosa da
proporc¢ao molar nao é apenas uma etapa prévia a otimizagao, mas o principal parametro
de controle do processo em sistemas NADES hidrofilicos aplicados a matrizes ricas em

fenolicos.

A caracterizacao por FTIR-ATR forneceu evidéncias espectrais compativeis com
a extracao seletiva dos compostos-alvo em ambos os sistemas, sem indicacao de degra-
dacao estrutural induzida pelo processo. No entanto, o grau de sobreposicao entre as
assinaturas espectrais do solvente e dos compostos extraidos foi diferente. No sistema
hidrofébico Thy:Lac, o NADES dominou o espectro do extrato nas principais regioes
funcionais, limitando as inferéncias possiveis a partir dos dados espectrais; no sistema
hidrofilico ChCl:Lac, foi possivel discriminar bandas de origem vegetal compativeis com
iridoides glicosilados e compostos fendlicos. Essa assimetria interpretativa é inerente a na-
tureza dos sistemas e deve ser considerada na caracterizacao espectroscopica de extratos

obtidos com NADES hidrofdbicos.

A avaliacao antioxidante confirmou que as condigbes otimizadas preservaram a
funcionalidade dos bioativos extraidos. Os dois sistemas produziram extratos com perfis

antioxidantes qualitativamente distintos — o urucum com maior reatividade frente ao
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ABTS, consistente com o carater lipofilico dos carotenoides; o jenipapo com desempenho
superior por DPPH e FRAP, reflexo da maior diversidade de mecanismos antioxidantes
dos compostos fendlicos hidrofilicos. O surgimento de atividade antioxidante mensuravel
por DPPH no extrato otimizado de jenipapo, ausente na triagem preliminar, é o resultado

mais direto do impacto da otimizacao sobre a qualidade funcional do extrato.

A avaliacao de estabilidade introduziu uma tensao relevante - o sistema Thy:Lac
2:1, identificado como condi¢ao 6tima para extracao de carotenoides, foi simultaneamente
0 que apresentou maior variacao de pH ao longo do armazenamento. Embora ambos os
sistemas tenham permanecido em regime fortemente dcido durante os cinco meses avali-
ados, esse comportamento indica que alto desempenho extrativo e estabilidade temporal
nao sao propriedades necessariamente coincidentes em sistemas NADES, e que critérios de
estabilidade devem integrar os critérios de selecao operacional. A estabilidade cromética
dos extratos seguiu o mesmo padrao diferenciado - o extrato de urucum estabilizou-se
rapidamente apds reorganizacao inicial, com variagoes subsequentes imperceptiveis ao ob-
servador humano; o extrato de jenipapo permaneceu em transformacao cromatica ativa
ao longo de todo o periodo, comportamento atribuivel a quimica reativa da genipina e
que impoe restricoes ao uso desse extrato em aplicagoes dependentes de reprodutibilidade

visual sem etapas adicionais de estabilizacao.

Em conjunto, os resultados deste capitulo estabelecem as condi¢oes otimizadas
de extragao, fornecem evidéncias espectroscépicas da compatibilidade entre solvente e
compostos-alvo e delimitam os limiares de estabilidade operacional dos sistemas desen-
volvidos, constituindo a base experimental necessaria para os capitulos seguintes da dis-

sertacao.



CAPITULO 5

ENCAPSULACAO DE EXTRATOS OBTIDOS
COM SOLVENTES EUTETICOS NATURAIS:
DESEMPENHO DE ENCAPSULACAO E
DIGESTIBILIDADE IN VITRO

5.1 Introducao

Compostos bioativos como carotenoides e compostos fendlicos sao quimicamente
instaveis quando expostos a fatores ambientais como luz, calor, oxigénio e variagoes de pH.
Essa instabilidade compromete sua atividade antioxidante e reduz a biodisponibilidade
apds o consumo, o que limita a aplicagao direta desses extratos em matrizes alimenticias
ou farmacéuticas [147,148]. Esse problema persiste mesmo quando os extratos sao obtidos
por métodos de extragao otimizados, como os que utilizam solventes eutéticos naturais,
pois a estabilidade dos compostos ao longo do armazenamento e nas condigoes do trato

gastrointestinal nao é garantida apenas pelo processo de obtencao.

A encapsulacao é uma estratégia tecnoldgica consolidada para contornar essas limi-
tagoes. Ao envolver o material bioativo em uma matriz carreadora, é possivel protege-lo
contra degradacao durante o processamento, estender sua vida 1util e modular a liberacao
dos compostos no organismo [149, 150]. No contexto de extratos obtidos com NADES,
essa protecao torna-se ainda mais relevante, uma vez que a composicao dos solventes pode

influenciar as propriedades fisico-quimicas do encapsulado.

Entre os materiais de parede disponiveis, a combinacao de maltodextrina e goma
arabica é empregada para compostos fendlicos e pigmentos naturais. A maltodextrina
apresenta boa solubilidade, baixo custo e capacidade de formacgao de matriz protetora,
enquanto a goma arabica contribui com propriedades emulsificantes e maior retencao de

compostos sensiveis [151,152]. O uso combinado desses materiais tem sido associado a
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maior eficiéncia de encapsulacdo e estabilidade dos compostos bioativos [150,153].

O método de liofilizagao ¢é indicado para extratos termossensiveis, pois a remocao
de agua ocorre em baixas temperaturas e pressao reduzida, preservando a integridade
quimica dos bioativos [147,154]. Resulta, em geral, em maior retengao da atividade
antioxidante mensurada pelos métodos DPPH e ABTS, menor degradagao de compostos

fendlicos e carotenoides, e melhor capacidade de rehidratacao do pé obtido [153,155].

A avaliacdo da digestibilidade in vitro é uma etapa importante para estimar o
comportamento dos compostos bioativos ao longo do trato gastrointestinal. Ensaios que
simulam as fases oral, gastrica e intestinal permitem avaliar a liberagdo e a bioacessi-
bilidade dos compostos apds a digestao, fornecendo informagoes mais representativas do
potencial funcional do sistema encapsulado [148,149]. No caso de carotenoides, compos-
tos lipofilicos com bioacessibilidade limitada, a encapsulacao pode desempenhar papel

fundamental na melhoria da disponibilidade desses compostos.

Embora a encapsulacao por liofilizacao com maltodextrina e goma ardbica seja
bem documentada para extratos convencionais, sua aplicacao a extratos obtidos com NA-
DES permanece pouco explorada. A composi¢ao quimica desses solventes — formada por
componentes naturais como colina, acido latico e timol — difere dos solventes organi-
cos tradicionais e pode influenciar as interacoes entre o extrato e o material de parede,
afetando a eficiéncia de encapsulacao, bem como a estabilidade e a bioacessibilidade dos
compostos durante a digestao in vitro. Estudos que avaliem de forma integrada esses
parametros, especialmente para extratos ricos em carotenoides e compostos fenélicos pro-
venientes de matrizes amazonicas, ainda sao escassos na literatura, configurando uma

lacuna que este capitulo busca investigar de forma integrada.

Neste capitulo, os extratos otimizados pela metodologia de superficie de resposta
(MSR), apresentados no Capitulo 4 a partir dos sistemas NADES ChCl:Lac e Thy:Lac,
foram submetidos ao processo de encapsulacao por liofilizacao com maltodextrina e goma
arabica como materiais de parede. Foram avaliados a retencao e o perfil de liberagao dos
compostos bioativos, e a digestibilidade in vitro dos compostos bioativos, utilizando-se os
parametros de fendis totais, carotenoides e atividade antioxidante como indicadores do
desempenho do sistema. O objetivo foi avaliar o impacto da encapsulacao sobre extratos

bioativos previamente otimizados, por meio da determinacao da retencao dos compos-
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tos, do perfil de liberagao durante a digestao in vitro e do comportamento digestivo dos

encapsulados, visando o potencial de aplicagao tecnoldgica dos extratos obtidos.

5.2 Materiais

5.2.1 Reagentes Quimicos

Os reagentes utilizados neste estudo incluiram maltodextrina e goma arabica como
materiais de parede para encapsulacao, além de enzimas digestivas e sais empregados
na simulagao do sistema gastrointestinal (a-amilase, pepsina, pancreatina, lipase e sais

biliares). Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

5.2.2 Espécies Vegetais

As espécies vegetais empregadas foram Biza orellana L. (urucum) e Genipa ame-

ricana L. (jenipapo), conforme descrito no Capitulo 3 (Segao 3.2.2).

5.3 Meétodos

5.3.1 Preparacao das Amostras

As amostras foram preparadas conforme metodologia descrita no Capitulo 3 (Segao
3.3.1), incluindo etapas de pré-tratamento, liofilizacao e moagem, sendo armazenadas ao

abrigo da luz até a realizacao dos ensaios.

5.3.2 Obtencao dos Extratos Bioativos

Os extratos utilizados neste estudo foram obtidos a partir de Biza orellana L.
(urucum) e Genipa americana L. (jenipapo), conforme metodologia descrita no Capitulo
3 (Segao 3.3.2), empregando solventes eutéticos naturais (NADES) sob as condigbes étimas
determinadas por metodologia de superficie de resposta no Capitulo 4 (Segao 4.3.3). Os
extratos foram posteriormente utilizados nos ensaios de encapsulacao e digestibilidade in

vitro.
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5.3.3 Encapsulacao dos Extratos

O encapsulamento € uma técnica utilizada para proteger e estabilizar compostos
ativos, envolvendo-os em uma matriz ou revestimento que pode ser solido,
liquido ou gasoso. FEsse processo resulta em particulas que variam de nano a
micrometros, com o composto encapsulado, conhecido como nicleo ou carga
util, sendo aprisionado dentro de um material de casca que atua como barreira
protetora. Essa camada protetora preserva as propriedades quimicas, fisicas e
biologicas do material ativo, permitindo sua liberacao controlada em condicoes
especificas [156-158].

A encapsulacao dos extratos foi realizada utilizando uma matriz composta por mal-
todextrina e goma arabica na proporg¢ao de 75:25 (m/m), respectivamente. Inicialmente,
foi preparada uma solugao estoque contendo 25 g de carreadores (18,75 g de maltodex-
trina e 6,25 g de goma arédbica) dissolvidos em 30 mL de dgua destilada, sob agitacao até
completa homogeneizacao, resultando em uma dispersao com aproximadamente 45,5% de

solidos totais.

A partir dessa solucao, foram preparadas duas formulagoes com diferentes propor-
¢oes entre extrato e material encapsulante (1:5 e 1:3, m/m), considerando a massa de
solidos dos carreadores presentes na solucao. Para isso, foram adicionados 1,3 g e 2,27 g
de extrato a 15 g da solugao estoque, respectivamente, seguidos de homogeneizagao. As
formulacoes resultantes apresentaram aproximadamente 42% e 40% de sélidos totais, res-
pectivamente, valores calculados com base na fracao de sélidos dos carreadores presentes

na solucao.

A escolha dos materiais de parede, das proporgoes entre extrato e carreadores,
do teor de sélidos totais e do processo de secagem por liofilizacao foi fundamentada em
estudos da literatura [159,160], com adaptagoes realizadas em fungao das caracteristicas

dos extratos obtidos e das condicoes experimentais adotadas neste trabalho.

As dispersoes obtidas foram submetidas a secagem por liofilizacao, sendo inicial-
mente congeladas e mantidas por 24 horas no condensador, seguidas de 24 horas sob vacuo
em liofilizador (Linha LJJ Freeze Dryer, JJ Cientifica). Apds o processo, os materiais fo-
ram obtidos na forma de material particulado seco (p6), sendo armazenados ao abrigo da

luz e da umidade e utilizados nas andlises subsequentes.
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5.3.4 Retencao de Compostos Bioativos

A retencao de compostos bioativos foi determinada com base na relagao entre o teor
de compostos presentes nos extratos encapsulados e o teor correspondente no extrato livre,
com base em adaptagoes de metodologias descritas na literatura [161]. Os resultados foram
normalizados em funcao da massa de extrato presente nas formulagoes, considerando a

fracao massica de extrato nos sistemas encapsulados.

Essa abordagem permitiu corrigir os efeitos de diluicao decorrentes da presenca dos
materiais de parede, possibilitando a comparagao direta entre extratos livres e encapsula-
dos em base equivalente. Os valores de retencao foram expressos em percentual, conforme

a equacao 5.1:

Cenc
Retengao (%) = c_ x 100 (5.1)
ext

em que:
e (., corresponde ao teor do composto bioativo no extrato encapsulado, normalizado

em funcao da massa de extrato;

e (., corresponde ao teor do composto bioativo no extrato livre.

5.3.5 Rendimento de Secagem

O rendimento de secagem foi determinado com base na razao entre a massa final
do material seco obtido apos a liofilizacao e a massa inicial da formulagao submetida ao
processo (extrato + solucao de carreadores), sendo expresso em percentual, conforme a
equagao 5.2, em base umida, de acordo com a literatura [162] e adaptagoes as condigoes

experimentais deste estudo.

R(%) = " % 100 (5.2)
em que:

e R é o rendimento de secagem (%);
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e m; ¢é a massa do material liofilizado (g);

e m; ¢ a massa inicial da formulacdo (g).

5.3.6 Digestibilidade In Vitro

A digestibilidade in vitro € uma técnica utilizada para avaliar a eficiéncia dos
processos digestivos de alimentos e compostos bioativos em condigoes contro-
ladas. Esse método busca replicar as etapas da digestao humana, incluindo as
fases oral, gastrica e intestinal, utilizando enzimas especificas, tampoes e ajus-
tes de pH para simular o ambiente gastrointestinal. Dessa forma, permite a
estimativa da degradagao de proteinas, aminodcidos e outros nutrientes presen-
tes nos alimentos, fornecendo informacaoes criticas sobre a biodisponibilidade e
a absor¢do dos compostos estudados [163, 164).

A digestibilidade in vitro foi realizada conforme o protocolo padronizado pelo mé-
todo INFOGEST [57], com adaptagoes, utilizando fluidos simulados que reproduzem as

condicoes do sistema digestivo humano.

Na fase oral, aproximadamente 4,0 g de amostra foram misturados a 8,0 mL de
fluido salivar simulado (SSF), contendo a-amilase, sendo a mistura incubada a 37°C por

2 minutos sob agitacao.

Em seguida, o bolo formado foi submetido a fase gastrica, com adi¢ao de fluido
gastrico simulado (SGF) contendo pepsina, e ajuste do pH para 3,0. A digestao foi
conduzida a 37°C por 120 minutos, sob agitagao constante (200 rpm), com monitoramento

e correcao periodica do pH.

Posteriormente, o quimo foi transferido para a fase intestinal, sendo combinado
com fluido intestinal simulado (SIF), pancreatina, lipase e sais biliares, com ajuste do pH

para 7,0. A digestao foi conduzida a 37°C por 120 minutos, sob agitagao constante.

Adicionalmente, amostras foram coletadas em tempos especificos ao longo do pro-
cesso digestivo — 2 minutos na fase oral, 30, 60 e 120 minutos na fase gastrica, e 180 e 240
minutos na fase intestinal — permitindo a avaliacao do perfil de liberagao dos compostos

bioativos, com base em adaptagoes de protocolos descritos na literatura [162].

Todas as amostras foram coletadas em triplicata, centrifugadas (5000 x g, 4°C,

5-20 minutos) e os sobrenadantes analisados diretamente quanto ao teor de carotenoides,
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compostos fendlicos totais e atividade antioxidante pelos ensaios DPPH e ABTS.

5.3.7 Determinacao de Compostos Bioativos e Ensaios Antioxidantes

A determinagao dos compostos bioativos dos extratos foi realizada por meio da
quantificagao de compostos fendlicos totais, carotenoides totais e da atividade antioxidante

pelos ensaios DPPH e ABTS, conforme metodologias descritas no Capitulo 3 (Secao 3.3.4).

As anélises foram conduzidas em triplicata, utilizando espectrofotometro de micro-
placas (EPOCH2, Biotek), sendo os resultados utilizados para avaliacdo do desempenho

de encapsulacao e digestibilidade in vitro.

5.3.7.1 Teor de Fendlicos Totais (TPC)

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado conforme metodologia descrita
no Capitulo 3 (Segao 3.3.4.1), sendo os resultados utilizados na avaliacao do desempenho

de encapsulacao e digestibilidade in vitro.

5.3.7.2 Teor de Carotenoides Totais (TCC)

O teor de carotenoides totais foi determinado conforme metodologia descrita no
Capitulo 3 (Segao 3.3.4.2), sendo os resultados utilizados na avaliagdo do desempenho de

encapsulacao e digestibilidade in vitro.

5.3.7.3 Ensaio 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

A atividade antioxidante pelo ensaio DPPH foi determinada conforme metodologia
descrita no Capitulo 3 (Segao 3.3.4.3), sendo os resultados utilizados na avaliagao do

desempenho de encapsulacao e digestibilidade in vitro.

5.3.7.4 [Ensaio 2,2’-azino-bis(3-etilben zotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS)

A atividade antioxidante pelo ensaio ABTS foi determinada conforme metodologia
descrita no Capitulo 4 (Segao 4.3.4.5), sendo os resultados utilizados na avaliacdo do

desempenho de encapsulacao e digestibilidade in vitro.
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5.3.7.5 Analise Estatistica

Os dados foram analisados conforme a metodologia estatistica descrita no Capitulo
3 (Secao 3.3.6), com adaptagoes para o presente estudo. Os resultados foram expressos
como média £ desvio padrao, sendo utilizado o erro padrao da média para representacao

grafica.

As diferencas significativas entre os tratamentos foram avaliadas por andlise de
variancia (ANOVA), considerando modelos fatoriais com interacdo entre os fatores expe-
rimentais (tempo, fase digestiva e formulagao, conforme aplicavel). Quando identificadas
diferengas significativas, foi aplicado o teste de comparacao miltipla de Tukey, ao nivel

de 5% de significancia.

5.4 Resultados e Discussao

Neste capitulo, sao apresentados os resultados da encapsulagao dos extratos obtidos
de Biza orellana e Genipa americana a partir das condigoes otimizadas previamente,
utilizando os sistemas NADES selecionados (Thy:Lac e ChCl:Lac). Serao avaliados o
desempenho do processo de encapsulacao, por meio da retencao dos compostos bioativos,
bem como o perfil de liberagao dos compostos bioativos. Adicionalmente, a digestibilidade
in vitro serd investigada com o objetivo de compreender o comportamento dos compostos
ao longo das etapas simuladas do trato gastrointestinal. Os parametros de fendis totais,
carotenoides e atividade antioxidante (DPPH e ABTS) serao utilizados como indicadores
da estabilidade, liberacao e manutencao da funcionalidade dos extratos apds o processo

de encapsulacao.

5.4.1 Desempenho da Encapsulagao

Como forma de ilustrar o aspecto visual dos encapsulados obtidos nas diferentes
formulagoes, a figura 5.1 apresenta os pos resultantes da liofilizacao dos extratos de Biza

orellana e Genipa americana.
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Figura 5.1 - Encapsulados de extratos de Biza orellana (BOE) e Genipa americana (GAE) nas formulagoes
1:3 e 1:5 (relagao nicleo:material de parede).

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Os resultados obtidos na figura 5.2 revelam um padrao central e consistente, os
fendis totais do extrato de Genipa americana apresentaram retencao substancialmente
superior a dos carotenoides do extrato de Biza orellana, independentemente da proporgao
extrato:carreador adotada. As formulagoes 1:3 e 1:5 de G. americana retiveram, respec-
tivamente, 79,42% e 78,07% dos fendis totais, enquanto as formulacoes correspondentes
de B. orellana retiveram apenas 45,56% e 42,09% dos carotenoides. Essa diferenca de
aproximadamente 35 pontos percentuais entre os dois grupos de compostos constitui o

achado mais relevante da analise e nao deve ser atribuida a formulagao em si, mas sim a
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natureza quimica dos compostos encapsulados e a sua interagao com a matriz carreadora.

Retencao dos Compostos Bioativos

~
Ul

Retencao (%)
3

N
Ul

Carotenoides Fendis Totais

Composto Bioativo

Formulagdes [ B. orellana (1:3) [l G. americana (1:3) [0 B. orellana (1:5) [ G. americana (1:5)

Figura 5.2 - Retencao de fendis totais (TPC) e carotenoides (TCC) apds encapsulacao de extratos de
Biza orellana e Genipa americana em formulacoes 1:3 e 1:5. Os resultados representam os valores médios
de retencao dos compostos bioativos obtidos para as diferentes formulacoes avaliadas.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A interpretacao mais coerente para essa discrepancia estd na polaridade dos com-
postos. Compostos fendlicos sao hidrofilicos e, portanto, apresentam compatibilidade
estrutural com a maltodextrina e a goma ardbica, ambas de natureza polar e com reco-
nhecida capacidade de formar interagoes por pontes de hidrogénio com substratos aquo-
sos [151,152]. Essa afinidade quimica favorece o contengao fisica dos fenéis na matriz
durante a solidificacao do sistema, contribuindo para os elevados valores de retencao ob-
servados. Os carotenoides, por sua vez, sao compostos apolares, lipofilicos, e apresentam
baixa miscibilidade com matrizes aquosas a base de polissacarideos. Nesse tipo de sistema
sem fase lipidica, a interacao entre carotenoides e carreadores é intrinsecamente limitada,
o que predispoe a separacao de fases, menor homogeneidade do encapsulado e, consequen-
temente, maior exposi¢ao dos compostos as condigdes do processo [149]. Some-se a isso a
elevada suscetibilidade dos carotenoides a degradacao oxidativa, que pode ser acelerada
durante a etapa de homogeneizacao e, em menor grau, na liofilizagao, dada a exposicao a

interface ar-dgua e a luz durante o processamento [150].

A variacao entre as proporcoes extrato:carreador foi, em ambos os casos, pequena.

Para os fendis totais, a diferenca entre 1:3 e 1:5 foi de apenas 1,35 pontos percentuais; para
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os carotenoides, 3,46 pontos percentuais. Em funcao da escassez de insumos disponiveis
para o processamento, nao foi possivel obter replicatas experimentais para as formulacoes
encapsuladas, o que limita a analise ao nivel descritivo e impede a aplicacao de testes de
significancia estatistica. Dessa forma, nao é possivel afirmar que as diferencas numéricas
observadas entre as proporcoes refletem um efeito real da formulacao sobre a retencao.
O que os dados permitem indicar, de forma descritiva, é que a alteracao da proporcao
extrato:carreador no intervalo testado nao produziu impacto expressivo sobre a reten¢ao
em nenhuma das duas matrizes, sugerindo que a limitacao estd na natureza do sistema

encapsulante e nao no ajuste da razao de diluicao.

O rendimento de secagem foi moderado e relativamente homogéneo entre as for-
mulagoes (figura 5.3). Os valores calculados foram 50,17% (Biza orellana 1:3), 48,44%
(Biza orellana 1:5), 46,98% (Genipa americana 1:5) e 45,40% (Genipa americana 1:3),
todos dentro da faixa de 45-51%. Esse nivel de recuperacao de massa é compativel com
o relatado em estudos de liofilizagao de sistemas a base de maltodextrina e goma ardbica,
nos quais rendimentos entre 40% e 70% sao frequentemente reportados, dependendo do

teor de sélidos da dispersao inicial e das condigdes do ciclo de secagem [153,154].

Rendimento de Secagem da Encapsulacao

50 A

40 A

30 1

201

Rendimento (%)

10 1

Bixa orellana Genipa americana

Matriz Vegetal
Formulagoes [ 1:3 [l 1:3 [ 1:5 @ 1:5

Figura 5.3 - Rendimento de secagem das formulagdes encapsuladas de extratos de Biza orellana e Genipa
americana nas proporgoes 1:3 e 1:5. Os resultados representam os valores de rendimento de secagem
obtidos para as diferentes formulagoes e matrizes vegetais avaliadas.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Os rendimentos obtidos foram proximos entre todas as formulacoes, variando de
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45,40% a 50,17%, sem distincao expressiva entre as proporcoes testadas nem entre as
duas matrizes. Esse comportamento sugere que, no intervalo de sélidos totais avaliado
(40-42%), a variagao na proporgao extrato:carreador nao foi determinante para a recupe-
ragao de massa apés a liofilizacao. Mais relevante do que a comparagao entre proporgoes,
porém, é o que esse dado implica sobre a natureza das perdas observadas nas formula-
¢oes de urucum - como o rendimento de secagem foi semelhante entre os dois extratos,
a menor retencao de carotenoides nao pode ser atribuida a perdas de massa durante o
processo, mas aponta para limitacoes anteriores a solidificacao — seja na incorporagao
dos compostos apolares a matriz aquosa, seja em degradacao ocorrida durante a etapa de

homogeneizacao.

Os resultados sao coerentes com a literatura para encapsulacao de compostos fe-
nolicos em matrizes de maltodextrina e goma ardbica por liofilizagao. Todorovic e cola-
boradores [151], ao encapsularem extrato de mirtilo, relataram retengao de fendis totais
entre 70% e 85% com formulacoes semelhantes, valores compardveis aos encontrados neste
estudo para G. americana. Ballesteros e colaboradores em 2017 [152] observaram retencao
de compostos fendlicos entre 58% e 86% em extratos de café encapsulados por liofilizagao,
reforcando que a elevada compatibilidade entre fendis e matrizes polissacaridicas favorece

a preservacao desses compostos.

Para carotenoides, o panorama ¢é diferente. Destaca-se que a encapsulacao de (-
caroteno por liofilizacao em matrizes sem fase lipidica resulta em maior instabilidade do
composto durante e apds o processo, com retencao variavel e frequentemente inferior a de
compostos polares [149]. Reforga-se também refor¢cam que a protegao de compostos apo-
lares em sistemas a base de maltodextrina e goma arabica ¢é limitada pela auséncia de uma
fase lipidica continua que acomode adequadamente o nucleo apolar, sendo recomendada

a adicao de emulsificantes ou lipidios para esse tipo de encapsulado [150].

Em sintese, o processo de encapsulacao por liofilizacdo demonstrou desempenho
diferenciado entre os compostos avaliados. Para os fendis totais de G. americana, o
processo apresentou desempenho moderado a elevado, com retencao préxima a 79% em
ambas as formulacoes, resultado compativel com a natureza hidrofilica desses compostos e
sua afinidade com a matriz utilizada. Para os carotenoides de B. orellana, o desempenho

foi baixo a moderado, com retencao entre 42% e 46%, refletindo a incompatibilidade
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intrinseca entre compostos apolares e uma matriz carreadora de natureza hidrofilica, sem
fase lipidica. O rendimento de secagem foi moderado e homogéneo entre as formulacoes
(~45-50%), indicando que as perdas de compostos bioativos nas formulac¢oes de urucum
nao sao atribuiveis a perdas de massa no processo de secagem, mas a fatores relacionados

a incorporacao e a estabilidade dos carotenoides no sistema encapsulante.

5.4.2 Digestibilidade in vitro

A avaliacao do comportamento dos compostos bioativos ao longo da digestao simu-
lada foi realizada para o extrato encapsulado de duas matrizes vegetais com caracteristicas
quimicas distintas — Biza orellana, representada pelo teor de carotenoides totais (TCC),
e Genipa americana, avaliada pelo teor de fendis totais (TPC) —, em duas proporcoes
extrato:carreador (1:3 e 1:5), ao longo das fases oral, géstrica e intestinal. A andlise con-
sidera, de forma complementar, o perfil de digestibilidade por fase e o perfil temporal
de liberacao, uma vez que os dois experimentos capturam dimensoes distintas do mesmo
processo, a digestibilidade fornece uma visao consolidada do comportamento em cada

compartimento, enquanto o perfil temporal revela a dinamica interna de cada fase.

E relevante considerar, desde o inicio, que o comportamento ao longo da diges-
tao deve ser lido em continuidade com os resultados da etapa de encapsulagao, embora
a diferenca de retencao entre as proporcoes 1:3 e 1:5 tenha sido pequena em ambas as
matrizes, o comportamento diferencial observado ao longo da digestao sugere que a pro-
porgao extrato:carreador influencia a organizacao estrutural da matriz encapsulante de
formas que nao se manifestam necessariamente na retencao pés-encapsulagao, mas que se

tornam relevantes sob as condicoes de pH e acao enzimatica da digestao simulada.

Ao longo desta se¢ao, as formulagoes encapsuladas sao referenciadas de forma abre-
viada para facilitar a leitura. As siglas BOE 1:3 e BOE 1:5 correspondem, respectiva-
mente, ao extrato de Biza orellana encapsulado nas proporcoes extrato:carreador 1:3 e
1:5. De forma andloga, GAE 1:3 e GAE 1:5 referem-se ao extrato de Genipa americana

encapsulado nas mesmas proporgoes.

A Biza orellana tem nos carotenoides — predominantemente bixina e norbixina —
seus principais compostos bioativos. Diferentemente de carotenoides como o S-caroteno,

a bixina e a norbixina sao apocarotenoides com grupos carboxilicos que conferem relativa
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polaridade em comparagao a outros carotenoides, favorecendo uma solubilizacao inicial
em fluidos aquosos. Contudo, ambos os compostos sao reconhecidamente instaveis em pH
acido e suscetiveis a isomerizacao de formas all-trans para cis e a degradacao oxidativa
progressiva em condigdes gastrointestinais [149]. A encapsulacdo por liofilizacdo em ma-
triz de maltodextrina e goma ardbica resultou em retencao de 45,56% para B. orellana
1:3 € 42,09% para B. orellana 1:5 — valores j4 indicativos da incompatibilidade intrinseca
entre compostos apolares e uma matriz carreadora de natureza hidrofilica sem fase lipi-
dica. Esses valores de partida condicionam a interpretacao dos perfis de digestibilidade e

liberacao discutidos.

Na fase oral (SSF, t = 2 min), os valores de TCC (figura 5.4 e tabela 5.1) foram
de 48,6 ng/mg para BOE 1:3 e 57,1 ng/mg para BOE 1:5, com diferenga estatisticamente
sustentada entre as proporcoes ja nesse ponto inicial. Considerando que a a-amilase
presente no fluido salivar nao atua sobre carotenoides, essa diferenca reflete, com maior
probabilidade, a fracao de compostos imediatamente soltivel no fluido aquoso — incluindo
carotenoides depositados na superficie das particulas liofilizadas e aqueles em regices mais
acessiveis da matriz. O valor oral superior de BOE 1:5 é coerente com sua menor concen-
tracao de extrato por unidade de carreador - com menos bioativos a distribuir ao longo da
matriz, uma propor¢ao maior tende a permanecer nas regioes superficiais das particulas,
tornando-se imediatamente disponivel para solubilizacao. Esse comportamento inicial ja

antecipa o padrao que se desdobrara nas fases seguintes.
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Digestibilidade In Vitro

TCC (ng/mg)

Oral Gastrica Intestinal
Fases simuladas

Formulagdes [l Bixa orellana (1:3) [[] Bixa orellana (1:5)

Figura 5.4 - Contetido de carotenoides totais (TCC) em extratos encapsulados de Biza orellana nas
formulagoes 1:3 e 1:5 ao longo das fases simuladas da digestao in vitro (oral, gdstrica e intestinal).

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Na fase gastrica, ambas as formulagoes sofreram perdas expressivas, confirmando
a vulnerabilidade dos carotenoides ao ambiente acido-enzimético. Em termos de valores
médios por fase, BOE 1:3 apresentou reducao de 48,6 para 32,9 pg/mg, enquanto BOE
1:5 reduziu de 57,1 para 29,5 ng/mg — resultado estatisticamente diferente entre as pro-
porgoes. Esse padrao indica que, apesar de BOE 1:5 partir de valor oral mais alto, sua
reducao proporcional na fase gastrica foi mais acentuada do que a de BOE 1:3. Uma
possivel explicagao esta na organizacao estrutural da matriz - em BOE 1:3, a maior con-
centracao de extrato por unidade de carreador pode ter favorecido interagoes mais densas
entre os carotenoides e os componentes da matriz durante a liofilizagao, resultando em
uma estrutura encapsulante com maior resisténcia a desintegracao gastrica. HEssa hipo-
tese, embora nao diretamente sustentada por dados morfologicos, é coerente com o padrao
observado e com a literatura que associa maior carga de bioativos a maior densidade de

interagoes matriz-nicleo em sistemas encapsulados por liofilizagao [153].
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Tabela 5.1 - Contetido de carotenoides totais (TCC) nas fases da digestao in vitro

Formulagao Fase Média (ug/mg) + SD

1:3 Oral 48,644 + 0,770°
1:5 Oral 57,089 + 1,018
1:3 Gastrica 32,867 + 0,6667°
1:5 Géstrica 29,533 + 0,001°
1:3 Intestinal 2,200 + 0,001°

1:5 Intestinal 11,756 + 0,385%

Valores representam média + desvio padrao. Diferencas significativas entre as formulacoes foram avaliadas
separadamente para cada fase da digestao in vitro por ANOVA, seguida do teste de Tukey (p < 0,05).
Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as formulacGes dentro de cada fase.

Na fase intestinal, os valores de TCC cairam para niveis muito préximos ao limite de
detecgao do método em ambas as formulagoes — BOE 1:3 atingiu ~2,2 pg/mg, enquanto
BOE 1:5 apresentou recuperagao parcial para ~11,8 pg/mg em t = 240 min, sem suporte
estatistico viavel nessa fase em razao de dados insuficientes, o que é por si s6 indicativo

da severidade das perdas.

Perfil de Liberacao dos Compostos Bioativos
SSF SGF SIF

801

TCC (ng/mg)

—

2 30 60 120 180 240
Tempo (min)

Formulagdes [l Bixa orellana (1:3) [[] Bixa orellana (1:5)

Figura 5.5 - Perfil de conteido de carotenoides totais (TCC) em func¢do do tempo ao longo das fases
simuladas da digestao in vitro em extratos encapsulados de Biza orellana nas formulagoes 1:3 e 1:5.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A andlise temporal (figura 5.5 e tabela 5.2) permite detalhar a dinamica interna
das fases e complementar a interpretacao dos valores médios. No SSF (t = 2 min), os

valores foram semelhantes aos da digestibilidade, confirmando consisténcia entre os dois
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experimentos. Na fase géstrica simulada (SGF), BOE 1:3 apresentou aumento inicial de
~49 ng/mg no SSF para ~69 pg/mg em t = 30 min, antes de iniciar declinio progressivo
até ~34 pg/mg em t = 120 min. Esse aumento inicial é compativel com uma janela curta
em que a liberacao de carotenoides aprisionados na matriz interna supera a degradagao —
possivelmente facilitada pela exposicao ao ambiente acido e pela agitagao mecanica conti-
nua, que promovem a hidratagao e o inicio da desintegracao da matriz de maltodextrina.
A relativa polaridade da bixina, decorrente de seus grupos carboxilicos, pode ter favore-
cido essa solubilizacao transitéria antes que a degradacao acida se tornasse predominante.
BOE 1:5, por sua vez, nao apresentou esse aumento transitério — os valores seguiram de
~57 ng/mg no SSF para ~52 pg/mg em t = 30 min, com queda continua até ~30 ng/mg
em t = 120 min. A auséncia do pico inicial em BOE 1:5 indica que, com menor con-
centracao de extrato, nao houve o mesmo efeito de liberacao concentrada, possivelmente
porque os compostos ja estavam mais expostos desde o inicio, sendo degradados a medida

que eram liberados.

Tabela 5.2 - Perfil temporal de liberagao de TCC.

Formulagao Tempo Fase Média (ug/mg) + SD

1:3 2 min Oral 48,644 + 0,770
1:5 2 min Oral 57,089 4+ 1,018
1:3 30 min  Gaéstrica 68,644 + 1,018
1:5 30 min  Gaéstrica 51,756 + 0,770¢
1:3 60 min  Gdstrica 64,200 =+ 0,667°
1:5 60 min  Gaéstrica 44,422 + 0,770°
1:3 120 min  Géstrica 32,867 + 0,667
1:5 120 min  Géstrica 29,533 + 0,001
1:3 180 min Intestinal ND

1:5 180 min Intestinal ND

1:3 240 min Intestinal 2,200 £ 0,001

1:5 240 min Intestinal 11,756 £ 0,385

Valores representam média + desvio padrao. Diferencas significativas entre as formulacoes foram avalia-
das, em cada fase e tempo da digestao in vitro, por ANOVA seguida do teste de Tukey (p < 0,05), com
base em médias estimadas. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre as formulagoes dentro
de cada tempo avaliado. ND: nao detectado (valores negativos, abaixo do limite de detec¢do do método).

Na fase intestinal simulada (SIF), os valores cairam progressivamente para préximo
do limite de deteccao em BOE 1:3, enquanto BOE 1:5 apresentou recuperagao parcial
apenas em t = 240 min. A inversao do padrao entre as proporgoes nesse ponto final

— onde BOE 1:5 supera BOE 1:3 em t = 240 min — recebe uma hipdtese estrutural.
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Na formulacao 1:5, a menor concentracao de extrato por unidade de carreador pode ter
favorecido a formacao de complexos entre carotenoides e fracoes proteicas da goma arabica,
potencialmente mais resistentes a degradacao enzimatica do que os carotenoides livres. A
dissolucao parcial desses complexos em pH 7,0 com agao de pancreatina poderia explicar
a recuperacao observada em t = 240 min. Essa hipétese nao tem suporte direto nos dados
disponiveis e requer investigacao especifica, mas é plausivel levando em consideragao a

composicao da matriz encapsulante utilizada.

A leitura integrada entre a digestibilidade por fase e o perfil temporal de liberacao
revela que os valores médios gastricos de BOE 1:3, superiores aos de BOE 1:5, nao re-
fletem protecao constante ao longo dos 120 min - o perfil temporal evidencia uma janela
de liberagao inicial seguida de degradacgao progressiva. Essa complementaridade entre os
dois experimentos ¢ metodologicamente relevante e impede que o valor médio gastrico,
isoladamente, seja interpretado como evidéncia de protecao uniforme pela matriz encap-

sulante.

Se os carotenoides de Biza orellana revelaram os limites do sistema encapsulante
em proteger compostos lipofilicos ao longo da digestao simulada, os fendis totais de Genipa
americana permitem avaliar o comportamento do mesmo sistema frente a compostos com
caracteristicas fisico-quimicas opostas. Os fendis de Genipa americana — predominante-
mente genipina e derivados iridoides — apresentam carater hidrofilico, o que é compativel
com a natureza polar da matriz de maltodextrina e goma ardbica. Essa afinidade quimica
se refletiu diretamente na etapa de encapsulacao, com retencao de 79,42% para GAE 1:3
e 78,07% para GAE 1:5 — valores substancialmente superiores aos observados para os
carotenoides, e que estabelecem condicoes de partida mais favoraveis para o comporta-
mento ao longo da digestao. A diferenca entre as proporcoes foi numericamente pequena
e sem suporte estatistico, o que indica que, na etapa de encapsulagao, a propor¢ao ex-
trato:carreador nao foi um fator determinante para a retencao dos fendis. No entanto,

essa proporg¢ao revelou impacto mais evidente nas fases da digestao simulada.
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Digestibilidade In Vitro
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Figura 5.6 - Contetdo de fendis totais (TPC) em extratos encapsulados de Genipa americana nas formu-
lagbes 1:3 e 1:5 ao longo das fases simuladas da digestao in vitro (oral, gstrica e intestinal).

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Na fase oral (SSF, t = 2 min), os valores de TPC (figura 5.6 e tabela 5.3) foram de
673 mg GAE/g para GAE 1:3 e 678 mg GAE/g para GAE 1:5, sem diferenga estatistica-
mente sustentada entre as formulacoes. Ao contrario do observado para os carotenoides, a
semelhanca entre as proporcoes nessa fase inicial sugere que, para compostos hidrofilicos
com alta compatibilidade com a matriz, a distribuicao entre superficie e interior das par-
ticulas é menos sensivel a variacao da proporc¢ao extrato:carreador no intervalo testado —
ou que a fragao superficial é suficientemente pequena para nao gerar diferenca detectavel
pelo método utilizado. Esse ponto de partida equivalente torna ainda mais evidente o
quanto o comportamento nas fases seguintes é determinado pelas condigoes do ambiente

digestivo e pela capacidade protetora de cada formulacao.
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Tabela 5.3 - Contetido de fendis totais (TPC) nas fases da digestao in vitro

Formulagao Fase Média (mg GAE/g) + SD

1:3 Oral 672,954 + 3,454°
1:5 Oral 677,552 + 6,606
1:3 Gastrica 657,437 + 3,589
1:5 Gastrica 265,023 + 0,718°
1:3 Intestinal 441,690 £ 3,065
1:5 Intestinal 116,172 + 0,345°

Valores representam média + desvio padrao. Diferencas significativas entre as formulacoes foram avaliadas
separadamente para cada fase da digestao in vitro por ANOVA, seguida do teste de Tukey (p < 0,05).
Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as formulacGes dentro de cada fase.

Na fase gastrica, os perfis das duas proporcoes divergiram de forma marcante. Em
termos de valores médios, GAE 1:3 reduziu de 673 para 657 mg GAE/g — variagao de
apenas ~2,4%, sem diferenca estatisticamente sustentada em relacao ao valor oral. GAE
1:5, por sua vez, reduziu para 265 mg GAE/g, representando queda de aproximadamente
60,9% — diferenca significativa em relacao a GAE 1:3 e ao préprio valor oral. Essa
divergéncia expressiva entre as proporgoes, que nao havia sido detectada na etapa de
encapsulagao, sugere que a maior concentracao de extrato em GAE 1:3 pode ter favorecido
a formagao de uma rede mais coesa entre os compostos fendlicos e os carreadores durante

a liofilizacao.

Compostos fenédlicos sao conhecidos por sua capacidade de estabelecer pontes de
hidrogénio com os grupos hidroxila da maltodextrina e interagoes hidrofébicas com as fra-
¢oes proteicas da goma arabica, que possui carater anfifilico decorrente de seu complexo
arabinogalactana-proteina [151,152]. Uma maior concentragao de fendis na matriz pode
ter ampliado a densidade dessas interagoes, resultando em maior resisténcia a desintegra-
¢ao pelo ambiente acido-enzimatico. Na fase intestinal, GAE 1:3 apresentou recuperacao
parcial para 442 mg GAE /g, enquanto GAE 1:5 permaneceu em 116 mg GAE /g, mantendo
a diferenca entre as proporcoes estatisticamente sustentada. A recuperacao observada em
GAE 1:3 é consistente com a desintegracao da matriz em pH 7.0 facilitada pelas enzimas

pancreaticas, liberando fendis retidos no interior das particulas ao longo da fase gastrica.

A andlise temporal (figura 5.7 e tabela 5.4) complementa e detalha o que os valores
médios por fase ndo capturam completamente. No SSF (t = 2 min), os valores foram

consistentes com os da digestibilidade para ambas as formulacoes, confirmando a coerén-
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cia entre os dois experimentos. Na fase géstrica simulada (SGF), GAE 1:3 apresentou
comportamento nao monotonico, queda em t = 30 min (~635 mg GAE/g), seguida de
elevacao em t = 60 min (~720 mg GAE/g) e nova redugao em t = 120 min (~660 mg
GAE/g). Esse padrao oscilatério pode ser interpretado como resultado de dois processos
simultaneos e competitivos — liberacao de compostos pelo rompimento progressivo da
matriz e degradacao parcial dos fendis pelas condigoes acidas. A elevagao em t = 60 min
sugere que a liberacao foi predominante nesse intervalo, possivelmente associada a hidra-
tacao e ao inicio da desintegracao da fracao de maltodextrina da matriz, que é soltvel em
agua e sensivel ao pH acido. A goma arabica, por sua vez, forma camadas mais resistentes
a hidrolise acida em razao de sua estrutura ramificada e de seu carater anfifilico, o que
pode ter retardado a degradacao da barreira externa das particulas e sustentado os valores
de TPC por mais tempo [154]. Para GAE 1:5, a queda foi continua desde t = 30 min
(~500 mg GAE/g) até t = 120 min (~265 mg GAE/g), sem oscilagoes, indicando que a
menor concentragao de extrato na matriz nao foi suficiente para gerar o mesmo padrao

de liberacao-degradagao competitiva observado em GAE 1:3.

Perfil de Liberacao dos Compostos Bioativos
SSF SGF SIF

TPC (mg GAE/g)

2 30 60 120 180 240
Tempo (min)

Formulagoes [l Genipa americana (1:3) [ll Genipa americana (1:5)

Figura 5.7 - Perfil de conteido de fendis totais (TPC) em func¢do do tempo ao longo das fases simuladas
da digestao in vitro em extratos encapsulados de Genipa americana nas formulagoes 1:3 e 1:5.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Na fase intestinal simulada (SIF), GAE 1:3 apresentou aumento progressivo de
~300 mg GAE/g em t = 180 min para ~430 mg GAE/g em t = 240 min, padrao com-

pativel com a liberacao de compostos fendlicos ainda retidos no interior das particulas a
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medida que a matriz se desintegra em pH neutro com acao enzimatica pancreatica. Adi-
cionalmente, a hidrélise de ésteres fendlicos pela pancreatina pode gerar acidos fendlicos
livres detectaveis pelo reagente de Folin-Ciocalteu, contribuindo para o aumento obser-
vado — embora esse processo represente transformacgao quimica e nao necessariamente
maior disponibilidade das formas originais. GAE 1:5, em contraste, permaneceu em ni-
veis baixos ao longo de toda a fase intestinal, sem recuperacao expressiva, reforcando que
a degradacao majoritaria na fase géastrica comprometeu a disponibilidade de compostos

para a fase subsequente.

A leitura integrada entre os dois experimentos revela que o valor médio géstrico
de GAE 1:3, préximo ao valor oral, nao deve ser interpretado como evidéncia de prote-
¢ao estatica - o perfil temporal evidencia processos dinamicos de liberacao e degradagao
que se alternam ao longo dos 120 min. Da mesma forma, a recuperacao observada na
fase intestinal nao seria identificavel a partir dos valores médios por fase de GAE 1:5,
que permaneceu baixo e sem recuperagao em qualquer ponto temporal. Essa complemen-
taridade entre digestibilidade e perfil de liberacao é, portanto, indispensavel para uma

caracterizagao funcional mais precisa dos sistemas encapsulados.

Tabela 5.4 - Perfil temporal de liberagao de TPC.
Formulagao Tempo Fase Média (mg GAE/g) + SD

1:3 2 min Oral 672,954 + 3,454
1:5 2 min Oral 677,552 + 6,606
1:3 30 min  Gaéstrica 635,598 + 2,296°
1:5 30 min  Gastrica 498,241 + 4,237
1:3 60 min  Gaéstrica 711,000 + 2,823°
1:5 60 min  Gaéstrica 481,345 £+ 1,195
1:3 120 min  Gaéstrica 657,437 + 3,589°
1:5 120 min  Gaéstrica 265,023 + 0,718
1:3 180 min Intestinal 284,218 + 1,394°
1:5 180 min Intestinal 74,218 £+ 0,199
1:3 240 min Intestinal 441,690 + 3,065°
1:5 240 min Intestinal 116,172 4+ 0,345

Valores representam média + desvio padrao. Diferencas significativas entre as formulacoes foram avalia-
das, em cada fase e tempo da digestao in vitro, por ANOVA seguida do teste de Tukey (p < 0,05), com
base em médias estimadas. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre as formulagoes dentro
de cada tempo avaliado.

A comparacao entre os perfis de Biza orellana e Genipa americana ao longo da di-

gestao simulada confirma que a natureza quimica dos compostos encapsulados é o principal
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fator determinante do comportamento digestivo, sobrepondo-se ao efeito da proporcao ex-
trato:carreador. Os fendis hidrofilicos de Genipa americana responderam de forma mais
favoravel ao sistema empregado, com protecao gastrica efetiva e recuperacao intestinal
parcial para a formulagao 1:3 — comportamento coerente com a elevada retengao (~79%)
observada na etapa de encapsulacao e com a afinidade quimica entre fendis e a matriz

polissacaridica utilizada.

Os carotenoides lipofilicos de Biza orellana, por sua vez, mostraram-se mais vul-
neraveis as condicoes do trato gastrointestinal simulado, com perdas severas em todas as
fases — resultado igualmente coerente com a menor retengao (~43-46%) obtida na encap-
sulacao, reflexo da incompatibilidade intrinseca entre compostos apolares e uma matriz
carreadora sem fase lipidica. Esse contraste entre as matrizes nao implica que o sistema
encapsulante seja ineficaz para carotenoides em termos absolutos, mas sim que as condi-
¢oes experimentais adotadas — especificamente a auséncia de fase lipidica no protocolo
INFOGEST — nao reproduzem adequadamente o ambiente fisiolégico necessario para a
solubilizacao e micelizacao de compostos apolares. Estudos com sistemas encapsulantes
enriquecidos com lipideos demonstraram aumentos expressivos na recuperacao de carote-
noides ao longo da digestao simulada, reforcando que a incorporacao de uma fase lipidica
representa nao apenas uma adaptacao metodolégica, mas uma condi¢ao funcional para

avaliar compostos dessa natureza [149, 155].

Em relacao a influéncia da proporcao extrato:carreador, o padrao observado foi
consistente entre as duas matrizes - a formulagao 1:3, com maior concentracao de extrato
por unidade de carreador, apresentou maior protecao gastrica e maior recuperacao intes-
tinal em ambos os casos. Esse resultado é, a primeira vista, contra-intuitivo, uma vez
que a formulagao 1:5 dispoe de mais carreador por unidade de extrato — o que poderia
ser esperado como fator de maior protecao. Uma possivel explicagao esta na organizagao
estrutural da matriz durante a liofilizacao - em 1:3, a maior quantidade de bioativos por
unidade de carreador pode ter favorecido uma distribuicao mais homogénea e interacoes
mais densas entre compostos e matriz, resultando em uma estrutura encapsulante mais
coesa e resistente as condigoes digestivas. Em 1:5, a menor concentracao de extrato pode
ter gerado uma matriz com maior porosidade ou menor densidade de interagoes bioativo-

carreador, tornando os compostos mais suscetiveis a exposicao aos fluidos digestivos. Essa
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hipétese é coerente com estudos que associam maior carga de compostos fenoélicos a estru-
turas encapsulantes mais compactas em sistemas liofilizados [151,152], embora a auséncia
de dados morfolégicos diretos no presente estudo impeca uma conclusao definitiva sobre

0 mecanismo envolvido.

5.4.3 Atividade Antioxidante como Indicador Funcional

A analise da atividade antioxidante ao longo das fases oral, gastrica e intestinal
revelou padroes distintos entre os ensaios DPPH e ABTS — e essa divergéncia, por si so,
é um resultado interpretativo relevante. O DPPH nao detectou atividade antioxidante
mensuravel em nenhuma das condigoes avaliadas - todas as formulagoes, em todas as
fases e tempos de coleta, produziram valores abaixo do limite de deteccao do método. O
ensaio ABTS apresentou comportamento diferente, nas fases oral e géastrica, os valores
também permaneceram negativos na maioria das condi¢oes, mas na fase intestinal houve
uma transicao expressiva, com trés das quatro formulagoes atingindo atividade positiva
e distinguivel — BOE 1:5 foi a que apresentou maior resposta, seguida de BOE 1:3 e
GAE 1:3, enquanto GAE 1:5 permaneceu abaixo do limiar de detec¢ao mesmo nessa fase.
Esses dois ensaios operam por mecanismos distintos e respondem de forma diferente a
composicao da matriz; por isso, era esperado que nao produzissem resultados coincidentes

ao longo do processo digestivo.

A auséncia de resposta no ensaio DPPH nao é um resultado descartdvel — é uma
evidencia consistente que necessita interpretacao. O DPPH é um radical lipossoluvel que
reage preferencialmente com compostos fendlicos de baixo peso molecular por transfe-
réncia de hidrogénio em meio apolar ou levemente polar. As matrizes estudadas trazem
compostos com perfis quimicos que nao favorecem essa reatividade nas condigbes aquo-
sas impostas pela digestao simulada - o extrato de Biza orellana é rico em bixina, um
carotenoide apolar de cadeia longa, enquanto o de Genipa americana contém iridoides gli-
cosilados e compostos azulenos resultantes de reagoes de condensagao com grupos amino.
Em meio aquoso, a reatividade desses compostos com o DPPH ¢ naturalmente reduzida,

independentemente da concentragao presente na amostra.

Além disso, os fluidos digestivos simulados — especialmente o gastrico (pH 3,0) e

o intestinal (pH 7,0), com suas enzimas e sais biliares — introduzem uma matriz quimica
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complexa que pode competir por radicais, interferir na absorbancia medida em 515-520
nm ou alterar a solubilidade dos compostos ativos. A maltodextrina e a goma arabica
também podem formar estruturas que dificultam a difusao dos compostos até o sitio
de reacao. Esses fatores combinados tornam o DPPH metodologicamente inadequado
para esse tipo de matriz pés-digestao — o que é reconhecido na literatura como uma
limitacao inerente ao ensaio em amostras complexas e aquosas [123,165]. Os resultados
negativos, portanto, indicam que o método atingiu seu limite de aplicabilidade, e nao
que os extratos sejam desprovidos de compostos com potencial antioxidante. Estudos
com sistemas encapsulados em maltodextrina e goma ardbica submetidos a digestao in
vitro também registraram auséncia ou instabilidade da resposta DPPH, atribuindo esse
comportamento a interferéncia da matriz encapsulante e as transformacoes estruturais dos

compostos ao longo do processo digestivo [147,155].

Atividade Antioxidante na Digestibilidade In Vitro
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Figura 5.8 - Atividade antioxidante ABTS de extratos encapsulados de Biza orellana e Genipa americana
nas formulagdes 1:3 e 1:5 apés as fases simuladas da digestao in vitro (oral, gstrica e intestinal)

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

O ensaio ABTS capturou o que o DPPH nao conseguiu detectar, e o padrao obser-
vado (figura 5.8 e tabela 5.5) é funcionalmente significativo. Nas fases oral e géstrica, a
maioria das formulagoes permaneceu abaixo do limiar de detecgao, com excecao da BOE
1:3, que apresentou o valor menos negativo ja na fase oral — possivelmente reflexo de
alguma reatividade residual em pH préximo a neutralidade, como o salivar. A mudanca

mais relevante ocorreu na fase intestinal, trés formulagoes passaram a apresentar atividade
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positiva, e esse comportamento nao parece ser resultado de variacao aleatoria, mas de um

processo dependente das condicoes do ambiente intestinal.

Tabela 5.5 - Atividade antioxidante ABTS nas fases da digestao in vitro

Formulagao Fase Média (M Trolox/ml) + SD

BOE 1:3 Oral ND
GAE 1:3 Oral ND

BOE 1:5 Oral ND
GAE 1:5 Oral ND

BOE 1:3 Gastrica ND
GAE 1:3 Gastrica ND

BOE 1:5 Gastrica ND
GAE 1:5 Gastrica ND

BOE 1:3  Intestinal 335,444 + 51,244°
GAE 1:3  Intestinal 78,5 + 20,833¢
BOE 1:5 Intestinal 1291 + 73,333
GAE 1:5 Intestinal ND

Valores representam média + desvio padrao. Diferencas significativas entre as formulacoes foram avaliadas
separadamente para cada fase da digestao in vitro por ANOVA, seguida do teste de Tukey (p < 0,05).
Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as formulagoes dentro de cada fase avaliada. ND:
nao detectado (valores negativos, abaixo do limite de detec¢do do método).

O ABTSe* é um radical hidrofilico que reage tanto por transferéncia de hidrogénio
quanto por transferéncia de elétrons, tornando-o mais sensivel a compostos antioxidantes
em meio aquoso — o que explica, em parte, por que esse ensaio detectou atividade onde o
DPPH falhou [125]. Mas além da caracteristica do ensaio, o que se estd considerando é a
liberacao de compostos funcionalmente ativos especificamente na fase intestinal. A agao
da pancreatina sobre os polissacarideos da matriz encapsulante pode liberar compostos
que estavam retidos ou inativos nas fases anteriores, e o pH neutro-alcalino favorece formas
desprotonadas de fendlicos, que sao mais reativas com o radical ABTSe™. Para Genipa
americana, a presenca de iridoides glicosilados — que requerem hidrélise para liberar a
aglicona ativa — é coerente com o aumento de atividade observado apenas nessa fase.
Esse padrao é convergente com o descrito por Martinovié, Yeasmen e Orsat [147,148], que
identificaram a fase intestinal como o principal ponto de expressao da atividade antioxi-
dante em sistemas encapsulados com polissacarideos, atribuindo o fenémeno a hidrélise

enzimatica tanto da parede quanto dos préprios compostos encapsulados.

A comparagao entre as formulagoes revela um comportamento que varia conforme o

sistema. Para BOE, a formulacao 1:5 foi a que apresentou maior atividade antioxidante na
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fase intestinal, superando a 1:3 de forma clara e consistente entre as réplicas. Isso sugere
que a maior proporc¢ao de material encapsulante ofereceu protecao mais eficaz durante as
fases iniciais da digestao, preservando os compostos para liberagao funcional no ambiente
intestinal. Essa interpretacao é coerente com estudos que relataram maior protecao de
compostos fendlicos em formulagoes com maior teor de carreadores durante a digestao

gastrica simulada [150, 151].

Para GAE, o comportamento foi inverso, a formulagao 1:5 permaneceu sem ati-
vidade detectavel mesmo na fase intestinal, enquanto a 1:3 apresentou, ainda que mo-
destamente, atividade positiva. Uma hipdtese razodvel é que a maior quantidade de
maltodextrina na formulacao 1:5 de GAE tenha criado uma barreira mais densa, que em
vez de proteger os compostos para liberagao posterior, limitou sua disponibilidade mesmo
sob agao enzimatica. O que os dados permitem afirmar com seguranca é que a resposta a
proporc¢ao de encapsulante nao é universal; ela depende da composi¢ao quimica do extrato,
e o comportamento 6timo de uma formulagao para BOE nao se aplica necessariamente a

GAE.

Perfil Temporal da Atividade Antioxidante
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Figura 5.9 - Perfil temporal da atividade antioxidante ABTS de extratos encapsulados de Biza orellana
e Genipa americana nas formulagoes 1:3 e 1:5 ao longo das fases simuladas da digestdo in vitro (oral,
géstrica e intestinal).

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

O perfil temporal (figura 5.9 e tabela 5.6) revela um padrao que vai além da simples

distingcao entre fases, a auséncia de atividade detectdvel é absoluta nas fases SSF e SGF
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— nenhuma formulac¢do, em nenhum dos tempos coletados (t = 2, 30, 60 e 120 min),
produziu valores acima do limite de deteccao do ensaio ABTS. Isso indica que o compor-
tamento observado nao é resultado de variagao pontual, mas de uma condigao sistematica
associada ao ambiente quimico dessas fases. O pH acido do SGF (3,0), combinado a acao
da pepsina e a estrutura ainda integra da matriz encapsulante, parece ser suficiente para
manter os compostos retidos ou em condicoes que inibem sua reatividade com o radical
ABTSe™. A encapsulacao, nesse sentido, cumpre aqui um papel de barreira — nao neces-
sariamente preservando a atividade, mas impedindo sua atuacao em um compartimento

onde a absor¢ao ainda nao ocorreria de forma relevante.

A transicao para a fase SIF nao apenas marca o surgimento da atividade detectavel,
mas também revela uma dinamica temporal internamente relevante - entre t = 180 min
e t = 240 min, os valores se modificam de forma significativa, e esse comportamento nao
é homogéneo entre as formulagoes. A interacao entre formulacao e tempo dentro da SIF
indica que cada sistema responde de forma distinta ao avango da digestao intestinal —
algumas formulacoes aumentam a atividade entre os dois tempos, outras a reduzem. Esse
padrao sugere que a liberacao dos compostos ativos nao ocorre de uma tinica vez com a
mudanca de pH, mas de forma progressiva, provavelmente a medida que a pancreatina vai
hidrolisando os polissacarideos da parede encapsulante e os complexos entre compostos e
carreadores vao se desfazendo. Estudos com sistemas encapsulados por liofilizacao com
maltodextrina e goma ardbica relataram perfil semelhante de liberacao gradual na fase
intestinal, com atividade antioxidante crescente ao longo do tempo de digestao intestinal,

atribuida a degradacao enzimética progressiva da matriz [147,151].
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Tabela 5.6 - Perfil temporal da atividade antioxidante ABTS.

Formulagao Tempo Fase Média (M Trolox/ml

BOE 1:3 2 min Oral ND
GAE 1:3 2 min Oral ND
BOE 1:5 2 min Oral ND
GAE 1:5 2 min Oral ND
BOE 1:3 30 min  Géstrica ND
GAE 1:3 30 min  Gaéstrica ND
BOE 1:5 30 min  Géstrica ND
GAE 1:5 30 min  Géstrica ND
BOE 1:3 60 min  Géstrica ND
GAE 1:3 60 min  Géstrica ND
BOE 1:5 60 min  Gaéstrica ND
GAE 1:5 60 min  Géstrica ND
BOE 1:3 120 min  Gastrica ND
GAE 1:3 120 min  Géstrica ND
BOE 1:5 120 min  Géstrica ND
GAE 1:5 120 min  Géstrica ND
BOE 1:3 180 min Intestinal 1157,249 + 54,583°
GAE 1:3 180 min Intestinal 321 + 35,277¢

BOE 1:5 180 min Intestinal 1358,499 + 75,833¢
GAE 1:5 180 min Intestinal 321,111 + 46,667¢
BOE 1:3 240 min Intestinal 335,444 + 51,244°

GAE 1:3 240 min Intestinal 78,5 + 20,833
BOE 1:5 240 min Intestinal 1291 + 73,333°¢
GAE 1:5 240 min Intestinal ND

Valores representam média £+ desvio padrao. Diferencas significativas entre as formulagoes foram ava-
liadas, em cada fase e tempo da digestao in vitro, por ANOVA seguida do teste de Tukey (p < 0,05),
utilizando médias estimadas. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre as formulagoes
dentro de cada tempo. ND: nao detectado (valores negativos, abaixo do limite de detecgao do método).

BOE 1:5 e BOE 1:3 apresentaram os maiores valores na SIF, com BOE 1:5 se des-
tacando ao longo dos dois tempos coletados. Isso é coerente com a hipotese de que maior
proporcao de carreador, ao formar uma matriz mais densa, retarda a liberagao nas fases
iniciais e concentra a disponibilidade dos compostos na fase intestinal — fase onde as con-
digbes favorecem tanto a hidrolise enzimatica quanto a reatividade com o ABTSe". GAE
1:3 apresentou atividade detectavel na SIF, ainda que em niveis mais baixos, indicando
que parte dos compostos de Genipa americana alcanga o compartimento intestinal em
forma funcionalmente ativa. GAE 1:5, por sua vez, permaneceu sem atividade detectavel
em todos os tempos e fases, sendo a unica formulacao excluida da andlise estatistica da SIF

por auséncia de valores validos. Esse comportamento é o mais dificil de interpretar apenas
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com os dados de atividade antioxidante - se a maior propor¢ao de carreador protegeu os
compostos durante a digestao gastrica, é esperado que eles estivessem disponiveis na fase
intestinal — mas o ensaio nao os detectou. Uma possibilidade é que a maior densidade da
matriz de GAE 1:5 tenha limitado a hidrélise enzimética suficientemente a ponto de man-
ter os compostos retidos mesmo ao final dos 240 min de digestao simulada. Outra hipotese
é que os compostos liberados nessa formulacao especifica apresentem baixa reatividade

com o ABTSe™ nas condigoes do ensaio, independentemente de sua concentracao.

A atividade antioxidante dos extratos encapsulados de Biza orellana e Genipa
americana ao longo da digestao simulada pode ser considerada como parcialmente preser-
vada, com expressao funcional restrita a fase intestinal e dependente do ensaio utilizado.
O DPPH mostrou-se metodologicamente inadequado para essas matrizes nas condigoes
pos-digestivas, e seus resultados negativos refletem uma limitagao do método, nao necessa-
riamente dos compostos. O ABTS captou uma transicao funcional real na fase intestinal,
onde a acao enziméatica e o pH favoravel criaram condicoes para a expressao da atividade
antioxidante — especialmente em BOE 1:5, que apresentou o melhor desempenho fun-
cional entre as formulacoes avaliadas. GAE 1:5 foi a tinica a permanecer sem atividade
detectavel em todas as fases, o que distingue seu comportamento e aponta para uma inte-
racao especifica entre a composicao desse extrato e a proporgao de encapsulante utilizada,

que merece atengao em estudos futuros.

5.4.4 Visao Integrada das Analises

A encapsulacao, a digestibilidade e a atividade antioxidante foram avaliadas em
sequéncia porque cada uma responde a uma dimensao distinta — e complementar —
da mesma pergunta: o sistema é capaz de proteger compostos bioativos, libera-los no
compartimento adequado e manté-los funcionalmente ativos? Nenhuma dessas analises,
isoladamente, responde a essa questao. A retencao pds-encapsulacao define o quanto
existe para ser liberado; o comportamento digestivo define quando e quanto é de fato
liberado ao longo das fases gastrointestinais; e a atividade antioxidante define se o que
foi liberado ainda exerce fungao relevante. E essa articulacao entre as trés dimensoes que
da sentido ao conjunto e que orienta a interpretagao integrada. O que os dados revelam,

antes de qualquer outra consideracao, é que o fator determinante do desempenho do
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sistema nao é a proporcao extrato:carreador, nem a eficiéncia do processo de secagem
— é a compatibilidade fisico-quimica entre o composto encapsulado e a matriz utilizada.
A diferenca de aproximadamente 35 pontos percentuais na retencao entre os fendis de
Genipa americana (~79%) e os carotenoides de Biza orellana (~43-46%) nao é um dado
pontual, ela condiciona toda a trajetoria subsequente dos compostos ao longo da digestao
simulada, amplificando o impacto das perdas nas fases seguintes e refletindo, de forma
consistente, a incompatibilidade entre compostos apolares e uma matriz carreadora de

natureza hidrofilica sem fase lipidica.

A relacao entre retencao e perfil de liberacdo nao é linear e comporta compen-
sacoes importantes. Para Genipa americana na formulacao 1:3, a alta retencao inicial
se associou a protecao efetiva na fase géastrica e a recuperagao parcial na fase intestinal
— padrao que configura o comportamento mais proximo do desejavel para um sistema
de liberacao direcionada. No entanto, o perfil temporal dessa mesma formulacao revelou
dinamica oscilatoria na fase gastrica, com processos de liberagao e degradagao ocorrendo
simultaneamente, o que impede a interpretacao da protecao gastrica como uniforme. Para
Biza orellana, o pico transitéorio de TCC observado no inicio da fase gastrica em BOE
1:3 ilustra outro tipo de compensacao, a liberagao ocorre, mas é rapidamente sobreposta
pela degradagao, de modo que o aumento momentaneo de compostos disponiveis nao se
traduz em protecao efetiva nem em recuperagao intestinal mensuravel. Esses dois padroes
distintos demonstram que alta retencao nao garante, por si s6, melhor liberacao intesti-
nal — e que a relacao entre protecao e disponibilidade é mediada pela estabilidade dos
compostos nas condigoes especificas de cada fase digestiva, nao apenas pela eficiéencia do

encapsulamento.

A conexao entre perfil de liberacao e atividade antioxidante trouxe um resultado
que, a primeira vista, parece contradizer o padrao observado nas etapas anteriores. A
formulag¢do com menor retencao de carotenoides (BOE 1:5, 42%) e maior vulnerabilidade
gastrica foi, paradoxalmente, a que apresentou maior atividade antioxidante ABTS na fase
intestinal. Essa aparente contradicao se dissolve quando se considera que a atividade fun-
cional no ensaio ABTS ¢ influenciada nao apenas pelo teor bruto dos compostos originais,
mas pela forma quimica em que se encontram no momento do ensaio — incluindo produ-

tos de hidrélise parcial, formas desprotonadas em pH 7,0 e compostos liberados pela agao
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enzimatica sobre a matriz. A menor densidade de bioativos em BOE 1:5 pode ter gerado
estrutura matricial mais permeavel a hidrélise pancreatica, favorecendo a liberacao de
formas reativas na fase intestinal. Esse comportamento nao significa que menor retengao
seja vantajosa em termos absolutos, mas indica que teor de compostos, liberacao e funci-
onalidade sao dimensoes dissociaveis — e que trata-las como equivalentes representa uma
simplificacao que compromete a interpretacao. A auséncia de resposta DPPH em todas as
condigoes reforca esse ponto, nao é evidéncia de auséncia de compostos funcionais, mas de
inadequacao metodoldgica do ensaio para matrizes aquosas complexas pds-digestao, o que
é consistente com o relatado na literatura para sistemas encapsulados em polissacarideos

submetidos a digestao in vitro.

A influéncia da proporg¢ao extrato:carreador, tornou-se evidente ao longo da diges-
tao — e de sinal oposto entre as duas matrizes. Para Genipa americana, a formulagao
1:3 apresentou melhor protecao géastrica e maior recuperacao intestinal, sugerindo que a
maior densidade de interagoes fenol-matriz forma estruturas encapsulantes mais resisten-
tes as condigoes acido-enzimdticas. Para Biza orellana, BOE 1:5 exibiu maior atividade
antioxidante intestinal, indicando que, nesse caso, a organizagao matricial com menor
concentracao de extrato favoreceu a liberacao de formas funcionalmente ativas na fase
intestinal, ainda que com menor recuperacao de TCC. Essa divergéncia entre matrizes
impede qualquer generalizacao sobre a proporcao étima e aponta para uma dependéncia
especifica de cada combinacao composto-carreador. As relagoes aqui estabelecidas descre-
vem padroes de comportamento em sistemas experimentais e nao devem ser projetadas

diretamente para contextos fisioldgicos reais sem investigacao complementar.

Em conjunto, os resultados das trés etapas caracterizam um sistema com desem-
penho funcional diferenciado conforme a natureza dos compostos encapsulados. A matriz
de maltodextrina e goma arabica demonstrou ser adequada para compostos hidrofilicos
— oferecendo protecao gastrica efetiva e recuperacgao intestinal parcial para os fendis
de Genipa americana na formulacao 1:3 — e insuficiente, nas condigoes testadas, para
compostos lipofilicos, cuja protecao e recuperacao foram limitadas pela auséncia de fase
lipidica. A expressao da atividade antioxidante restrita a fase intestinal, captada pelo
ABTS, é coerente com o perfil de liberacao esperado para sistemas a base de polissaca-

rideos e confirma que a funcionalidade dos compostos emerge no compartimento onde as
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condicoes de pH e acao enzimatica favorecem simultaneamente a desintegracao da matriz
e a reatividade dos compostos liberados. Esse conjunto de evidéncias posiciona o sistema
como tecnologicamente viavel para compostos fendlicos hidrofilicos em aplicagoes onde
protecao gastrica e liberagao intestinal sao desejaveis, e indica a incorporacao de fase

lipidica como caminho necessario para ampliar o desempenho com compostos apolares.

5.5 Conclusoes

A encapsulacao por liofilizacao com maltodextrina e goma ardbica produziu de-
sempenho diferenciado entre os compostos avaliados, determinado principalmente pela
compatibilidade fisico-quimica entre o bioativo e a matriz carreadora. A alta retencao dos
fendis de Genipa americana decorreu da afinidade entre compostos hidrofilicos e uma ma-
triz de natureza polar, enquanto a retencao moderada dos carotenoides de Biza orellana
refletiu a incompatibilidade intrinseca entre compostos apolares e um sistema encapsulante
sem fase lipidica. O rendimento de secagem homogéneo entre as formulacoes confirmou
que essa diferenca nao é atribuivel ao processo de secagem, mas a etapa de incorporacao.
A proporcao extrato:carreador nao exerceu efeito expressivo sobre a retengao em nenhuma

das matrizes, indicando que o fator limitante é estrutural, nao de formulagao.

A digestibilidade in vitro confirmou e amplificou esse padrao. Para Genipa ameri-
cana, a formulagao 1:3 apresentou protecao efetiva na fase géastrica e recuperacao parcial
na fase intestinal — comportamento coerente com a alta retencao obtida na encapsulagao
e com a afinidade dos fendis pela matriz polissacaridica. Para Biza orellana, as perdas
foram expressivas em todas as fases, reflexo da menor retengao inicial e da vulnerabili-
dade dos carotenoides as condigoes acido-enzimaticas na auséncia de fase lipidica. Nesse
caso, a proporc¢ao extrato:carreador, embora sem efeito sobre a retencao, revelou impacto
sobre a organizacao estrutural da matriz e, consequentemente, sobre a protecao durante
a digestao — com sinal distinto entre as duas matrizes vegetais, o que impede qualquer

generalizagao sobre proporgao 6tima independente da composicao do extrato.

O perfil temporal de liberacao acrescentou uma dimensao que os valores médios
por fase nao capturam, a dinamica interna de cada compartimento digestivo. Os dados
revelaram que a protecao gastrica nao é uniforme ao longo dos 120 minutos — processos

de liberacao e degradagao ocorrem simultaneamente, e a interpretacao baseada apenas
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em valores médios pode subestimar ou superestimar a protecao real. Essa complemen-
taridade entre digestibilidade por fase e perfil temporal mostrou-se metodologicamente
indispensavel para uma caracterizacao funcional mais precisa dos sistemas encapsulados.
A atividade antioxidante, avaliada pelos ensaios DPPH e ABTS, foi funcionalmente ex-
pressa apenas na fase intestinal, captada exclusivamente pelo ABTS — padrao consistente
com o perfil de liberagao de sistemas a base de polissacarideos e com as condig¢oes de pH e
acao enzimatica que caracterizam esse compartimento. A auséncia de resposta DPPH em
todas as condicoes refletiu uma limitacao metodoldgica do ensaio para matrizes aquosas

complexas pés-digestao, e nao auséncia de compostos funcionais.

Em conjunto, os resultados demonstram que a compatibilidade fisico-quimica en-
tre composto e carreador é o fator central do desempenho do sistema — sobrepondo-se
a proporcao de encapsulante e a eficiéncia do processo de secagem —, e que a matriz
de maltodextrina e goma arabica é tecnologicamente adequada para compostos fendlicos
hidrofilicos em aplicagoes onde protecao gastrica e liberacao intestinal sao objetivos fun-
cionais relevantes. Para compostos apolares, a incorporacao de fase lipidica ao sistema
encapsulante é indicada como condicao necesséaria para ampliar tanto a retengao quanto

a recuperacao durante a digestao simulada.



CAPITULO 6

CONCLUSOES (GERAIS E PERSPECTIVAS
FUTURAS

Esta dissertacao desenvolveu, otimizou e aplicou sistemas de solventes eutéticos
naturais para a extracao de compostos bioativos de Biza orellana e Genipa americana,
duas espécies de relevancia bioldgica e socioeconomica para a Amazonia. O trabalho foi
construido em etapas sequencialmente dependentes — sele¢ao, otimizacao, caracterizacao,
encapsulacao e avaliacao da digestibilidade —, de modo que cada resultado condicionou
as decisoes da etapa seguinte. O sentido do conjunto s6 se revela quando essas etapas sao

lidas em continuidade, e nao de forma isolada.

O principio que unifica os resultados dos trés capitulos experimentais é a com-
patibilidade fisico-quimica entre o solvente e os compostos-alvo. Esse principio nao foi
postulado como hipétese inicial — emergiu dos dados da triagem preliminar e se confir-
mou em cada etapa subsequente, do rendimento extrativo ao comportamento do material

encapsulado ao longo da digestao simulada.

A avaliagao preliminar de oito sistemas extrativos — seis NADES e dois hidroal-
coolicos convencionais — atendeu aos dois primeiros objetivos especificos da dissertacao:
avaliar comparativamente o efeito de diferentes sistemas na extracao de carotenoides, com-
postos fendlicos e atividade antioxidante, e selecionar os sistemas mais promissores para
cada matriz. Os resultados demonstraram que os solventes eutéticos naturais sao capazes
de superar os solventes organicos convencionais na extracao de bioativos de B. orellana
e G. americana — com diferencas que nao podem ser atribuidas a variagoes operacio-
nais, mas a natureza das interacoes estabelecidas entre os componentes do solvente e os

compostos-alvo.

Para as sementes de Biza orellana, o sistema hidrofébico Thy:Lac alcancou teor

de carotenoides expressivamente superior ao de metanol 80% e etanol 50%, sendo o tinico
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sistema a se diferenciar estatisticamente de todos os demais na triagem. Para o jenipapo
(Genipa americana), os sistemas baseados em cloreto de colina extrairam compostos fené-
licos em concentracoes de uma a duas ordens de magnitude superiores as obtidas com os
solventes convencionais. Essa superioridade nao foi uniforme, sistemas NADES inadequa-
dos — como o ChCIL:Gly para carotenoides do urucum, ou os sistemas sem componente
ionico para fendlicos do jenipapo — apresentaram desempenho inferior ao dos controles
convencionais. O conjunto desses resultados demonstra que a vantagem dos NADES é real
e mensuravel, mas depende de selecao criteriosa orientada pela estrutura dos compostos-

alvo.

A caracterizagao por FTIR-ATR dos sistemas Thy:Lac e ChCl:Lac forneceu evidén-
cia estrutural da reorganizagao intermolecular responsavel pelo comportamento eutético.
Em ambos os sistemas, o deslocamento expressivo da banda O—H para menores frequén-
cias indicou a formacao de redes de ligagoes de hidrogénio entre os componentes. No
Thy:Lac, as interagoes ocorreram predominantemente pelo grupamento hidroxilico, confe-
rindo ao sistema carater anfifilico compativel com compostos apolares como a bixina. No
ChCl:Lac, as alteracoes adicionais nas regioes C=0 e C-N evidenciaram a participagao
do grupamento carbonilico e do nitrogénio quaternario — padrao internamente coerente
com o carater polar e ionico do sistema e com seu desempenho na extracao de fendlicos

de G. americana.

A otimizagao das condigoes de extragao pelo delineamento Box—Behnken associado
a metodologia de superficie de resposta revelou que os dois sistemas respondem de forma
fundamentalmente distinta as variaveis de processo. Para o Thy:Lac, propor¢cao molar
e temperatura atuaram como co-determinantes do rendimento de carotenoides, de forma
independente - a composi¢ao controlou o balanco anfifilico do solvente e sua afinidade
com a bixina; a temperatura controlou a mobilizacao cinética desses compostos a partir
da matriz solida das sementes de urucum. Para o ChCl:Lac, apenas a propor¢ao molar foi
estatisticamente significativa — temperatura e tempo exerceram influéncia marginal —,
indicando que, em sistemas hidrofilicos aplicados a fendlicos polares, a disponibilidade de

sitios de interagao é mais determinante do que a cinética do processo.

Os ganhos em relacao a triagem foram expressivos - cerca de 28% para carote-

noides de B. orellana e mais de 100% para fendlicos de G. americana. Essa diferenga
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de magnitude evidencia que o potencial extrativo do ChCl:Lac estava sendo amplamente
subestimado nas condi¢oes nao otimizadas, e que a etapa de otimizagao foi determinante
para a expressao plena da capacidade do sistema. A atividade antioxidante por DPPH no
extrato de jenipapo sé se tornou mensuravel apos a otimizacao — resultado que ilustra
a relacao funcional direta entre efeito extrativo e expressao das propriedades bioativas.

Sem essa etapa, a qualidade funcional do extrato permaneceria subestimada.

A avaliacao dos extratos otimizados quanto a atividade antioxidante, estabilidade
de pH e andlise colorimétrica revelou perfis funcionais qualitativamente distintos entre
as duas matrizes. O extrato de urucum apresentou maior reatividade frente ao ABTS,
consistente com o cardter lipofilico dos carotenoides; o extrato de jenipapo demonstrou
desempenho superior por DPPH e FRAP, reflexo da diversidade de mecanismos antioxi-
dantes dos compostos fendlicos hidrofilicos. A estabilidade cromatica do extrato de B.
orellana foi alta apds ajuste inicial, enquanto o de G. americana permaneceu em trans-
formacao ativa ao longo dos 28 dias avaliados — comportamento coerente com a quimica
reativa da genipina. A caracterizacao por FTIR dos extratos otimizados complemen-
tou esse quadro - no sistema hidrofobico Thy:Lac, as assinaturas espectrais do solvente
ocuparam as principais regioes funcionais do extrato; no sistema hidrofilico ChCl:Lac,
foi possivel discriminar bandas de origem vegetal compativeis com ligacoes glicosidicas e

insaturacoes aromaticas de iridoides e fendlicos de G. americana.

A encapsulagao por liofilizagao com maltodextrina e goma arabica resultou em
materiais particulados funcionais com composicao definida, cujo desempenho foi diferen-
ciado entre os compostos. A retencao dos fendis de G. americana foi de aproximadamente
79%, reflexo da afinidade entre compostos hidrofilicos e a matriz polar dos carreadores.
A retencao dos carotenoides de B. orellana ficou entre 43 e 46%, determinada pela in-
compatibilidade intrinseca entre compostos apolares e um sistema encapsulante sem fase
lipidica. O rendimento de secagem homogéneo entre as formulacoes confirmou que essa
diferenga é atribuivel a etapa de incorporacao dos compostos a matriz aquosa, e nao ao

processo de secagem.

A digestibilidade in vitro pelo protocolo INFOGEST avaliou o perfil de liberacgao
e a manutencao da funcionalidade dos compostos ao longo das fases oral, géstrica e intes-

tinal. Para G. americana, a formulacao 1:3 apresentou protecao efetiva na fase gastrica e
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recuperacao parcial na fase intestinal — padrao coerente com a alta retencao inicial e com
a resisténcia de matrizes polissacaridicas ao pH éacido. Para B. orellana, as perdas foram
expressivas em todas as fases, reflexo da menor retencao e da vulnerabilidade dos carote-
noides na auséncia de fase lipidica. O perfil temporal de liberacao revelou que processos
de liberacao e degradagao ocorrem simultaneamente ao longo da digestao géastrica, e que
os valores médios por compartimento, isoladamente, podem subestimar ou superestimar
a protecao real. A atividade antioxidante foi funcionalmente expressa apenas na fase in-
testinal e captada exclusivamente pelo ABTS — padrao consistente com as condicoes de
pH e acao enziméatica desse compartimento e com as limitagoes metodologicas do DPPH

em matrizes aquosas complexas pos-digestao.

As contribuigoes cientificas do trabalho situam-se em trés planos distintos. No
plano do conhecimento sobre a biodiversidade amazonica, este é o primeiro estudo a
avaliar sistematicamente NADES para a extracao de carotenoides de B. orellana e de
compostos fendlicos e iridoides de G. americana, estabelecendo parametros de desempe-
nho e mecanismos de controle inéditos para essas matrizes. No plano metodoldgico, a
abordagem comparativa — avaliando multiplos sistemas sobre duas matrizes e duas clas-
ses de compostos simultaneamente — demonstrou-se mais informativa do que estudos de
sistema tnico, ao revelar padroes de compatibilidade que transcendem a especificidade
de cada par solvente-matriz. No plano tecnolédgico, o trabalho demonstrou a viabilidade
de uma cadeia processual verde para bioativos amazonicos, da extracao a avaliacao do

comportamento funcional pés-digestao, sem etapas de remocao de solvente do extrato.

O trabalho apresenta limitacoes que merecem reconhecimento explicito. As condi-
¢oes Otimas identificadas pelo Box—Behnken coincidem com bordas do ponto experimental
em ambos os sistemas, o que impede confirmar se o 6timo real foi alcangado. A auséncia
de confirmacao cromatografica dos compostos individuais nos extratos — bixina, norbi-
xina, genipina, geniposideo — limita as afirmacoes sobre seletividade extrativa ao nivel
dos grupos quantificados pelos ensaios globais. A auséncia de replicatas nas formulacoes
encapsuladas restringiu a andlise de retencao ao nivel descritivo, e a auséncia de dados
morfolégicos das particulas impede a confirmacao das hipoteses estruturais formuladas. A
avaliagao toxicologica dos sistemas NADES formulados nao foi conduzida; a classificagao

dos componentes individuais como GRAS é um indicativo favoravel, mas nao substitui a
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avaliacao experimental dos sistemas binarios e ternarios.

As perspectivas que emergem diretamente dos dados obtidos sao precisas e coeren-
tes com as lacunas identificadas. A confirmagao quimica dos extratos por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas ¢ a etapa analitica mais urgente, necessaria
para quantificar individualmente os compostos-alvo e caracterizar co-extraidos que pos-
sam influenciar a bioatividade. A expansao das faixas do delineamento experimental —
especialmente para proporcao molar no Thy:Lac e para tempo no ChCl:Lac — permiti-
ria verificar se os 6timos identificados sao locais ou globais. A investigagao de NADES
hidrofébicos alternativos, como os baseados em mentol, poderia ampliar o repertorio de
solventes verdes aplicaveis ao urucum e fornecer base comparativa para os resultados

obtidos com o Thy:Lac.

Para a encapsulacao, a incorporacao de fase lipidica ao sistema carreador é a con-
digao mais diretamente indicada pelos dados para melhorar a retengao e a recuperacao de
carotenoides de B. orellana. A avaliacao da reutilizagao dos NADES apds extracao e o
estudo do impacto sensorial de componentes como o timol sobre os extratos sao lacunas
relevantes para a viabilidade de aplicagoes alimentares. Os perfis farmacoldgicos docu-
mentados para bixina e genipina — que incluem atividade anti-inflamatoria, antioxidante
e citoprotetora, conforme revisado no referencial tedrico desta dissertacao — conferem
relevancia terapeutica adicional aos extratos em contextos que demandam protecao de
superficies mucosas. O sistema encapsulado, ao demonstrar protecao géstrica e liberacao
modulada de bioativos na fase intestinal, fornece base técnica para investigar sua incor-
poracao em formas de administracao oral local, como filmes comestiveis de desintegragao
oral. Nessa perspectiva, a capacidade reticulante da genipina para biopolimeros como
quitosana e gelatina — documentada no referencial tedérico desta dissertacao — posiciona
o extrato de G. americana nao apenas como fonte de compostos bioativos, mas também
como agente funcional na formulacao da prépria matriz filmogénica, convergindo funcoes

que raramente coexistem em um tunico extrato vegetal.

A validacao em modelos com tecido mucoso permanece como etapa necessaria para
que afirmagoes sobre eficacia funcional local possam ser feitas com sustentacao cientifica
adequada. Os dados de digestibilidade in vitro obtidos aqui constituem uma base de

hipdteses testaveis, e nao uma prova de eficacia bioldgica.



140

Os resultados desta dissertacao posicionam os solventes eutéticos naturais como
alternativas extratoras tecnologicamente vidveis para espécies amazonicas de relevancia
biotecnolégica — nao como substitutos universais dos solventes organicos convencionais,
mas como sistemas cuja superioridade é demonstravel quando ha correspondéncia deli-
berada entre composi¢ao e composto-alvo. Os materiais particulados liofilizados obtidos
constituem sistemas funcionais com composicao definida e desempenho avaliado em condi-
cao de aplicacao tecnoldgica concreta. O desenvolvimento de um filme comestivel a partir
desses encapsulados representaria um material derivado com arquitetura e funcionalidade
distintas, cuja concepgao ¢ diretamente sustentada pelos dados aqui gerados. Essa con-
tinuidade entre o material desenvolvido e o material projetado é o encerramento légico

desta dissertacao e o ponto de partida mais fundamentado para a pesquisa subsequente.
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