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À Universidade Federal do Amazonas, por meio da Faculdade de Tecnologia (FT) e

do Programa de Pós-Graduação em Ciência e Engenharia de Materiais (PPGCEM), pela

estrutura acadêmica, pelas oportunidades de formação e pelo suporte ao desenvolvimento

deste trabalho.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Edgar Aparecido Sanches, pela orientação que foi
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Resumo
A extração de compostos bioativos a partir de matrizes vegetais amazônicas enfrenta li-
mitações inerentes ao uso de solventes orgânicos convencionais, cujos passivos ambientais,
toxicidade e restrições regulatórias progressivas tornam necessária a busca por alternati-
vas mais seguras e sustentáveis. Os solventes eutéticos naturais (NADES), formados pela
combinação de componentes de origem biológica em razões molares espećıficas, consti-
tuem uma alternativa fundamentada nos prinćıpios da qúımica verde, com propriedades
f́ısico-qúımicas ajustáveis para diferentes classes de compostos-alvo. Esta dissertação de-
senvolveu, otimizou e aplicou sistemas NADES para a extração de compostos bioativos
de Bixa orellana L. (urucum) e Genipa americana L. (jenipapo), duas espécies de rele-
vância biológica e socioeconômica para a Amazônia, avaliando o desempenho extrativo,
a caracterização qúımica e o potencial tecnológico dos extratos obtidos. A abordagem
metodológica foi conduzida em etapas sequencialmente dependentes: na fase de seleção,
oito sistemas extrativos — seis NADES e dois controles hidroalcoólicos — foram compa-
rados quanto ao teor de carotenoides, compostos fenólicos totais e atividade antioxidante
(DPPH e FRAP), sendo timol:ácido lático (Thy:Lac, 1:2) e cloreto de colina:ácido lático
(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 módulo de reflexão total atenuada (FTIR-ATR), cujos
deslocamentos de bandas indicaram a formação de redes de ligações de hidrogênio coe-
rentes com o caráter hidrofóbico do Thy:Lac e com o perfil polar e iônico do ChCl:Lac.
Na fase de otimização, as condições de extração foram determinadas por delineamento
Box-Behnken associado à metodologia de superf́ıcie de resposta (RSM), considerando
proporção molar, temperatura e tempo de extração como variáveis independentes: para o
Thy:Lac, proporção molar e temperatura atuaram como co-determinantes do rendimento
de carotenoides, com ponto ótimo validado experimentalmente e ganho de aproximada-
mente 28% sobre a triagem preliminar; para o ChCl:Lac, apenas a proporção molar foi
estatisticamente significativa, com ganho superior a 100% em relação à triagem e ati-
vidade antioxidante por DPPH tornando-se mensurável somente após a otimização. A
avaliação dos extratos otimizados revelou perfis funcionais distintos entre as matrizes —
maior reatividade por ABTS no extrato de urucum, consistente com o caráter lipof́ılico
dos carotenoides, e desempenho superior por DPPH e FRAP no extrato de jenipapo, re-
flexo da diversidade de mecanismos antioxidantes dos compostos fenólicos hidrof́ılicos —,
sendo a estabilidade cromática e de pH dos sistemas acompanhada ao longo de 150 dias.
Na fase de aplicação, os extratos otimizados foram encapsulados por liofilização com mal-
todextrina e goma arábica em duas proporções extrato:carreador (1:3 e 1:5), resultando
em retenção de aproximadamente 79% para os fenóis de G. americana, reflexo da com-
patibilidade entre compostos hidrof́ılicos e a matriz polar dos carreadores, e entre 43% e
46% para os carotenoides de B. orellana, determinada pela incompatibilidade intŕınseca
entre compostos apolares e um sistema encapsulante sem fase liṕıdica; a digestibilidade
in vitro, conduzida pelo protocolo INFOGEST com amostragem nas fases oral, gástrica
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e intestinal, demonstrou proteção efetiva na fase gástrica e recuperação parcial na fase
intestinal para a formulação 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 orgânicos convencionais é
demonstrável quando há correspondência deliberada entre composição do solvente e natu-
reza dos compostos-alvo, e confirmam a viabilidade de uma cadeia processual verde para
bioativos amazônicos — da extração à avaliação do comportamento funcional pós-digestão
— sem etapas de remoção de solvente do extrato, constituindo o primeiro estudo a avaliar
sistematicamente NADES para essas duas matrizes da biodiversidade regional.

Palavras-chave: Solventes eutéticos naturais. Extração verde. Bixa orellana. Genipa
americana. Otimização.



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 Bixa 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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totais (TCC) de Bixa orellana extráıdos com o NADES Thy:Lac. . . . . . 75
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ChCl:Lac. A linha tracejada indica o valor cŕıtico de t (α = 0,05; df = 7;
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Lista de Tabelas
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SD - Desvio padrão
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SSF - Fluido salivar simulado (Simulated Salivary Fluid)

TAC - Capacidade Antioxidante Total

TCC - Teor de Carotenoides Totais

THY:LAC - Timol:ácido lático
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1.3 Potencial das Matrizes Amazônicas Estudadas . . . . . . . . . . . . . . . . 8

1.3.1 Bixa orellana L. (urucum): perfil fitoqúımico, relevância regional e
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Antioxidante . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56

3.4.2 Seleção dos NADES Mais Promissores . . . . . . . . . . . . . . . . 57
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4.3.4.1 Teor de Fenólicos Totais (TPC) . . . . . . . . . . . . . . . 69

4.3.4.2 Teor de Carotenoides Totais (TCC) . . . . . . . . . . . . . 69

4.3.4.3 Ensaio 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) . . . . . . . . . 69

4.3.4.4 Ensaio Capacidade Antioxidante por Redução Férrica (FRAP) 69



Sumário xx

4.3.4.5 Ensaio 2,2′-azino-bis(3-etilben zotiazolina-6-ácido sulfônico)
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5.2.1 Reagentes Qúımicos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 103
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(ABTS) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 107

5.3.7.5 Análise Estat́ıstica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 108

5.4 Resultados e Discussão . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 108

5.4.1 Desempenho da Encapsulação . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 108

5.4.2 Digestibilidade in vitro . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 113

5.4.3 Atividade Antioxidante como Indicador Funcional . . . . . . . . . . 124

5.4.4 Visão Integrada das Análises . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 130

5.5 Conclusões . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 133

6 Conclusões Gerais e Perspectivas Futuras 135
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Caṕıtulo 1

Introdução Geral

1.1 Contextualização e Problemática

A extração de compostos bioativos a partir de matrizes vegetais é uma etapa cen-

tral em cadeias produtivas voltadas a alimentos funcionais, fármacos e cosméticos. Esse

processo depende historicamente de solventes orgânicos convencionais — em especial he-

xano, metanol, clorofórmio, acetato de etila e diclorometano — cuja eficiência extrativa é

amplamente reconhecida, mas cujos passivos ambientais e sanitários tornaram-se progres-

sivamente insustentáveis diante das exigências contemporâneas da qúımica verde [1, 2].

Os solventes orgânicos de base petroqúımica são, por definição, produtos não re-

nováveis. Seu uso em larga escala gera reśıduos perigosos, exige sistemas onerosos de

recuperação 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-

mática ao demonstrar que esses compostos são predominantemente inflamáveis, voláteis e

frequentemente tóxicos, sendo responsáveis por impactos ambientais relevantes, incluindo

a contribuição para o efeito estufa por meio da emissão de compostos orgânicos voláteis

(COVs). Os autores enfatizam que as preocupações crescentes com segurança, ambiente

e economia têm pressionado a indústria a migrar para solventes mais sustentáveis.

No setor espećıfico de bioativos, o problema se torna ainda mais agudo porque

os solventes interagem diretamente com compostos destinados ao consumo humano ou à

aplicação dermatológica. A presença de reśıduos de solvente no extrato final não é apenas

uma questão de desempenho técnico — é uma barreira regulatória concreta. De acordo

com Julshahril e colaboradores (2025) [4], os solventes orgânicos convencionais usados em

processos extrativos incluem etanol, metanol, clorofórmio, éter de petróleo e acetato de

etila, todos considerados insustentáveis, muito voláteis e tóxicos para o meio ambiente e

a saúde humana. Para atender aos prinćıpios da qúımica verde, a recuperação de mate-
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riais bioativos deve ser realizada por meio de procedimentos ambientalmente amigáveis,

sustentáveis e econômicos. Nesse contexto, as regulamentações europeias sobre aditivos

alimentares e os marcos nacionais da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA)

impõem limites rigorosos para reśıduos de solventes em produtos com destinação alimen-

tar e farmacêutica, o que restringe progressivamente o uso de compostos como clorofórmio

e hexano em processos cuja sáıda é consumı́vel.

A extração de carotenoides lipof́ılicos — classe que inclui a bixina, principal pig-

mento das sementes de Bixa orellana — depende tradicionalmente de solventes apolares

como o clorofórmio, que está classificado pela International Agency for Research on Can-

cer (IARC) como potencialmente carcinogênico para humanos. Ashraf e colaboradores

em 2023 [5] documentaram que a extração de bixina com clorofórmio, embora eficiente

em termos de rendimento, compromete o perfil antioxidante do extrato, uma vez que o

clorofórmio tem baixa capacidade de capturar radicais livres. Em contrapartida, extratos

obtidos com solventes mais polares, como a água, demonstram maior atividade antimi-

crobiana e antioxidante em ensaios in vitro, evidenciando que a escolha do solvente não

apenas define o composto extráıdo, 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 extração e separação 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 ineficiência

é particularmente problemática no contexto de matrizes vegetais tropicais, cujos com-

postos bioativos de interesse — como iridoides e apocarotenoides — são termossenśıveis

e requerem condições de processo controladas para que sua integridade molecular seja

preservada [6].

A consequência de não inovar nesse campo é multidimensional. Ela implica de-

pendência continuada de insumos petroqúımicos em setores que cada vez mais exigem

certificações de sustentabilidade, impossibilita o atendimento a mercados que valorizam a

rastreabilidade e a responsabilidade ambiental, e compromete o potencial biotecnológico

de matrizes vegetais ainda pouco exploradas, como as da Amazônia. Para espécies nativas

como Bixa orellana e Genipa americana, que integram cadeias produtivas da sociobiodi-
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versidade regional e possuem mercado crescente em alimentos, cosméticos e fármacos

naturais, a ausência de alternativas extratoras seguras e eficientes representa também

uma barreira à inserção competitiva em mercados internacionais que operam sob lógica

de produção limpa. É nesse cenário que os solventes eutéticos naturais emergem como

alternativa tecnológica de base cient́ıfica sólida.

1.2 Solventes Eutéticos Naturais como Alternativa

Tecnológica

1.2.1 Origem do conceito e definição

Os solventes eutéticos naturais (do inglês Natural Deep Eutectic Solvents, NADES)

são sistemas ĺıquidos formados pela mistura de compostos naturais em razões molares es-

pećıficas, cujo ponto de fusão é significativamente inferior ao de cada componente isolado.

Esse comportamento resulta de interações intermoleculares intensas — predominante-

mente ligações de hidrogênio — que conferem ao sistema uma estrutura supramolecular

estável em temperatura ambiente.

O conceito foi sistematizado por Dai e colaboradores em 2013 [7], que demonstra-

ram, por meio de espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN), a existência

ineqúıvoca de ligações de hidrogênio entre os componentes de mais de 100 sistemas euté-

ticos produzidos a partir de metabólitos primários de plantas — açúcares, aminoácidos,

ácidos orgânicos e poliois. Os autores mediram propriedades f́ısicas como atividade de

água, densidade, viscosidade, polaridade e comportamento térmico, e demonstraram que

a solubilidade de biomoléculas nesses sistemas era, em sua maioria, expressivamente su-

perior à observada em água pura. A hipótese 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 ĺıquida — ao lado da água e dos liṕıdios —, desempenhando fun-

ções fisiológicas como dissolução de metabólitos, criopreservação e resistência a estresses

osmóticos.

A composição dos NADES baseia-se em dois componentes principais: um receptor

de ligação de hidrogênio (HBA, do inglês hydrogen bond acceptor) e um doador de ligação

de hidrogênio (HBD, hydrogen bond donor). A água pode ser incorporada como terceiro
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componente, e é fortemente retida na estrutura do sistema eutético. A distinção entre

DES (Deep Eutectic Solvents) sintéticos e NADES reside apenas na origem dos com-

ponentes: os NADES são subconjunto dos DES cujos constituintes são exclusivamente

compostos naturalmente ocorrentes, o que fundamenta o seu apelo como solventes verdes

para aplicações alimentares e farmacêuticas [9].

1.2.2 Por que são considerados “solventes verdes”?

A qualificação dos NADES como solventes verdes não é uma generalização de mar-

keting cient́ıfico — é uma classificação sustentada por critérios objetivos que os diferenciam

tanto dos solventes orgânicos convencionais quanto dos ĺıquidos iônicos sintéticos, outra

categoria de solventes alternativos que, apesar de promissora em termos de eficiência,

carrega relevância de toxicidade, custo de śıntese e baixa biodegradabilidade.

O primeiro critério é a origem renovável das matérias-primas. Os NADES são

compostos de substâncias naturais como açúcares, aminoácidos, ácidos orgânicos, poliois

e derivados de colina, todas renováveis, não tóxicas, biodegradáveis e ambientalmente

sustentáveis. Diferentemente dos solventes orgânicos, que necessitam de grandes volumes

de matérias-primas petroqúımicas e geram reśıduos qúımicos perigosos no processo de

śıntese, os NADES são obtidos por simples mistura a temperatura moderada, sem reações

qúımicas adicionais, sem geração de subprodutos e sem emprego de catalisadores tóxicos

[10].

O segundo critério é a segurança para consumo humano. Destaca-se que combi-

nações racionais de HBA e HBD, frequentemente compostas por substâncias classificadas

como GRAS (Generally Recognized as Safe) pela FDA, permitem a extração seletiva e de

alto rendimento a partir de plantas, subprodutos agroindustriais e reśıduos alimentares,

sem a necessidade de etapas de remoção de solvente do extrato final — uma vantagem

direta sobre os solventes orgânicos convencionais, que exigem evaporação ou extração

ĺıquido-ĺıquido para eliminação de reśıduos [11].

O terceiro critério é a baixa volatilidade. Ao contrário dos solventes orgânicos clás-

sicos, que evaporam facilmente e contribuem para a contaminação atmosférica e formação

de COVs, os NADES apresentam pressão de vapor despreźıvel. Reforça-se que, em razão

de sua menor toxicidade e biodegradabilidade aprimorada em relação aos solventes de
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base fóssil, os NADES são reconhecidos como solventes verdes, com aplicações crescentes

na indústria aliment́ıcia para extração, conservação e análise de compostos de interesse

nutricional [12].

A biodegradabilidade, contudo, merece tratamento cuidadoso. A literatura mais

recente aponta que essa propriedade não pode ser generalizada automaticamente para

qualquer sistema NADES sem dados experimentais espećıficos. Descreve-se que estudos de

biodegradabilidade conduzidos com sistemas baseados em cloreto de colina demonstraram

classificação como biodegradáveis por microrganismos de águas residuais, sem inibição da

germinação 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 razão de

efeitos sinérgicos — um aspecto que reforça a necessidade de avaliação caso a caso para

cada sistema espećıfico [13].

Essa nuance é metodologicamente relevante e deve ser incorporada aos protocolos

de pesquisa com NADES. A classificação como “verde”pressupõe a avaliação experimental

do sistema formulado, não apenas a inferência a partir das propriedades dos componentes

individuais. A literatura dispońıvel em bases cient́ıficas registra que sistemas baseados

em cloreto de colina, ácido láctico, glicerol, açúcares e aminoácidos apresentam, de modo

geral, perfis favoráveis de biodegradabilidade e baixa toxicidade — mas a confirmação

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

1.2.3 Propriedades que os tornam promissores para extração de bioativos

A principal vantagem funcional dos NADES no contexto extrativo reside em sua

tunabilidade — a capacidade de ajustar sistematicamente as propriedades f́ısico-qúımicas

do solvente por meio da escolha dos componentes (HBA e HBD), da razão molar entre

eles e do teor de água incorporado. Essa flexibilidade permite projetar solventes com po-

laridade, pH e viscosidade espećıficos para compostos-alvo definidos, algo estruturalmente

inviável de alcançar com solventes de composição fixa como etanol ou hexano.

É demonstrado que a polaridade pode ser o parâmetro f́ısico-qúımico com maior

impacto direto na seletividade extrativa dos NADES. Sistemas hidrof́ılicos, como co-

lina:glicerol, colina:ácido láctico e betáına:ácido ćıtrico, exibem constantes dielétricas ele-
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vadas (ϵ ≈ 55–65), indicando desempenho superior para antioxidantes altamente polares,

incluindo ácidos fenólicos e antocianinas. Em contraste, NADES hidrofóbicos — como

mentol:ácido capŕılico ou dodecanol:ácido láurico — apresentam constantes dielétricas

abaixo de 15 e são mais eficientes para carotenoides, clorofilas e tocoferóis lipof́ılicos. Os

autores ressaltam que, diferentemente de sistemas binários convencionais como etanol-

água, cuja faixa de polaridade é estreita, a polaridade dos NADES pode ser precisamente

ajustada pela variação do tipo e da proporção dos componentes [13].

Essa caracteŕıstica é relevante para a extração de compostos lipof́ılicos, como os

carotenoides da classe dos apocarotenoides — que inclui bixina e norbixina. Estudos com

NADES hidrofóbicos baseados em mentol demonstraram eficiência superior ao hexano

convencional na extração de carotenoides de matrizes vegetais. Demonstra-se que extra-

tos de cascas de laranja obtidos com NADES hidrofóbicos à base de mentol:eucaliptol

apresentaram maior conteúdo de carotenoides totais e superior capacidade antioxidante

em comparação a extratos obtidos com hexano, com estabilidade de cor mantida por até

20 dias de armazenamento — resultado atribúıdo às interações de ligação de hidrogênio

e forças de Van der Waals presentes nos sistemas eutéticos, que criam um microambiente

estabilizador capaz de proteger estruturas insaturadas contra oxidação e isomerização [14].

Badea e colaboradores em 2025 [15] demonstraram que a extração assistida por

ultrassom combinada com NADES de cloreto de colina:1,3-butanediol permitiu a recu-

peração simultânea de carotenoides e tocoferol de reśıduos de tomate, com rendimentos

superiores aos obtidos com solventes orgânicos convencionais. Os autores confirmaram que

sistemas hidrofóbicos baseados em mentol:ácido oleico foram mais eficientes para compos-

tos da fração lipof́ılica, enquanto sistemas hidrof́ılicos apresentaram melhor desempenho

para compostos polares — reforçando a importância da compatibilidade de polaridade

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

No caso dos compostos terpênicos e glicośıdicos — classe na qual se inserem os

iridoides de Genipa americana —, NADES baseados em ácidos orgânicos demonstram

desempenho promissor em razão da alta afinidade com ligações de hidrogênio estabelecidas

com grupos hidroxila e éster desses compostos. Foi estudado que NADES à base de

ácido láctico combinado com sacarose ou sódio acetato apresentaram extração superior

de compostos fenólicos e terpênicos em comparação com solventes convencionais, sendo a
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flexibilidade das propriedades f́ısico-qúımicas dos NADES — ajustáveis para extração de

terpenos e terpenoides — evidenciada em múltiplos sistemas estudados. Ressalta-se que

a extração de β-cariofileno com NADES hidrofóbicos foi notavelmente superior à obtida

com hexano, etanol, metanol e água em estudos comparativos, evidenciando o papel da

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

Outro aspecto de relevância crescente é a capacidade dos NADES de estabilizar

compostos bioativos na fase pós-extração, funcionando simultaneamente como solvente

e como excipiente protetor. Bragagnolo e colaboradores em 2024 [9] documentam que

NADES baseados em ácidos orgânicos são frequentemente mais polares do que a própria

água, o que amplia sua capacidade de estabelecer ligações de hidrogênio com compostos

fenólicos e aumenta o poder de dissolução de bioativos hidrossolúveis. A tunabilidade de

polaridade foi confirmada experimentalmente por análises de Espectroscopia no Infraver-

melho com Transformada de Fourier (FTIR) e RMN em sistemas à base de cloreto de

colina e ácido láctico, nos quais a viscosidade diminuiu em até 93% com a adição de água

e em até 83,5% com o aumento de temperatura, sem ruptura das interações eutéticas

responsáveis pela estrutura do sistema [17].

O junção de NADES com técnicas de extração assistida por energia — ultras-

som, micro-ondas e fluidos pressurizados — tem emergido como estratégia para mitigar a

principal limitação operacional desses sistemas: a alta viscosidade, que dificulta a trans-

ferência de massa. É documentado que o acoplamento de NADES com extração assistida

por ultrassom e micro-ondas aumentou a eficiência extrativa ao mesmo tempo em que

protegeu compostos termossenśıveis, resultando também em menores emissões de CO2

em comparação com a hidrodestilação convencional [11]. Essa combinação representa o

estado da arte em extrações verdes de alta eficiência e abre perspectivas concretas para

aplicação em matrizes vegetais complexas, como as espécies amazônicas.

1.2.4 Lacunas cient́ıficas existentes

Com relação ao crescimento acelerado da literatura sobre NADES nos últimos cinco

anos, a transição desses sistemas do laboratório para a indústria enfrenta obstáculos con-

cretos que merecem reconhecimento no contexto desta pesquisa. A viscosidade elevada é a

limitação operacional mais frequentemente reportada. A extração de compostos bioativos
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com NADES pode ser desafiadora em razão da alta viscosidade, que dificulta o manuseio

e pode causar obstruções em sistemas de extração cont́ınua e nas etapas de filtração; além

disso, em comparação com solventes menos viscosos, os NADES requerem maior aporte

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

Do ponto de vista regulatório e toxicológico, Martins e colaboradores identificam

como barreiras persistentes, a ausência de frameworks regulatórios espećıficos de auto-

ridades como FDA e EFSA, gerando incerteza quanto à classificação dos NADES como

solvente, aditivo ou carreador; a falta de protocolos toxicológicos padronizados para mis-

turas ternárias ou quaternárias; e a escassez de estudos sensoriais e de migração, especial-

mente para aplicações em produtos alimentares processados. Os autores observam ainda

que apenas 18% dos estudos publicados entre 2020 e 2024 reportam dados experimentais

sobre reutilização de NADES, e menos de 10% incluem avaliações sensoriais do produto

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

1.3 Potencial das Matrizes Amazônicas Estudadas

1.3.1 Bixa orellana L. (urucum): perfil fitoqúımico, relevância regional e lacuna
extrativa

Bixa orellana L. (famı́lia Bixaceae), popularmente conhecida como urucum, é um

arbusto nativo das regiões tropicais da América Central e do Sul, com ocorrência ex-

pressiva na bacia amazônica. Suas sementes são a principal fonte comercial de bixina

(C25H30O4) e norbixina, apocarotenoides produzidos pela degradação oxidativa de carote-

noides C40 — em particular o licopeno — por via enzimática espećıfica da espécie. Bixina

constitui cerca de 80% do total de carotenoides presentes no revestimento das sementes,

sendo o componente majoritário do extrato; a norbixina, sua contraparte hidrossolúvel, é

obtida por saponificação alcalina da bixina [5].

O perfil farmacológico da bixina ultrapassa sua função histórica como corante ali-

mentar. De acordo com Ashraf e colaboradores em 2023, consolida-se evidências de que a

bixina atua na regulação das vias Nrf2/MyD88/TLR4 e TGF-β1/PPAR-γ/Smad3, confe-

rindo atividades antifibrótica, antioxidante e anti-inflamatória comprovadas. Os mesmos

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

noma (B16), leucemia (HL60), osteossarcoma (U20S), próstata (PC3), cólon (HCT-116),
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mama (MCF-7) e tireóide (DRO e BHP-16), além de atividade antiparasitária, hipoglice-

miante e hepatoprotetora. Demonstra-se ainda a atividade antinociceptiva da bixina em

modelos de dor aguda em roedores, relacionada à inibição da migração de neutrófilos —

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

Do ponto de vista da composição integral das sementes, demonstraram que quando

as sementes são extráıdas com clorofórmio, a bixina é detectada como composto majoritá-

rio; quando a extração é realizada com hidróxido de sódio ou água, a norbixina é obtida.

Os autores observaram ainda que, no extrato clorofórmico, a atividade antioxidante é

limitada em razão da fraca capacidade de captura de radicais livres por esse solvente,

enquanto o extrato aquoso demonstrou maior atividade antimicrobiana [19]. Essa obser-

vação é fundamental para a compreensão do estado da arte no campo - o solvente não

apenas determina o composto extráıdo, mas condiciona o perfil funcional do extrato. Em

estudo posterior, confirmaram a predominância do isômero 9-cis de bixina em extratos

obtidos por Soxhlet com hexano e clorofórmio, com validação anaĺıtica por Cromatogra-

fia Ĺıquida de Alta Eficiência (HPLC) segundo diretrizes ICH Q2(R2), e documentaram

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

Do ponto de vista econômico, o urucum é 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 amazônica com expressão em comunidades tradicionais e agricultores

familiares da região Norte. A demanda crescente por corantes naturais em substituição

aos sintéticos — impulsionada por legislações como o Regulamento (CE) n.º 1333/2008

da União Europeia — coloca o urucum amazônico em posição estratégica, com potencial

de valorização ainda subutilizado por limitações tecnológicas nos processos extrativos.

No que diz respeito aos métodos de extração, descrevem que maceração, lixiviação,

extração supercŕıtica com CO2, extração ĺıquido-dispersiva, sonicação, extração enzimá-

tica e extração assistida por micro-ondas são os métodos mais utilizados para isolar bixina

e norbixina, com limitações espećıficas para cada técnica emergente em termos de custo,

escalonamento e consumo energético. A ausência 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 teórico, a bixina — composto apo-
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carotenoide lipof́ılico — apresenta compatibilidade esperada com NADES hidrofóbicos

baseados em mentol, enquanto a norbixina — polar e carregada negativamente em pH

neutro — pode ser compat́ıvel com sistemas hidrof́ılicos ácidos, como colina:ácido láctico

ou betáına:ácido ćıtrico [21].

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

Genipa americana L. (famı́lia Rubiaceae), conhecida popularmente como jenipapo,

é uma espécie frut́ıfera nativa distribúıda nos domı́nios fitogeográficos brasileiros, com

maior prevalência no bioma amazônico. Nascimento e colaboradores em 2024 [22] compi-

laram 39 artigos e 11 patentes relativos à espécie, confirmando que os iridoides são seus

metabólitos secundários mais caracteŕısticos — especialmente genipina, ácido genipośıdico

e genipośıdeo, os mais prevalentes no fruto.

A distribuição desses compostos varia de forma significativa entre as partes do fruto

e os estágios de maturação. Identifica-se nove iridoides no fruto, incluindo ácido genipośı-

dico, gardenośıdeo, genipośıdeo, 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 genipośıdeo e ácido genipośıdico (89,48 e 25,04

mg/g de massa seca, respectivamente) [23]. Uma redução superior a 90% no conteúdo

total de iridoides durante o amadurecimento, o que explica a ausência de formação de pig-

mento azul no fruto maduro após dano tecidual. Esses dados estabelecem o fruto verde

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

O perfil farmacológico da genipina é de amplitude notável. Descreve-se que a ge-

nipina é o iridoide não glicośıdico ativo nos extratos de Genipa americana, responsável

pelos efeitos anti-inflamatório e hepatoprotetor documentados in vitro e in vivo. Em tes-

tes celulares, sua atividade antiproliferativa foi demonstrada frente a múltiplas linhagens

tumorais, com mecanismo atribúıdo à inibição espećıfica da protéına UCP2 e à supres-

são da ativação de STAT3 — ambos alvos de relevância em oncologia translacional [25].

Complementa-se esse perfil ao demonstrar, por meio de análise de farmacologia de re-

des, potencial terapêutico da genipina em doença inflamatória intestinal, lesão pulmonar

aguda, câncer, diabetes, depressão e doenças neurodegenerativas [26].
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Além das atividades biológicas diretas, a genipina apresenta uma propriedade bi-

otecnológica de alto valor agregado, sua capacidade de atuar como agente reticulante

natural de baixa toxicidade para biopoĺımeros. Documenta-se que o óleo de jenipapo —

extrato rico em genipina — demonstra elevado conteúdo fenólico, atividade antioxidante

e antimicrobiana não hemoĺıtica, com vantagem sobre a genipina comercial em pó, que

não exibe atividade antioxidante. A capacidade reticulante da genipina foi validada para

quitosana, gelatina, zéına e protéınas de batata, sinalizando mercados emergentes que vão

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

Outra fator de relevância é a produção do pigmento azul natural. A reação espon-

tânea da genipina com aminas primárias de protéınas — como lisina e glicina — forma

d́ımeros e oligômeros de coloração azul-escura, cuja intensidade é proporcional à concen-

tração de genipina livre dispońıvel. Esse pigmento é utilizado tradicionalmente por grupos

ind́ıgenas amazônicos como tinta corporal e têxtil, e tem sido investigado como alternativa

ao azul sintético (indigotina) na indústria aliment́ıcia, onde a ausência de pigmentos azuis

naturais aprovados para uso em alimentos representa uma lacuna histórica. Confirmam-se

que os iridoides do extrato de fruto imaturo de G. americana exibiram atividade antio-

xidante significativa (captação de radicais DPPH, ABTS e peroxila) e efeito citoestático

frente a linhagens de glioma e câncer 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 dispońıveis sobre G. ame-

ricana baseiam-se predominantemente em extração pressurizada com etanol, extração

enzimática assistida e maceração com solventes aquoso-alcoólicos. Foi documentado que

a extração pressurizada com etanol a partir do endocarpo do jenipapo resultou na maior

recuperação de genipina, enquanto o mesocarpo forneceu maior teor de genipośıdeo; ex-

tratos do endocarpo e do mesocarpo apresentaram as maiores atividades antioxidantes

pelos métodos FRAP e DPPH [27].

Não há, contudo, registros na literatura de estudos que avaliem NADES como meio

extrativo para iridoides de G. americana. Considerando que NADES hidrof́ılicos ácidos

— como colina:ácido ćıtrico, ácido láctico:glicose e betáına:ácido málico — possuem alta

afinidade com compostos glicośıdicos e terpênicos polares, classe à qual pertencem genipo-

śıdeo e ácido genipośıdico, e que a genipina (iridoide aglicona de polaridade intermediária)
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pode ser compat́ıvel com sistemas de polaridade ajustável, existe base teórica sólida para

investigar essa aplicação. A dupla ausência de estudos — tanto para B. orellana quanto

para G. americana com NADES — reforça a originalidade e a pertinência cient́ıfica da

pesquisa apresentada.

Diante desse cenário, esta dissertação parte da seguinte pergunta de pesquisa: os

solventes eutéticos naturais (NADES) são capazes de extrair compostos bioativos de Bixa

orellana e Genipa americana com eficiência comparável ou superior à dos solventes orgâni-

cos convencionais, mantendo a integridade qúımica e a bioatividade dos extratos obtidos?

Responder a essa questão implica avançar em uma fronteira pouca explorada da qúımica

extrativa aplicada à biodiversidade amazônica, com implicações diretas para o desenvol-

vimento de processos mais seguros, sustentáveis e economicamente viáveis para espécies

de alto potencial regional.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Geral

Otimização dos sistemas de solventes eutéticos naturais para a extração de com-

postos bioativos de frutos amazônicos (Bixa orellana e Genipa americana), avaliando o

desempenho extrativo, a caracterização qúımica e o potencial tecnológico dos extratos

obtidos.

1.4.2 Espećıficos

� Avaliar preliminarmente o efeito de diferentes sistemas de solventes eutéticos natu-

rais e sistemas controle na extração de carotenoides, compostos fenólicos e atividade

antioxidante.

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

� Otimizar as condições de extração dos sistemas selecionados por meio de delinea-

mento experimental Box–Behnken e metodologia de superf́ıcie de resposta.

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

Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR).

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

antioxidante e parâmetros f́ısico-qúımicos, incluindo análise de cor.

� Encapsular os extratos otimizados e determinar a retenção e o perfil de liberação

dos compostos bioativos.

� Avaliar a digestibilidade in vitro dos extratos encapsulados.



Caṕıtulo 2

Fundamentação Teórica

A busca por alternativas sustentáveis aos solventes orgânicos convencionais, aliada

à crescente valorização da biodiversidade amazônica como fonte de compostos bioativos,

fundamenta as escolhas metodológicas desta dissertação. Este caṕıtulo apresenta os em-

basamentos cient́ıficos organizados em cinco eixos: os fundamentos f́ısico-qúımicos dos

solventes eutéticos naturais (NADES), incluindo sua formação, propriedades e métodos

de preparo; sua aplicação como solventes de extração de compostos bioativos; as proprie-

dades dos compostos-alvo; o potencial fitoqúımico das espécies amazônicas Bixa orellana

e Genipa americana; e os prinćıpios de encapsulação e digestibilidade in vitro dos extratos

obtidos.

No contexto regulatório brasileiro, o uso de espécies amazônicas nativas exige con-

formidade com a Lei nº 13.123, de 20 de maio de 2015, que regulamenta o acesso ao patri-

mônio genético e ao conhecimento tradicional associado, e com o Decreto nº 8.772, de 11

de maio de 2016, que a regulamenta. Essas normativas estabelecem as condições de acesso,

a obrigação de repartição de benef́ıcios e os procedimentos de cadastro junto ao Sistema

Nacional de Gestão do Patrimônio Genético (SisGen), sendo de cumprimento obrigatório

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

2.1 Solventes Eutéticos Naturais (NADES)

Os NADES emergem da famı́lia mais ampla dos solventes eutéticos profundos

(DES) ao observar que certas misturas binárias de compostos sólidos produziam ĺıqui-

dos à temperatura ambiente [30]. A denominação “Natural”foi introduzida por Choi e

colaboradores em 2011 [8] para distinguir sistemas compostos exclusivamente por meta-

bólitos primários de origem biológica – açúcares, ácidos orgânicos, aminoácidos e álcoois

de cadeia curta – daqueles baseados em reagentes sintéticos ou semissintéticos. Nos últi-
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mos cinco anos, o número de publicações sobre extração com NADES cresceu de forma

expressiva, com foco crescente em matrizes tropicais e biodiversas, reflexo do duplo apelo

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

2.1.1 Formação de Sistemas Eutéticos e Interações Intermoleculares

Um sistema eutético forma-se quando dois ou mais componentes, misturados em

proporções estequiométricas espećıficas, produzem uma mistura com ponto de fusão infe-

rior ao de qualquer um de seus constituintes puros. Esse fenômeno não resulta de uma

reação qúımica entre os componentes, mas da perturbação da estrutura cristalina de cada

substância pela formação de fortes interações intermoleculares na mistura, que estabilizam

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

O mecanismo central dessa diminuição do ponto de fusão é o estabelecimento de

ligações de hidrogênio entre um aceptor de ligação de hidrogênio (HBA, hydrogen bond

acceptor) e um doador de ligação de hidrogênio (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 número de ligações

de hidrogênio formadas e quanto mais complementar a geometria dos grupos interagentes,

mais intensa é a depressão do ponto de fusão [31,33].

A figura 2.1 ilustra de forma simplificada o mecanismo de formação de sistemas

eutéticos, evidenciando o papel das interações entre HBA e HBD na desorganização da

rede cristalina e na redução do ponto de fusão.
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Figura 2.1 - Esquema simplificado da formação de sistemas eutéticos naturais (NADES) a partir de
interações entre aceitadores (HBA) e doadores (HBD) de ligações de hidrogênio.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Estudos computacionais por dinâmica molecular e pela Teoria do Funcional da

Densidade (DFT) têm refinado a compreensão dessas interações. Simulações demonstra-

ram que, em sistemas NADES baseados em ácido ćıtrico e açúcares, a rede de ligações

de hidrogênio é mais densa e organizada do que em soluções aquosas equivalentes, o que

explica a capacidade excepcional de solvatação desses solventes para moléculas polares

e anfipáticas [32, 34]. Choi e seus colaboradores propuseram ainda que misturas eutéti-

cas de metabólitos primários podem existir naturalmente no interior de células vegetais

em condições de estresse h́ıdrico, funcionando como meio de dissolução para metabólitos

secundários de baixa solubilidade aquosa – hipótese que sustenta a compatibilidade in-

tŕınseca desses solventes com matrizes vegetais e confere aos NADES relevância biológica

que vai além de sua aplicação tecnológica [8].

A diferença 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 restrições de uso

em processos alimentares. Os NADES, por sua vez, são formados por compostos GRAS

(Generally Recognized as Safe) ou metabolicamente relevantes, o que os torna intrinse-

camente mais seguros e adequados para aplicações em alimentos, cosméticos e produtos

farmacêuticos [31,35].
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2.1.2 Classificação e Composição dos NADES

A classificação dos NADES organiza-se segundo a natureza qúımica dos compo-

nentes e o tipo de interação HBA-HBD predominante. De acordo com Dai e auto-

res [7], é estabelecida a taxonomia de referência, distinguindo sistemas do tipo: ácido

orgânico–açúcar; ácido orgânico–aminoácido; açúcar–aminoácido; açúcar–álcool de ca-

deia curta; e colina–ácido orgânico. Revisões mais recentes ampliaram essa classificação

para incluir sistemas ternários e quaternários e uma categoria adicional relevante: os DES

hidrofóbicos (HDES) [31,32].

Entre os açúcares mais utilizados estão glicose, frutose, sacarose, sorbitol, trealose

e xilose. Sua múltipla hidroxilação os posiciona como HBDs eficientes, conferindo alta

hidrofilicidade e capacidade de formação de redes extensas de ligações de hidrogênio. Os

ácidos orgânicos – ćıtrico, málico, lático, oxálico, tartárico e sucćınico – funcionam simulta-

neamente como HBDs (grupos –COOH) e HBAs (oxigênios carbońılicos), conferindo-lhes

versatilidade singular na formação de redes supramoleculares. Os aminoácidos – prolina,

betáına, lisina, tirosina e ácido glutâmico – aportam grupos bifuncionais (amino e car-

box́ılico) que ampliam a densidade de śıtios de interação, com a betáına introduzindo

adicionalmente interações eletrostáticas por sua natureza zwitteriônica [36].

Nos últimos anos, compostos fenólicos de baixo ponto de fusão – como timol, mentol

e ácido ferúlico – passaram a integrar formulações de NADES funcionais, adicionando

atividade antioxidante intŕınseca ao solvente e ampliando as possibilidades de extração

seletiva de compostos termossenśıveis [37,38].

Os DES hidrofóbicos (HDES) representam uma extensão relevante da famı́lia dos

solventes eutéticos, especialmente para aplicações envolvendo compostos apolares como

carotenoides. Ao contrário dos NADES hidrof́ılicos, os HDES apresentam baixo contato

com a água e resistência à separação de fases em meio aquoso, com perda de sais de

apenas cerca de 1,9% e conteúdo de água mı́nimo de aproximadamente 1,8% quando em

contato com água. Esses atributos os tornam adequados para extração ĺıquido-ĺıquido de

compostos lipof́ılicos e para aplicações em biotecnologia e nanotecnologia [32]. Sua śıntese

envolve componentes como sais de amônio quaternário e compostos orgânicos hidrofóbi-

cos – incluindo monoterpenos naturais como timol e mentol emparelhados com ácidos
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orgânicos de cadeia longa –, que conferem hidrofobicidade e estabilidade em ambientes

aquosos.

2.1.3 Métodos de Preparo e Caracterização dos NADES

Uma das razões para o crescente interesse nos NADES é a diversidade de métodos

dispońıveis para sua preparação. Atualmente, são reconhecidas pelo menos sete aborda-

gens principais, sendo a mais comum aquela que combina aquecimento e agitação [31]. A

escolha do método depende de fatores como a sensibilidade térmica dos compostos e a

necessidade de um processo rápido ou mais controlado:

� Aquecimento e agitação: consiste em misturar os constituintes em proporções este-

quiométricas sob aquecimento brando (50–80°C) e agitação cont́ınua até a formação

de uma mistura homogênea e transparente. É o método mais utilizado pela sua

simplicidade e reprodutibilidade.

� Moagem: indicado para componentes senśıveis ao calor. O processo ocorre em

temperatura ambiente, utilizando almofariz e pistilo até a formação de um ĺıquido

translúcido, evitando a degradação de substâncias termolábeis.

� Extrusão de parafuso duplo: realiza a mistura e trituração cont́ınuas dos constituin-

tes usando uma extrusora de parafuso duplo, com potencial de escalonamento para

produção em maior escala.

� Liofilização: os constituintes são dissolvidos em água destilada, a solução é congelada

e liofilizada. É especialmente útil para reagentes termossenśıveis ou quando se deseja

eliminar completamente a água residual.

� Evaporação a vácuo: os constituintes são dissolvidos em água e a água é eliminada

por evaporação rotativa, com secagem posterior em dessecador, produzindo NADES

com teor de umidade controlado.

� Irradiação por micro-ondas: método rápido em que os constituintes são misturados

e irradiados em micro-ondas por curtos peŕıodos, acelerando a homogeneização com

menor gasto energético.
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� Preparação assistida por ultrassom: os constituintes são misturados e submetidos

a banho ultrassônico, garantindo homogeneização eficiente, especialmente para mis-

turas com componentes de dif́ıcil miscibilidade.

Após a preparação, os NADES são caracterizados por técnicas anaĺıticas comple-

mentares. A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e a

ressonância magnética nuclear (RMN) são as mais empregadas para confirmar a formação

de ligações de hidrogênio entre os componentes e validar a estrutura do sistema eutético

obtido. A RMN de prótons (¹H RMN), em particular, permite investigar as propriedades

estruturais e f́ısico-qúımicas dos NADES, como deslocamentos qúımicos indicativos de

interações intermoleculares espećıficas [32]. Abordagens computacionais – como DFT e

dinâmica molecular – complementam os dados experimentais ao modelar as interações a

ńıvel atômico, permitindo prever propriedades f́ısico-qúımicas e guiar o design racional de

novas formulações de NADES [31,34].

2.1.4 Propriedades F́ısico-qúımicas Relevantes

As propriedades f́ısico-qúımicas dos NADES são determinantes para seu desempe-

nho como solventes de extração e dependem fortemente da composição e da razão molar

dos componentes. A viscosidade é a propriedade mais citada como fator limitante - à tem-

peratura ambiente, a maioria dos NADES apresenta valores entre 10 e 500 mPa·s – até

três ordens de magnitude superiores à da água. Essa caracteŕıstica reduz a difusividade

molecular e a taxa de transferência de massa durante a extração, mas pode ser atenu-

ada pela adição controlada de água (até aproximadamente 50% v/v sem comprometer o

caráter eutético) ou pelo aumento da temperatura de extração [32,39].

A polaridade dos NADES, frequentemente expressa pelos parâmetros de Kamlet-

Taft (α, β e π*), é altamente ajustável com a composição. Sistemas ricos em ácidos

orgânicos curtos apresentam maior capacidade doadora de próton (α elevado), enquanto

sistemas baseados em açúcares exibem alta capacidade aceptora (β elevado). A cons-

tante dielétrica dos NADES é geralmente alta (entre 20 e 80), favorecendo a solubilização

de compostos iônicos e polares [40]. A atividade de água (aw) dos NADES é significa-

tivamente inferior à da água pura, com consequências importantes para a estabilidade

microbiológica dos extratos e para a minimização de reações de hidrólise indesejáveis
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durante extração e armazenamento [36].

A estabilidade térmica dos NADES de origem natural situa-se tipicamente entre 60

e 100°C, compat́ıvel com a maioria dos processos de extração. Acima desses limites, rea-

ções de degradação – como caramelização de açúcares e desidratação de ácidos orgânicos

– podem comprometer a qualidade do solvente e do extrato. A densidade dos NADES é

geralmente superior à da água (1,1 a 1,4 g/cm3), caracteŕıstica que influencia a dinâmica

de separação de fases em sistemas de extração ĺıquido-ĺıquido [32,33].

2.1.5 Vantagens e Limitações Tecnológicas

Os NADES apresentam um conjunto consolidado de vantagens que os posiciona

como alternativa relevante aos solventes orgânicos convencionais e aos ĺıquidos iônicos.

Do ponto de vista ambiental, são biodegradáveis, produzidos a partir de matérias-primas

renováveis e, em sua maioria, classificados como GRAS pela agência reguladora ameri-

cana (do inglês Food and Drug Administration - FDA). Em comparação com solventes

orgânicos – metanol, etanol, acetona, hexano –, os NADES oferecem menor pressão de

vapor (reduzindo riscos de inflamabilidade), maior seletividade de extração para com-

postos polares e ausência de reśıduos tóxicos nos extratos. Frente aos ĺıquidos iônicos,

levam vantagem em custo, disponibilidade de matéria-prima, śıntese simples (mistura di-

reta sem reagentes auxiliares) e perfil toxicológico mais favorável, uma vez que ĺıquidos

iônicos frequentemente apresentam toxicidade a organismos aquáticos [31,40].

As principais limitações que ainda desafiam a aplicação industrial dos NADES

são: (a) a elevada viscosidade à temperatura ambiente, que prejudica a transferência de

massa, a filtração e o bombeamento; (b) a dificuldade de separação do solvente do extrato

após o processo, já que os componentes dos NADES não são voláteis e não podem ser

removidos por evaporação convencional – estratégias como diálise, ultrafiltração, extração

em fase sólida e precipitação seletiva têm sido investigadas, mas nenhuma consolidou-

se como solução universal em escala industrial; e (c) a dificuldade de padronização da

composição, visto que pequenas variações na razão molar ou na pureza dos componentes

podem alterar completamente as propriedades f́ısico-qúımicas do sistema, comprometendo

a reprodutibilidade dos resultados [31,37,38].
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2.2 Aplicação de NADES na Extração de Compostos Bioa-

tivos

A aplicação de NADES como solventes de extração de compostos bioativos de ma-

trizes vegetais registrou crescimento expressivo nos últimos cinco anos. Revisões abran-

gentes documentam centenas de estudos em matrizes diversas, com interesse crescente

em frutas tropicais, especiarias e espécies medicinais de regiões biodiversas, incluindo a

Amazônia [37, 38, 40]. A capacidade de extrair simultaneamente compostos de diferen-

tes polaridades, sem deixar reśıduos tóxicos no extrato, é um dos atributos que mais

impulsionam essa tendência no setor alimentar e farmacêutico.

2.2.1 Interações Soluto-solvente na Extração de Bioativos

A eficácia dos NADES na extração de compostos bioativos resulta de interações

moleculares espećıficas entre os grupos funcionais do solvente e os dos compostos-alvo.

Para compostos fenólicos, os mecanismos predominantes são as ligações de hidrogênio

entre os grupos hidroxila dos fenólicos e os grupos doadores/aceptores do NADES; as

interações π-π entre os anéis aromáticos dos fenólicos e estruturas conjugadas dos com-

ponentes do solvente; e as interações hidrofóbicas que estabilizam a porção apolar de

fenólicos de maior peso molecular na rede do solvente. Essa multiplicidade de interações

explica a alta afinidade de NADES baseados em ácido ćıtrico, glicose e prolina por ácidos

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

A seletividade de extração é a propriedade que mais diferencia os NADES dos

solventes convencionais de uso amplo. Ao ajustar a composição do solvente, é posśıvel

favorecer a solubilização de classes espećıficas de compostos, reduzindo a co-extração de

interferentes. Estudos com matrizes tropicais demonstraram que NADES formulados com

ácidos orgânicos de cadeia curta extraem preferencialmente fenólicos de polaridade média

(ácidos hidroxicinâmicos, flavonóis), enquanto sistemas mais ricos em açúcares favorecem

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

Para compostos lipof́ılicos, como carotenoides, a solubilização em NADES exige

ajustes de composição. A adição de quantidades controladas de água (tipicamente 20–40%

v/v) reduz a polaridade global do sistema e pode melhorar a dispersão de compostos
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apolares até um ponto ótimo, além do qual o excesso h́ıdrico dilui as interações eutéticas.

O uso de HDES – como sistemas baseados em timol e mentol – representa uma alternativa

direta para extração de compostos lipof́ılicos, aproveitando a afinidade hidrofóbica do

solvente pelos pigmentos [32,39].

2.2.2 Fatores que Influenciam o Desempenho da Extração

O desempenho da extração com NADES é determinado pela interação entre variá-

veis do solvente e variáveis operacionais do processo. A temperatura é a variável de maior

impacto individual, seu aumento reduz a viscosidade do NADES, melhora a difusividade

dos solutos e favorece a disrupção das paredes celulares da matriz vegetal. Para matrizes

amazônicas, temperaturas entre 40 e 80°C têm sido reportadas como adequadas para a

maioria dos fenólicos, enquanto carotenoides termolábeis – como bixina – podem exigir

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

A razão solvente/matriz (mL de NADES por g de matriz seca) controla a capa-

cidade de dissolução do sistema. Razões insuficientes resultam em saturação do solvente

antes que o equiĺıbrio de transferência de massa seja atingido; razões excessivas aumen-

tam volume de solvente sem ganho proporcional em rendimento. Para matrizes ricas em

fenólicos, razões entre 10:1 e 30:1 são comumente eficazes, mas esse valor é dependente da

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

O teor de água no NADES exerce influência dupla, reduz a viscosidade e melhora

a cinética de transferência de massa, mas, em excesso, dilui a rede supramolecular e pode

comprometer a seletividade da extração. Dai e seus colaboradores [39] demonstraram

que a adição de até aproximadamente 50% de água (v/v) mantém as propriedades eu-

téticas na maioria dos sistemas, enquanto teores superiores resultam em comportamento

assemelhado ao de soluções aquosas convencionais.

O tempo de extração influencia o rendimento até que o equiĺıbrio de transferência

de massa seja atingido. A aplicação de técnicas assistidas por energia – especialmente a

extração assistida por ultrassom (UAE) e a extração assistida por micro-ondas (MAE)

– reduz significativamente o tempo necessário sem elevar a temperatura a ponto de de-

gradar compostos termolábeis. No caso do ultrassom, o fenômeno de cavitação acústica

gera microbolhas que colapsam próximas à superf́ıcie da matriz, produzindo ondas de
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choque e cisalhamento localizado que rompem as paredes celulares e aceleram a difusão

dos compostos para o solvente. A combinação de UAE com NADES é apontada como

uma das abordagens mais promissoras para extrações com alta eficiência e menor consumo

energético [40].

2.2.3 Otimização de Processos Extrativos

A multiplicidade de variáveis que afetam a extração com NADES – temperatura,

tempo, teor de água, razão solvente/matriz e composição do solvente – e a presença de in-

terações entre elas tornam indispensável o uso de delineamentos estat́ısticos multivariados.

A Metodologia de Superf́ıcie de Resposta (MSR) é a abordagem mais amplamente empre-

gada, por permitir modelar relações quadráticas entre variáveis independentes e respostas

de interesse com número de experimentos muito inferior ao exigido por delineamentos

fatoriais completos [43].

O delineamento de Box-Behnken (BBD) destaca-se entre os delineamentos de su-

perf́ıcie de resposta por não incluir pontos nos vértices do hipercubo experimental – eli-

minando a necessidade de testar condições extremas simultâneas em todas as variáveis –,

por empregar apenas três ńıveis por variável e por apresentar estrutura quase rotativa,

garantindo estimativas precisas dos parâmetros do modelo em toda a região experimen-

tal. Essas caracteŕısticas o tornam especialmente adequado para estudos de otimização

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

As variáveis-resposta mais frequentes nos estudos publicados entre 2020 e 2024

sobre extração de bioativos com NADES incluem o teor de fenólicos totais (método

de Folin-Ciocalteu), atividade antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP) e concentração de

compostos-alvo por HPLC-DAD ou LC-MS. A validação dos modelos é realizada por

ANOVA, coeficiente de determinação ajustado (R2adj), teste de falta de ajuste (lack of

fit) e confirmação experimental do ponto ótimo predito [40,43].

2.3 Compostos Bioativos de Interesse

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

pos: compostos fenólicos, de natureza hidrof́ılica variável, e carotenoides, predominante-



2.3 Compostos Bioativos de Interesse 24

mente lipof́ılicos. Ambos estão presentes nas espécies amazônicas estudadas e apresentam

atividade antioxidante documentada, além de outras bioatividades de interesse industrial

e nutricional. A crescente preferência por antioxidantes naturais, em oposição a variantes

sintéticas, tem impulsionado a pesquisa e o desenvolvimento de ingredientes mais seguros

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

2.3.1 Compostos Fenólicos

Os compostos fenólicos constituem a classe de metabólitos secundários mais ampla-

mente distribúıda no reino vegetal, com mais de oito mil estruturas descritas. A unidade

estrutural básica compartilhada é um ou mais anéis aromáticos com grupos hidroxila

substituintes, cuja presença é responsável tanto pelas propriedades antioxidantes quanto

pelas interações com os componentes dos NADES durante a extração. A principal divisão

distingue os ácidos fenólicos – derivados dos ácidos hidroxibenzoico (C6-C1) e hidroxici-

nâmico (C6-C3) – dos flavonoides, de estrutura C6-C3-C6 [45,46].

A atividade antioxidante dos compostos fenólicos opera por três mecanismos prin-

cipais: transferência de átomo de hidrogênio (HAT, do inglês Hydrogen Atom Transfer),

pela qual o grupo –OH fenólico cede um hidrogênio a um radical livre; transferência de

elétron acoplada a próton; e quelação de metais de transição pró-oxidantes, como Fe2+

e Cu2+, que catalisam a geração de radicais via reação de Fenton. A eficácia antioxi-

dante depende da estrutura molecular, compostos com substituição catecólica no anel B

– dois grupos –OH em posições orto adjacentes, como na quercetina e no ácido cafeico

– apresentam estabilização do radical fenox́ılico por ressonância e quelação bidentada de

metais [45].

No contexto amazônico, fenólicos de espécies nativas têm concentrado atenção cres-

cente. Paes e colaboradores [44] documentaram fitoqúımicos de espécies amazônicas com

potencial nefroprotetor, evidenciando a amplitude das bioatividades associadas a fenóli-

cos da região. Já havia-se demonstrado que frutos amazônicos apresentam capacidade

antioxidante superior à de muitos frutos temperados comercialmente consolidados – evi-

dência que reforça 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 são pigmentos terpenoides lipossolúveis, de coloração amarela a

vermelha, biossintetizados por plantas, algas e microrganismos fotossintéticos. Seu esque-

leto básico é um tetraterpenoide de 40 carbonos – exceto no caso de diapocarotenoides

como bixina e norbixina, de 25 carbonos –, constrúıdo por condensação de unidades de

isopreno (C5). A caracteŕıstica estrutural mais relevante é a cadeia central de duplas

ligações carbono-carbono conjugadas (cadeia poliênica), responsável tanto pela absorção

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

A atividade antioxidante dos carotenoides manifesta-se principalmente pela capaci-

dade de desativar o oxigênio singlete (1O2) por transferência de energia f́ısica, convertendo-

o à forma tripleta menos reativa. Esse mecanismo é especialmente eficaz em ambientes

liṕıdicos, como membranas celulares e emulsões alimentares. Além disso, carotenoides

podem reagir com radicais peroxila e interromper cadeias de peroxidação liṕıdica, es-

pecialmente em baixas pressões parciais de oxigênio. Carotenoides com anel β-ionona

não substitúıdo – β-caroteno, α-caroteno e β-criptoxantina – apresentam adicionalmente

atividade pró-vitamı́nica A [49].

A lipofilicidade intŕınseca e a sensibilidade da cadeia poliênica a agentes oxidantes,

luz UV e calor constituem as principais limitações tecnológicas do grupo. Isomerização

trans�cis, epoxidação e clivagem oxidativa da cadeia resultam em perdas de cor, ativi-

dade biológica e valor nutricional – reações favorecidas durante extração com solventes

polares e processamentos com calor e oxigênio. Isso reforça a necessidade de condições

extrativas controladas (como NADES com UAE em temperatura moderada) e de sistemas

de proteção pós-extração como a encapsulação [40,48].

2.4 Espécies Amazônicas Estudadas

A Amazônia concentra estimativas de 10 a 15% da biodiversidade vegetal global.

A valorização de espécies nativas por meio de tecnologias de extração sustentável repre-

senta estratégia de alto impacto para o desenvolvimento econômico regional com base na

conservação da sociobiodiversidade – eixo que, no Brasil, encontra amparo legal na Lei

nº 13.123/2015 e no Decreto nº 8.772/2016, que regulamentam o acesso ao patrimônio
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genético e ao conhecimento tradicional associado [28, 29]. Bixa orellana e Genipa ame-

ricana inserem-se nesse contexto como espécies com perfis bioativos bem caracterizados,

relevância cultural estabelecida e potencial tecnológico ainda em expansão, tendo ambas

sido destacadas como fontes de corantes naturais de grande importância para o território

amazônico [50].

2.4.1 Bixa orellana

Bixa orellana L. (Bixaceae), conhecida como urucum, annatto ou colorau, é uma

espécie arbustiva nativa da América tropical amplamente cultivada na região Amazônica.

A domesticação do urucum a partir de Bixa urucurana na Amazônia foi documentada

por Moreira e colaboradores em 2015 [51], que relacionaram sua diversificação genética a

processos de seleção por populações ind́ıgenas ao longo de milênios – dado que reforça o

componente de conhecimento tradicional associado ao uso da espécie. Os frutos (figura

2.2) são cápsulas com espinhos moles que encerram sementes cobertas por uma camada de

células secretoras ricas em pigmentos carotenoides – de onde são extráıdos os compostos

de maior interesse industrial.

Os compostos bioativos mais importantes de B. orellana são a bixina e a norbixina,

carotenoides de estrutura at́ıpica. Diferentemente da maioria dos carotenoides de 40 car-

bonos, bixina e norbixina são diapocarotenoides de 25 carbonos, formados pela clivagem

oxidativa da cadeia poliênica do β-caroteno. A bixina possui um grupo metil éster em

uma extremidade e um grupo carbox́ılico livre na outra, conferindo-lhe caráter lipof́ılico e

coloração alaranjada intensa. A norbixina, obtida por saponificação da bixina, apresenta

dois grupos carbox́ılicos livres e é mais hidrof́ılica – caracteŕıstica explorada em aplicações

aquosas e em emulsões [42].

A bixina corresponde a 70–80% dos pigmentos totais das sementes e é utilizada

como corante natural (código E160b/INS 160b) em queijos, margarinas, sobremesas, sal-

gadinhos e bebidas. A crescente demanda por substitutos de corantes sintéticos, impul-

sionada por pressão regulatória e preferência do consumidor, combinada às evidências de

bioatividade dos carotenoides do urucum (atividade antioxidante, antiproliferativa e anti-

inflamatória), intensifica a busca por tecnologias extrativas mais eficientes e seguras. A

extração convencional com hexano e acetona ou soluções alcalinas apresenta limitações de
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segurança e sustentabilidade que os NADES e HDES buscam superar, mantendo a capa-

cidade de dissolver os compostos bioativos sem alterar suas caracteŕısticas e melhorando

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

Figura 2.2 - Frutos e sementes de urucum (Bixa orellana).

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Além de bixina e norbixina, sementes de B. orellana contêm tocotrienóis (formas

de vitamina E), compostos fenólicos (ácido gálico, ácido elágico, catequinas), fitoesteróis

e terpenoides. Essa complexidade fitoqúımica significa que a extração com NADES pode

potencialmente capturar múltiplas classes de compostos simultaneamente, ampliando o

perfil bioativo e tecnológico do extrato obtido em relação às extrações seletivas com sol-

ventes convencionais.
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2.4.2 Genipa americana

Genipa americana L. (Rubiaceae), conhecida como jenipapo, é uma espécie arbórea

com ampla distribuição na Amazônia, 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 é utilizado por diversas etnias ind́ıgenas amazônicas como corante permanente para

pintura corporal e de tecidos, o que confere à espécie relevância cultural singular e destaca

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

Figura 2.3 - Frutos de jenipapo (Genipa americana).

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Do ponto de vista fitoqúımico, os iridoides são os compostos de maior interesse

cient́ıfico de G. americana. Os iridoides são monoterpenoides glicosilados de estrutura
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bićıclica, dos quais o genipośıdeo é o mais abundante nos frutos. A hidrólise enzimática

do genipośıdeo gera a genipina, um agliconeo de alta reatividade qúımica, em contato com

grupos amino livres de aminoácidos, protéınas ou quitosana, a genipina forma espontane-

amente pigmentos azul-escuros por reações de cross-linking intermolecular que envolvem

abertura do anel e polimerização [52]. Essa propriedade posiciona a genipina como agente

de reticulação natural em sistemas de encapsulação, substituindo reagentes sintéticos tó-

xicos como o glutaraldéıdo, e representa um dos principais diferenciais tecnológicos da

espécie.

Além dos iridoides, frutos de G. americana contêm ácidos fenólicos (clorogênico,

neoclorogênico), flavonoides (rutina, quercetina), ácido ascórbico e ácidos orgânicos que

contribuem para o perfil antioxidante total da espécie. Rufino e colaboradores [47] confir-

maram a elevada capacidade antioxidante do jenipapo entre espécies frut́ıferas brasileiras

não tradicionais. Foram inclúıdos fitoqúımicos de espécies amazônicas correlatas no escopo

de compostos com bioatividades emergentes, evidenciando a continuidade do interesse ci-

ent́ıfico na região. A diversidade qúımica de G. americana – compostos de polaridades

distintas, desde iridoides polares até flavonoides de polaridade intermediária – é argu-

mento adicional a favor do uso de NADES como solventes de extração capazes de cobrir

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

2.5 Encapsulação e Digestibilidade de Compostos Bioativos

A extração de compostos bioativos com NADES representa a primeira etapa de um

processo mais amplo de desenvolvimento de ingredientes funcionais. Os extratos obtidos

frequentemente contêm compostos instáveis em condições de processamento e armaze-

namento, com biodisponibilidade oral limitada ou caracteŕısticas sensoriais indesejáveis.

A encapsulação surge como estratégia integradora que protege os compostos extráıdos,

controla sua liberação no trato gastrointestinal e aumenta sua bioacessibilidade.

2.5.1 Encapsulação de Compostos Bioativos

A encapsulação consiste no aprisionamento de um material ativo – denominado

núcleo ou fase interna – em uma estrutura protetora chamada parede ou material en-

capsulante. O objetivo principal é proteger o núcleo contra degradação qúımica e f́ısica
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durante o processamento, o armazenamento e a passagem pelo trato gastrointestinal. Os

mecanismos de degradação que a encapsulação busca minimizar incluem a oxidação liṕı-

dica – especialmente relevante para carotenoides –, a foto-oxidação, a hidrólise ácida em

pH gástrico e as reações de Maillard. A barreira f́ısica do material de parede retarda a

difusão de oxigênio, umidade e pró-oxidantes em direção ao núcleo, estendendo a vida útil

do bioativo [53,54].

Além da proteção, a encapsulação pode mascarar sabores ou aromas indesejáveis,

converter extratos ĺıquidos em pós de fácil manuseio, melhorar a dispersibilidade de com-

postos lipof́ılicos em sistemas aquosos e controlar a taxa e o espaço de liberação no trato

gastrointestinal. A secagem por aspersão (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 part́ıculas e ampla disponibilidade

de equipamentos em escala industrial [54].

2.5.2 Materiais de Parede em Sistemas Encapsulados

A seleção do material de parede é determinante para as propriedades funcionais

das part́ıculas encapsuladas. Os critérios de escolha incluem compatibilidade qúımica com

o núcleo, capacidade de formação de filme ou matriz coesa, solubilidade nas condições de

processo, estabilidade durante o armazenamento e perfil de liberação desejado no trato

gastrointestinal [53].

A maltodextrina é um produto de hidrólise parcial do amido, constitúıdo por ca-

deias de glicose de grau de polimerização variável, caracterizado pelo equivalente de dex-

trose (DE). Apresenta alta solubilidade em água, baixa viscosidade em concentrações de

uso (facilitando a atomização), excelente capacidade de formação de matriz amorfa du-

rante a secagem por aspersão, baixo custo e ampla disponibilidade. Sua principal limitação

é a baixa atividade emulsificante intŕınseca, o que pode comprometer o encapsulamento

de compostos lipof́ılicos na ausência de agentes emulsificantes auxiliares [54].

A goma arábica (GA) é um polissacaŕıdeo 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 ácido glucurônico, associados

a uma fração proteica de 2–3% denominada arabinogalactana-protéına – confere à GA
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propriedades emulsificantes e de estabilização coloidal únicas. A fração proteica ancora-se

na interface óleo-água, enquanto as cadeias polissacaŕıdicas formam um filme viscoelástico

que impede coalescência e oxidação das got́ıculas liṕıdicas [54].

A combinação de maltodextrina e goma arábica é uma das formulações de parede

mais estudadas para encapsulação de pigmentos lipof́ılicos. Essa combinação aproveita

a complementaridade entre a capacidade de formação de matriz da maltodextrina e a

capacidade emulsificante da GA, resultando em part́ıculas com maior eficiência de encap-

sulação e melhor estabilidade oxidativa do núcleo do que os materiais isolados. Estudos

com carotenoides de matrizes tropicais confirmaram que proporções de 1:1 a 3:1 de mal-

todextrina e GA produzem part́ıculas com morfologia regular, baixa permeabilidade ao

oxigênio e boa retenção de pigmentos durante o armazenamento [54,55].

2.5.3 Liberação dos Compostos Bioativos

A liberação de compostos bioativos a partir de sistemas encapsulados é governada

por três mecanismos principais, atuando simultaneamente em graus variáveis: (a) difusão

do núcleo pela matriz polimérica – predominante em matrizes densas e não solúveis,

obedecendo à primeira lei de Fick; (b) dissolução ou erosão da parede – dominante em

sistemas produzidos com polissacaŕıdeos hidrossolúveis, como maltodextrina e GA, que

absorvem água progressivamente ao entrar em contato com o meio gastrointestinal; e (c)

ruptura f́ısica ou qúımica da cápsula por variações de pH, temperatura ou compressão

mecânica [54,55].

A taxa de dissolução da parede é senśıvel ao pH, temperatura e força iônica do

meio, permitindo projetar sistemas com liberação preferencial em segmentos espećıficos

do trato gastrointestinal. A goma arábica apresenta relativa resistência à digestão péptica

em condições ácidas, tornando-a especialmente adequada em sistemas bipartidos com

maltodextrina para liberação intestinal preferencial de compostos fenólicos e carotenoides.

Para carotenoides, a liberação na porção duodenal/jejunal – onde sais biliares concentram-

se para emulsificação liṕıdica – é determinante para a bioacessibilidade [48,54].
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2.5.4 Digestibilidade In Vitro

Os modelos de digestão simulada in vitro são 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

estático padronizado pelo INFOGEST [56], e atualizado na versão INFOGEST 2.0 [57],

representa o padrão metodológico atual para digestão in vitro de alimentos. A versão 2.0

incorpora refinamentos para aumentar a fidelidade fisiológica, incluindo a etapa oral com

amilase e ajustes nas condições de bile e pancreatina intestinal, permitindo comparação

direta de resultados entre diferentes grupos de pesquisa.

A fase gástrica é conduzida com pepsina em pH 2,0 a 3,0 por 2 horas, simulando

o ambiente ácido e proteoĺıtico do estômago. Para fenólicos, essa fase pode promover

hidrólise parcial de ésteres e glicośıdeos, liberando formas mais facilmente absorv́ıveis.

Para carotenoides, o pH ácido não degrada diretamente o pigmento, mas a ausência de

sais biliares limita a solubilização 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 ação hidroĺıtica e

a emulsificação no intestino delgado – fase em que a solubilização micelar dos carotenoides

e a absorção de fenólicos são predominantemente avaliadas [57].

A bioacessibilidade é definida como a fração do composto bioativo que, após a di-

gestão simulada, encontra-se na fração micelar solúvel do digerido e, portanto, dispońıvel

para absorção pelo epitélio intestinal. Para compostos lipof́ılicos como carotenoides, esse

parâmetro depende criticamente da formação de micelas mistas com sais biliares, monoa-

cilgliceróis e ácidos graxos livres. A presença de liṕıdios no sistema de encapsulação pode

aumentar substancialmente a bioacessibilidade de carotenoides, por favorecer a formação

de micelas ricas em pigmento durante a digestão intestinal. Estudos com pigmentos de

matrizes tropicais indicam que a encapsulação com maltodextrina e GA pode aumentar

a bioacessibilidade de carotenoides em 2 a 5 vezes em relação ao extrato bruto e proteger

fenólicos da degradação gástrica, aumentando a fração dispońıvel na fase intestinal [54,57].



Caṕıtulo 3

Seleção e caracterização de
solventes eutéticos naturais para
a extração de compostos bioativos
de Bixa orellana e Genipa americana

3.1 Introdução

A obtenção de compostos bioativos a partir de matrizes vegetais depende direta-

mente da escolha do solvente de extração, que condiciona tanto o rendimento quanto o

perfil qualitativo do extrato. Solventes orgânicos convencionais, como metanol, hexano

e acetona, são utilizados nesse contexto, mas apresentam limitações bem documentadas:

toxicidade, volatilidade elevada, geração de reśıduos nocivos e restrições regulatórias cres-

centes para aplicações alimentares e farmacêuticas [10]. Essa realidade tem impulsionado

a busca por alternativas mais seguras e ambientalmente compat́ıveis, entre as quais os sol-

ventes eutéticos naturais (NADES, do inglês Natural Deep Eutectic Solvents) se destacam

nas últimas duas décadas.

Os NADES são misturas de dois ou mais componentes naturais — geralmente um

aceptor e um doador de ligações de hidrogênio — que formam ĺıquidos com ponto de

fusão inferior ao de cada constituinte isolado [7, 8]. Sua composição tipicamente inclui

açúcares, ácidos orgânicos, aminoácidos, poliálcoois e sais de amônio quaternário, todos

de origem biológica e com baixa toxicidade. Essas caracteŕısticas conferem aos NADES

um perfil favorável à extração de biomoléculas, conciliando seletividade, biodegradabili-

dade e compatibilidade com matrizes alimentares e farmacológicas [13, 58]. Contudo, o

desempenho extrativo de um NADES não é universal: ele varia de acordo com a polari-

dade do sistema, a razão molar entre os componentes, o teor de água incorporado e as

propriedades estruturais dos compostos-alvo [10]. Sistemas com alta polaridade, como
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cloreto de colina:glicerol ou betáına:ácido ćıtrico, mostram melhor desempenho para com-

postos fenólicos e antocianinas, enquanto formulações menos polares são mais adequadas

para carotenoides e compostos lipof́ılicos [59].

Essa dependência de variáveis f́ısico-qúımicas torna a seleção do sistema solvente

uma etapa cŕıtica antes de qualquer processo de otimização. A avaliação preliminar de

diferentes NADES, por meio de análises de fenóis totais, carotenoides e capacidade anti-

oxidante dos extratos obtidos, funciona como uma triagem necessária 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 caracterização estrutural dos NADES, permitindo confirmar a formação de interações

intermoleculares — sobretudo ligações de hidrogênio entre os componentes da mistura —

e verificar a identidade e a estabilidade do sistema formado [59, 60]. O deslocamento de

bandas caracteŕısticas, especialmente na região de estiramento O–H (∼3000–3600 cm−1)

e de deformação C=O (∼1700 cm−1), em relação aos espectros dos componentes puros, é

evidência direta da formação da rede supramolecular que define o comportamento euté-

tico.

No contexto amazônico, Bixa orellana L. (urucum) e Genipa americana L. (jeni-

papo) são espécies de reconhecido valor biológico. A primeira se destaca como fonte de

carotenoides — em especial bixina e norbixina — além de apresentar flavonoides e ácidos

fenólicos em sementes e folhas com atividades antioxidante, antimicrobiana e antidiabé-

tica documentadas [19,61]. A segunda contém iridoides, ácidos fenólicos e polissacaŕıdeos

com atividades antioxidante, antiproliferativa e neuroprotetora, encontrados em polpa,

casca e folhas do fruto [22, 23, 62]. Apesar do potencial comprovado dessas espécies, os

estudos voltados à extração verde de seus compostos bioativos ainda são escassos, e a

aplicação de NADES nessas matrizes permanece praticamente inexplorada. Faria e co-

laboradores [63] demonstraram que o método de extração influencia diretamente o perfil

fenólico do jenipapo, o que reforça a pertinência de investigar solventes alternativos para

essa espécie.

Até o momento, não foram identificados estudos que comparem sistematicamente

diferentes formulações de NADES para a extração de bioativos de B. orellana e G. ame-

ricana, especialmente em abordagem comparativa e com foco regional amazônico. Essa
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lacuna justifica a proposta deste caṕıtulo, cujos objetivos são avaliar preliminarmente

o efeito de diferentes sistemas NADES e sistemas controle na extração de carotenoides,

compostos fenólicos e atividade antioxidante de B. orellana e G. americana; e selecionar

os sistemas eutéticos mais promissores com base no desempenho extrativo, estabelecendo

o fundamento necessário para as etapas subsequentes de otimização.

3.2 Materiais

3.2.1 Reagentes Qúımicos

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), ácido lático (85.0 - 90.0% da Synth), D-sorbitol (97% da Dinâmica Qúımica®),

e glicerol (⩾99.0% da Sigma-Aldrich). Além disso, foram empregados etanol (99.5% da

Nuclear) e metanol (99.8% da Dinâmica Qúımica®) para a preparação de solventes hidro-

alcoólicos, os quais foram utilizados a fim de comparar o efeito de solventes convencionais

e mais verdes nos ensaios.

As informações detalhadas sobre os reagentes são apresentadas na tabela 3.1. Tam-

bém foram utilizados reagentes de grau anaĺıtico para a determinação de compostos bio-

ativos e avaliação da atividade antioxidante.

Tabela 3.1 - Descrição dos reagentes qúımicos.

Reagentes
Peso Molar
(g.mol−1)

Fabricante Nº CAS
Pureza∗

(%)

Ácido L-Lático 90,08 Synth 79-33-4 85.0 - 90.0

Álcool Et́ılico Absoluto 46,07 Nuclear 64-17-5 99.5

Álcool Met́ılico 32,04 Dinâmica Qúımica® 67-56-1 99.8
Cloreto de Colina 139,62 Sigma-Aldrich 67-48-1 ⩾ 99.0
D-Sorbitol 182,17 Dinâmica Qúımica® 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 Bixa orellana L. (urucum)

e Genipa americana L. (jenipapo), escolhidas em função 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 variação no perfil de compostos

de interesse em função do estágio de maturação. 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 Métodos

3.3.1 Preparação das Amostras

Após a coleta, os frutos foram selecionados manualmente para remoção de partes

deterioradas, lavados em água corrente e submetidos à secagem superficial com papel

absorvente. Em seguida, foram acondicionados em freezer doméstico para conservação

até o processamento.

Posteriormente, as amostras foram submetidas a pré-tratamento. Para o urucum,

as sementes foram separadas manualmente do envoltório. O jenipapo verde foi tritu-

rado integralmente (casca, polpa e sementes) em equipamento Thermomix® TM6, até

obtenção de material homogêneo.

As amostras processadas foram acondicionadas em sacos de polietileno e armaze-

nadas a –18°C até a liofilização. O processo foi conduzido em liofilizador Enterprise I,

operando entre –30 e –40°C, sob vácuo de aproximadamente 400 µHg, com o objetivo de

preservar compostos bioativos senśıveis ao calor.

Após a liofilização, o material foi móıdo em moedor elétrico até obtenção de pó,

sendo posteriormente armazenado em temperatura ambiente, ao abrigo da luz, para mi-

nimizar degradações oxidativas e fotossenśıveis.
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3.3.2 Preparação dos Solventes Eutéticos Naturais (NADES)

A preparação dos solventes eutéticos naturais profundos (NADES) foi realizada

por meio de aquecimento e agitação, conforme descrito na literatura [7,59,64–67]. Inicial-

mente, os componentes foram pesados de acordo com as proporções molares previamente

definidas e misturados.

As misturas foram submetidas a aquecimento a 80°C em banho metabólico Dubnoff

(AG-BMD), sob agitação constante, até a formação de soluções homogêneas e visualmente

ĺımpidas. Após resfriamento à temperatura ambiente, os NADES foram transferidos para

frascos de vidro hermeticamente fechados e armazenados até a utilização.

3.3.3 Extração dos Compostos Bioativos

3.3.3.1 Avaliação Preliminar

A extração dos compostos bioativos foi realizada utilizando solventes eutéticos

naturais (NADES), com condições espećıficas para cada matriz vegetal.

Para Bixa orellana L. (urucum), visando a extração de carotenoides, foram utili-

zados 0,3 g de amostra para 10 mL de NADES. A extração foi conduzida a 70 °C por

40 minutos em banho metabólico Dubnoff (AG-BMD), sob agitação. Após o processo,

as amostras foram resfriadas à temperatura ambiente e centrifugadas a 4500 rpm por 10

minutos (Centŕıfuga Digital Refrigerada Multirotores 20000-NM-BI, Daiki), sendo o so-

brenadante coletado e armazenado em frascos de vidro, sob refrigeração e ao abrigo da

luz.

Para Genipa americana L. (jenipapo), visando a extração de compostos fenólicos,

foram utilizados 0,5 g de amostra para 10 mL de NADES. A extração foi realizada a

50 °C por 40 minutos, sob as mesmas condições de agitação, seguida de resfriamento,

centrifugação e armazenamento conforme descrito anteriormente.

Os procedimentos foram baseados em protocolos da literatura [63, 68–71], com

adaptações nas condições de temperatura, razão sólido:solvente e tempo de extração, bem

como na utilização de NADES como solvente.
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3.3.4 Determinação de Compostos Bioativos e Ensaios Antioxidantes

A determinação dos compostos bioativos foi realizada por meio da quantificação

de compostos fenólicos totais, carotenoides totais e da atividade antioxidante pelos en-

saios DPPH e FRAP. As análises espectrofotométricas foram conduzidas em triplicata

utilizando espectrofotômetro de microplacas (EPOCH2, Biotek).

Os ensaios antioxidantes empregados nesta etapa foram selecionados com o objetivo

de realizar uma avaliação preliminar dos extratos, sendo posteriormente ampliados nas

etapas de otimização e aplicação descritas nos caṕıtulos subsequentes.

3.3.4.1 Teor de Fenólicos Totais (TPC)

O conteúdo total de compostos fenólicos é uma medida da concentração de
compostos fenólicos em uma determinada amostra, que são metabólitos secun-
dários em plantas conhecidas por suas propriedades antioxidantes [72].

O teor de fenólicos totais foi determinado utilizando o reagente Folin-Ciocalteu,

conforme descrito por Krecisz [73], com adaptações. Para o preparo, foi utilizada uma

solução de Folin-Ciocalteu, que atua como agente oxidante, e uma solução de bicarbonato

de sódio, que fornece e mantem o meio alcalino - de forma a deixar a reatividade maior e

a reação numa faixa ótima. Neste ensaio, os elementos -OH dos fenóis interagem com os

ı́ons oxidantes, sendo percept́ıvel visualmente a mudança de coloração da reação entre o

verde amarelado fluorescente para o verde azulado escuro.

Primeiramente, foram preparadas as soluções de Folin-Ciocalteu (5 mL de reagente

em 50 mL de água destilada) e de NaHCO3 (6 g de bicarbonato de sódio em 100 mL de

água destilada). A análise conduziu-se em microplacas de 96 poços com a diluição de

20 µL da amostra em 150 µL da solução de Folin-Ciocalteu, mantida em repouso, sem

incidência de luz, por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 150 µL da solução de

bicarbonato de sódio e a mistura foi incubada por 90 minutos. A absorbância foi medida

a 750 nm em leitor de microplacas. Os resultados são expressos em equivalentes de ácido

gálico (GAE), com base em curva padrão de calibração previamente realizada utilizando

a equação de regressão de linear (equação 3.1) e o coeficiente de determinação (equação

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

R2 = 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 são compostos lipof́ılicos
amplamente distribúıdos na natureza, conhecidos por sua intensa coloração,
que varia do amarelo ao vermelho, e por desempenharem funções essenciais,
como a captação de luz para a fotosśıntese e a proteção celular contra o estresse
oxidativo [74].

A quantificação de carotenoides foi realizada com base no método descrito por De

Souza [75], com modificações. As amostras foram misturadas com água destilada e hexano

na proporção 1:5:6 (v/v/v) - nessa operação ocorre a separação de fases, de modo que

o hexano atue como imã para moléculas apolares lipof́ılicas -, seguidas de agitação em

vortex por 1 minuto. O sobrenadante foi coletado e a absorbância foi medida a 450 nm em

leitor de microplacas. Os resultados são expressos em equivalentes de β-caroteno (µg/mg),

com base em curva padrão de calibração previamente realizada utilizando a equação de

regressão de linear (equação 3.3) e o coeficiente de determinação (equação 3.4).

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

R2 = 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 orgânico estável am-
plamente utilizado na avaliação de atividades antioxidantes devido à sua cor
roxa intensa e propriedades paramagnéticas. Esse composto funciona como um
agente redox ativo, reagindo com antioxidantes através da aceitação de elé-
trons ou átomos de hidrogênio, o que reduz seu caráter radical e provoca uma
mudança de coloração, do roxo para o amarelo, que pode ser medida quanti-
tativamente. O ensaio DPPH, portanto, é uma técnica eficaz para medir a
capacidade dos antioxidantes de neutralizar esse radical, resultando em uma
diminuição na absorbância em um comprimento de onda espećıfico, refletindo
diretamente o poder antioxidante 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 adaptações. Uma solução metanólica de DPPH (100 M) foi

preparada, e 10 µL da amostra foram adicionados a 190 µL dessa solução. A mistura foi

incubada em ambiente escuro por 30 minutos à temperatura ambiente. A absorbância foi

medida a 515 nm em leitor de microplacas. Os resultados são expressos em equivalentes

de Trolox (µM Trolox/ml), com base em curva padrão de calibração previamente realizada

utilizando a equação de regressão de linear (equação 3.5) e o coeficiente de determinação

(equação 3.6).

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

R2 = 0,9949 (3.6)

3.3.4.4 Ensaio Capacidade Antioxidante por Redução Férrica (FRAP)

A capacidade antioxidante de redução férrica (FRAP) é um ensaio que mede
a capacidade dos antioxidantes de reduzir os ı́ons férricos (Fe3+) em ı́ons fer-
rosos (Fe2+). No ensaio FRAP, um reagente de derivatização é preparado,
normalmente em uma solução tampão, que reage com antioxidantes em uma
amostra. A mudança de cor resultante, devido à formação de um complexo
colorido, é medida espectrofotometricamente, fornecendo uma avaliação quan-
titativa da capacidade antioxidante total da amostra [84].

O poder antioxidante por redução 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 tampão acetato a 300 mM - que

mantem a solução em pH ácido -, 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 reação e estabilizador

da solução - e 2,5 mL de FeCl3 a 20 mM - agindo como substrato que vai ser reduzido

(radical livre). A absorbância máxima do ensaio encontra-se no ph ácido, sendo este o

motivo para ocorrer o controle com a solução tampão. Na placa de 96 poços, 9 µL de

cada amostra foram adicionados a 27 µL de água destilada e 270 µL do reagente FRAP.

A leitura foi feita imediatamente a 595 nm em leitor de microplacas. Os resultados são

expressos em equivalentes de sulfato ferroso (µM Fe(II)/ml), com base em curva padrão

de calibração previamente realizada utilizando a equação de regressão de linear (equação

3.7) e o coeficiente de determinação (equação 3.8).

y = 0,0009x - 0,137 (3.7)

R2 = 0,997 (3.8)

3.3.5 Caracterização dos Solventes

3.3.5.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) é uma
técnica utilizada para caracterizar compostos com base em seus grupos funci-
onais, fornecendo informações estruturais detalhadas. Esse método envolve a
passagem de luz infravermelha pela amostra, onde diferentes comprimentos de
onda são seletivamente absorvidos, promovendo transições vibracionais nas li-
gações qúımicas presentes. O espectro resultante, que representa a intensidade
da luz absorvida em função do comprimento de onda, atua como uma “impres-
são digital”qúımica, permitindo a identificação precisa das moléculas [87].

A caracterização dos NADES foi realizada por espectroscopia no infravermelho

com transformada de Fourier acoplada ao módulo de reflexão total atenuada (FTIR-

ATR), utilizando o espectrofotômetro Agilent Cary 630 FTIR com cristal de seleneto de

zinco (ZnSe). As análises foram conduzidas na faixa espectral de 680 a 4000 cm−1, com

resolução adequada para a identificação dos principais grupos funcionais presentes nos

sistemas mais promissores.
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3.3.6 Análise Estat́ıstica

A análise estat́ıstica dos dados foi realizada utilizando o software R (versão 4.4.3).

Inicialmente, foi aplicada análise de variância (ANOVA) para verificar a existência

de diferenças significativas entre os tratamentos. Quando identificadas diferenças estatisti-

camente significativas, foi utilizado o teste de comparação múltipla LSD (Least Significant

Difference), com ajuste de Bonferroni para controle do erro do tipo I associado a múltiplas

comparações, considerando ńıvel de significância de 5%.

Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão. Para representação

gráfica, foi utilizado o erro padrão da média, com o objetivo de evidenciar a precisão das

estimativas.

3.4 Resultados e Discussão

Neste tópico, serão apresentados os resultados da fase preliminar, indicando o efeito

de extração de carotenoides e compostos fenólicos de Bixa orellana e Genipa americana

com solventes eutéticos naturais (NADES). Serão discutidas as influências das caracte-

ŕısticas f́ısico-qúımicas desses NADES na recuperação desses compostos, destacando os

sistemas com melhor desempenho para cada classe de bioativos.

3.4.1 Avaliação Preliminar

Para a avaliação preliminar, foram selecionados 8 (oito) sistemas extrativos eviden-

ciados na figura 3.1, sendo eles 6 (cinco) NADES e 2 (dois) hidroalcoólicos, considerando as

suas caracteŕısticas f́ısico-qúımicas e potencial de solubilização de compostos bioativos. As

misturas eutéticas escolhidas foram timol:ácido lático (Thy:Lac), cloreto de colina:ácido

lático (ChCl:Lac), cloreto de colina:glicerol (ChCl:Gly), glicerol:ácido lático (Gly:Lac),

sorbitol:ácido lático (Sor:Lac) - todos esses na proporção 1:2 - e por último, cloreto de

colina:sorbitol (ChCl:Sor) na proporção 4:1. Na escolha dos solventes convencionais, para

servir como parâmetro de desempenho, foram preparados uma solução etanólica (EtOH

50%) (v/v) e uma solução metanólica (MeOH 80%) (v/v).

Os sistemas eutéticos selecionados para esta avaliação diferem entre si em composi-
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ção e polaridade, o que determina sua aptidão para extrair diferentes classes de compostos

bioativos. O sistema Thy:Lac (1:2) pertence à categoria dos NADES do tipo V, formado

exclusivamente por moléculas neutras, em que o timol atua como aceptor e doador parcial

de ligações de hidrogênio, conferindo ao sistema um caráter hidrofóbico derivado de sua

estrutura terpênica aromática [88–90]. O ácido lático, por sua vez, funciona como doador

forte de ligações de hidrogênio por meio de seus grupamentos hidrox́ılico e carbox́ılico,

e sua acidez moderada pode favorecer a solubilização de compostos fenólicos em meios

levemente ácidos [65, 91]. A combinação desses dois componentes resulta em um sistema

anfif́ılico com regiões hidrofóbicas capazes de interagir com compostos lipof́ılicos, como

carotenoides [66,68].

Os sistemas baseados em cloreto de colina (ChCl:Lac, ChCl:Gly e ChCl:Sor) são

classificados como tipo III. O ChCl atua como aceptor de ligações de hidrogênio por meio

de sua estrutura iônica e do grupo hidroxila presente, formando misturas eutéticas estáveis

com doadores de múltiplos grupos –OH, como glicerol, sorbitol e ácido lático [59, 67, 92].

A elevada polaridade desses sistemas os torna adequados para a extração de compostos

fenólicos e antocianinas, além de favorecer a estabilização de compostos hidrof́ılicos por

interações eletrostáticas [70]. Os sistemas Gly:Lac e Sor:Lac, que não contêm componente

iônico, dependem de interações HBD–HBD entre os poliálcoois e o ácido lático, resultando

em polaridade moderada e viscosidade relativamente elevada — fatores que condicionam

seu efeito extrativo, como discutido nas subseções seguintes. Os solventes convencionais

EtOH 50% e MeOH 80% foram inclúıdos como referência 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 Extração de Carotenoides Totais

Foram testados sete sistemas extrativos para a extração de carotenoides de Bixa

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 às leituras ĺıquidas após

subtração dos respectivos brancos (sistemas extrativos sem amostra vegetal). O melhor

desempenho foi obtido com o sistema Thy:Lac (1:2), que alcançou 685,31 µg/mg, único

sistema classificado com letra “a”pela análise de comparação múltipla (tabela 3.2), carac-

terizando superioridade estat́ıstica clara sobre todos os demais avaliados (figura 3.2). Esse

resultado é coerente com o caráter hidrofóbico do sistema, o timol é um terpenoide fenólico

com estrutura apolar que cria regiões de compatibilidade qúımica com carotenoides lipo-

f́ılicos, como a bixina e a norbixina, principais pigmentos das sementes de urucum [19,61].

O ácido lático, por sua vez, estabiliza a mistura por ligações de hidrogênio 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 influência da polaridade e

da composição de cada solvente sobre a extração de compostos lipof́ılicos (figura 3.3). O

Gly:Lac (1:2) posicionou-se como segundo (230,87 µg/mg, letra “b”), superando o MeOH

80% (217,53 µg/mg, letra “c”) — resultado relevante porque se trata de um sistema sem

componente iônico, formado exclusivamente pela interação entre dois HBDs. A posição

intermediária do Gly:Lac pode ser atribúıda ao caráter anfif́ılico do glicerol, cujos três

grupos hidroxila permitem interações com regiões polares, enquanto a cadeia carbônica

oferece alguma compatibilidade com compostos moderadamente apolares [93]. A acidez

moderada do ácido lático pode também facilitar a ruptura de interações entre carotenoides

e a matriz celular, auxiliando na liberação dos compostos durante a extração [65].

O MeOH 80% (letra “c”) apresentou rendimento de 217,53 µg/mg, estatisticamente

superior ao ChCl:Lac e aos demais NADES baseados em cloreto de colina. Esse desem-

penho é atribúıdo à menor fração aquosa da mistura metanólica (apenas 20% de água),

que proporciona um ambiente mais adequado para a dissolução de compostos lipof́ılicos

do que as formulações com alta densidade de grupos polares. O menor tamanho molecu-

lar do metanol também favorece a penetração celular e o acesso aos plast́ıdeos onde os

carotenoides são armazenados nas sementes [10]. O fato de o MeOH superar os sistemas
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com ChCl é interessante, embora o cloreto de colina amplie a capacidade extrativa de

compostos hidrof́ılicos, seu caráter fortemente iônico e hidrof́ılico parece desfavorecer a

extração de compostos apolares como carotenoides.

Figura 3.3 - Desempenho de diferentes sistemas extrativos aplicados à Bixa 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 µg/mg, respectivamente), sem diferença significativa entre si. Em ambos os casos,

a presença do cloreto de colina como componente majoritário contribui para a elevada

polaridade do sistema, limitando a compatibilidade com moléculas lipof́ılicas [59]. A

semelhança de desempenho entre os dois sistemas, apesar da diferença de HBD (ácido

lático vs. sorbitol), sugere que o fator determinante nesse ńıvel de rendimento é a presença

do cloreto de colina, não o doador de hidrogênio empregado. O sistema ChCl:Gly (1:2)

apresentou o menor desempenho entre os NADES (125,53 µg/mg, letra“e”), a combinação

do caráter iônico 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 µg/mg, letra “f”), resultado coerente com

sua alta fração aquosa (50% de água), que representa a principal barreira para a dissolução

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

Sistemas Concentração Média (µg/mg) ± SD
Thy:Lac 1:2 685,31 ± 8,33a

Gly:Lac 1:2 230,87 ± 0,00b

MeOH 80% 217,53 ± 0,66c

ChCl:Lac 1:2 204,20 ± 0,67d

Sor:Lac 1:2 199,53 ± 0,66d

ChCl:Gly 1:2 125,53 ± 0,66e

EtOH 50% 53,53 ± 0,66f

Os resultados estão apresentados como média ± desvio padrão. Diferenças 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 diferenças significativas
entre os tratamentos.

Os resultados obtidos são consistentes com a literatura para sistemas hidrofóbicos.

Reportou-se que o NADES ChCl:Gly (1:4) alcançou 303,62 µg/g em folhas frescas de

palmeira (Elaeis guineensis), superando o MeOH 80% no mesmo estudo, o que converge

com a tendência observada aqui de que NADES com maior proporção de componente

poliol favorecem a extração de carotenoides [59]. A razão molar 1:4, com proporção

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 relação

ao ChCl:Gly 1:2 deste estudo.

Estudos com sistemas análogos ao Thy:Lac, à base de mentol, reportaram valores

substancialmente inferiores: Tanriver obteve entre 3,08 e 13,43 µg/mg em espinafre com

L-mentol:ácido acético [94], e Sportiello indicou boa eficiência do DL-mentol:ácido lático

em cascas de abóbora [68]. A diferença de magnitude em relação ao resultado aqui obtido

é atribúıvel, em grande parte, à natureza da matriz vegetal - sementes de B. orellana são

ricas em bixina e norbixina, carotenoides de alta concentração nessa espécie, o que favorece

rendimentos superiores independentemente do solvente [61]. Demonstrou-se ainda que a

razão sólido/ĺıquido (S/L) impacta significativamente a eficiência, com rendimento de até

342,13 µg/g com S/L de 1:20, sugerindo que a otimização de parâmetros operacionais

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

Foram testados (figura 3.4) sete sistemas extrativos para a extração de compos-

tos fenólicos 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 às leituras ĺıquidas após subtração dos respectivos brancos. O melhor de-

sempenho foi observado com o sistema ChCl:Lac (1:2), que alcançou 324,79 mg GAE/g.

Essa combinação se destaca pela forte capacidade do ácido lático de formar ligações de

hidrogênio com grupos funcionais de compostos fenólicos e pela contribuição do cloreto de

colina, que, por seu caráter iônico, pode interagir eletrostaticamente com compostos po-

lares, promovendo maior solubilização e estabilização desses bioativos em solução [70,91].

Os sistemas Gly:Lac (1:2) e Sor:Lac (1:2) foram avaliados, mas produziram valores

abaixo do limite de detecção do método, sendo registrados como não detectados (ND) na

tabela 3.3. Esses resultados são consistentes com a ausência de componente iônico nesses

sistemas, sem o cloreto de colina, a rede de interações dispońıvel para estabilizar compostos

fenólicos polares é limitada a ligações de hidrogênio HBD-HBD entre os poliálcoois e o

ácido lático, o que pode ser insuficiente para mobilizar e reter os compostos de interesse do

jenipapo em concentração detectável [7,59]. Esses dois sistemas foram exclúıdos do gráfico

comparativo (figura 3.5) e do cálculo estat́ıstico por não gerarem valores quantificáveis.
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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 presença do glicerol, com três grupos hidroxila, contribui para

a formação de uma extensa rede de ligações de hidrogênio capaz de interagir com com-

postos fenólicos polares [95]. O rendimento ligeiramente inferior ao do ChCl:Lac pode ser

atribúıdo à maior viscosidade do sistema ChCl:Gly, o que pode restringir a difusão dos

compostos durante a extração.

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

Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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O sistema ChCl:Sor (4:1) apresentou 249,28 mg GAE/g (letra “c”). A proporção

4:1 foi adotada porque, em razões molares equimolares ou com maior teor de sorbitol, a

mistura não atingia consistência adequada para o manuseio nas etapas anaĺıticas, com-

prometendo a reprodutibilidade. A maior proporção de cloreto de colina nessa formulação

pode, em contrapartida, ter reduzido a capacidade de solvatação dos compostos fenólicos

em relação aos sistemas com maior proporção de HBD, explicando seu posicionamento

abaixo do ChCl:Gly.

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

Sistemas Concentração Média (mg GAE/g) ± SD
ChCl:Lac 1:2 324,793 ± 0,345a

ChCl:Gly 1:2 282,379 ± 0,345b

ChCl:Sor 4:1 249,276 ± 0,345c

MeOH 80% 28,931 ± 0,345d

EtOH 50% 14,804 ± 0,327e

Sor:Lac 1:2 ND
Gly:Lac 1:2 ND

Os resultados estão apresentados como média ± desvio padrão. Diferenças 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 diferenças significativas
entre os tratamentos. ND: não detectado (valores negativos, abaixo do limite de detecção 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 detectável, com 14,80 mg GAE/g. A superiori-

dade expressiva dos NADES baseados em ChCl em relação aos solventes convencionais é

coerente com o caráter iônico e a elevada capacidade de formação de ligações de hidrogê-

nio desses sistemas, caracteŕısticas que favorecem a interação com a estrutura polar dos

compostos fenólicos [70,91].

O efeito dos NADES na extração de compostos fenólicos varia de acordo com a

composição do sistema e a natureza do material vegetal. Observou-se que sistemas à

base de colina, como ChCl:Lac e ChCl:Gly, se destacaram na extração de compostos

fenólicos, 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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diferenças no perfil fenólico das duas matrizes vegetais [96].

3.4.1.3 Ensaio de Atividade Antioxidante DPPH

No ensaio de DPPH, foram avaliados extratos de urucum (Bixa orellana) — com

sete sistemas extrativos — e jenipapo (Genipa americana) — com sete sistemas. Todos os

valores reportados correspondem às leituras ĺıquidas após subtração 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 detectável, sendo todos

registrados como ND (tabela 3.4). Esse resultado é consistente com a composição fitoqúı-

mica do fruto verde, o jenipapo coletado em estágio imaturo apresenta perfil dominado

por iridoides glicosilados — como geniposśıdeo e genipośıdeo — e ácidos fenólicos conju-

gados, compostos com capacidade limitada de sequestro de radicais pelo mecanismo de

transferência de átomo de hidrogênio (HAT), principal mecanismo envolvido no ensaio

DPPH [22, 63]. Esse comportamento não implica ausência de atividade antioxidante na

espécie, mas indica que os compostos predominantes no fruto verde não apresentam rea-

tividade suficiente frente ao radical DPPH nas condições e concentrações utilizadas nesta

triagem.

Para o urucum, três dos sete sistemas testados — MeOH 80%, EtOH 50% e Sor:Lac

(1:2) — resultaram em valores não detectáveis (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 extráıdo teores relevantes de ca-

rotenoides no TCC (217,53 e 199,53 µg/mg, respectivamente), é coerente com a baixa

reatividade dos carotenoides frente ao mecanismo HAT (Transferência de Átomo de Hi-

drogênio) - esses compostos atuam principalmente como antioxidantes por desativação de

oxigênio singlete e transferência de elétrons [19,61], mecanismos não captados pelo ensaio

DPPH. Isso reforça que os compostos responsáveis pela atividade antioxidante detectada

nos sistemas positivos pertencem a outra classe qúımica — provavelmente compostos fe-

nólicos de baixo peso molecular extráıdos preferencialmente pelos sistemas que contêm

ChCl ou glicerol.
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Figura 3.6 - Desempenho de diferentes sistemas extrativos aplicados à Bixa 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 µM Trolox/mL, letra “a”), seguido pelo Thy:Lac

(1:2) com 599,08 ± 15,07 µM Trolox/mL (letra“b”). Os sistemas ChCl:Lac (1:2) e Gly:Lac

(1:2) não diferiram significativamente entre si (ambos com letra“c”), com médias de 379,08

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

Sistemas Concentração Média (µM Trolox/mL) ± SD

U

ChCl:Gly 1:2 903,25 ± 2,50a

Thy:Lac 1:2 599,08 ± 15,07b

ChCl:Lac 1:2 379,08 ± 85,31c

Gly:Lac 1:2 243,25 ± 52,92c

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

J

ChCl:Gly 1:2 ND
ChCl:Lac 1:2 ND
ChCl:Sor 4:1 ND
Gly:Lac 1:2 ND
Sor:Lac 1:2 ND
MeOH 80% ND
EtOH 50% ND

Os resultados estão apresentados como média ± desvio padrão. Diferenças 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 diferenças significativas
entre os tratamentos. J: jenipapo; U: urucum. ND: não detectado (valores negativos, abaixo do limite
de detecção do método).

O desempenho do ChCl:Gly no DPPH pode ser atribúıdo à combinação da alta

densidade de grupos hidroxila do glicerol, que favorecem a transferência de hidrogênio

para o radical DPPH, e da maior compatibilidade do extrato polar com o meio meta-

nólico do ensaio [91]. Esse bom desempenho no DPPH não se reflete no TCC, onde

o ChCl:Gly apresentou o menor rendimento em carotenoides (125,53 µg/mg) entre os

NADES. Essa dissociação confirma que são distintas as classes de compostos extráıdas

de forma preferencial por cada sistema - o ChCl:Gly, por sua elevada polaridade, favo-

rece compostos fenólicos de baixo peso molecular com alta reatividade frente ao DPPH,

enquanto o Thy:Lac, por seu caráter hidrofóbico, 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 intŕınseca pelo

mecanismo HAT [97] e os resultados foram obtidos após subtração do branco, o valor

reportado reflete exclusivamente a contribuição dos compostos transferidos da matriz ve-

getal. Essa atividade é compat́ıvel com a presença de compostos fenólicos nas sementes

de B. orellana — como tocoferóis e ácidos fenólicos — que podem ser co-extráıdos pelo
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sistema hidrofóbico junto aos carotenoides [19].

3.4.1.4 Ensaio de Atividade Antioxidante FRAP

No ensaio de FRAP, foram avaliados extratos de urucum (Bixa orellana) e jenipapo

(Genipa americana) evidenciados na figura 3.7 com diferentes combinações de NADES

e solventes hidroalcoólicos, revelando variações significativas na capacidade antioxidante,

de acordo com a tabela 3.5. Para o urucum, os sistemas Thy:Lac (1:2) e EtOH 50% apre-

sentaram as maiores capacidades redutoras de ferro, com 2619,63 e 2481,85 µM Fe(II)/ml,

respectivamente, sem diferença 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 µM Fe(II)/ml).

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

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Essa configuração merece atenção, o MeOH 80%, que foi o segundo sistema mais

eficiente no TCC (217,53 µg/mg), apresentou o menor valor em FRAP — resultado apa-

rentemente contraditório, dado que carotenoides contribuem para a redução de Fe3+ em

Fe2+. Uma explicação plauśıvel é que o FRAP, sendo um ensaio de redução iônica condu-

zido em tampão ácido, é particularmente senśıvel a compostos fenólicos e ácidos orgânicos

com potencial redutor [84]. Os sistemas NADES à base de ácido lático (Thy:Lac, Sor:Lac,

Gly:Lac) contêm esse componente intrinsecamente redutor, cuja contribuição foi avaliada

nos respectivos brancos e subtráıda. Contudo, a diferença de matriz dos extratos — na-

tureza lipof́ılica no Thy:Lac vs hidroalcoólica no MeOH — pode influenciar a taxa de
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reação com o reagente FRAP e, consequentemente, o sinal obtido. A presença do timol,

composto fenólico com potencial redutor documentado [97], também pode contribuir para

o valor elevado do Thy:Lac, mesmo após subtração do branco, caso alguma fração do

timol co-extráıda da matriz não seja completamente separada pelo protocolo utilizado.

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

Sistemas Concentração Média(µM Fe(II)/ml)) ± SD

U

ChCl:Gly 1:2 1419,63 ± 365,00ab

ChCl:Lac 1:2 1055,56 ± 107,77b

EtOH 50% 2481,85 ± 967,22a

Gly:Lac 1:2 1126,67 ± 128,89b

MeOH 80% 826,67 ± 123,33b

Sor:Lac 1:2 1626,67 ± 282,22ab

Thy:Lac 1:2 2619,63 ± 480,55a

J

ChCl:Gly 1:2 1074,44 ± 292,22b

ChCl:Lac 1:2 649,63 ± 69,44b

ChCl:Sor 4:1 1027,78 ± 347,78b

EtOH 50% 1083,33 ± 345,55b

Gly:Lac 1:2 597,77 ± 54,44b

MeOH 80% 872,96 ± 262,78b

Sor:Lac 1:2 720,00 ± 118,89b

Os resultados estão apresentados como média ± desvio padrão. Diferenças 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 diferenças 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 µM Fe(II)/ml (Gly:Lac) a 1083,33 µM Fe(II)/ml (EtOH 50%).

A ausência de diferenças significativas indica que os sistemas extrativos avaliados são

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 ausência de atividade detectável no DPPH para a mesma

espécie, e reforça a hipótese de que o perfil fitoqúımico do jenipapo verde — dominado

por iridoides glicosilados com baixo potencial redutor — limita a expressão de atividade

antioxidante nestes ensaios [62, 63]. A ausência de diferença entre NADES e solventes

convencionais para o jenipapo também sugere que as vantagens estruturais dos sistemas

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

3.4.1.5 Análise Integrada dos Parâmetros de Extração e Atividade Antioxidante

A avaliação conjunta dos quatro parâmetros — 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 dependência do efeito extrativo tanto da composi-

ção do solvente quanto da natureza f́ısico-qúımica dos compostos-alvo e dos mecanismos

envolvidos em cada ensaio.

Para o urucum (Bixa orellana), o Thy:Lac (1:2) destacou-se claramente na extração

de carotenoides (685,311 µg/mg; único sistema com letra “a”no TCC). Contudo, esse

mesmo sistema não liderou o DPPH, onde o ChCl:Gly (1:2) apresentou o maior valor

(903,25 µM Trolox/mL). Paralelamente, três sistemas que extráıram carotenoides com

rendimento moderado a bom — MeOH 80%, EtOH 50% e Sor:Lac (1:2) — apresentaram

ND no DPPH. Esse padrão de dissociação é conceitualmente coerente - carotenoides como

a bixina atuam principalmente via desativação de oxigênio singlete e transferência de

elétrons, mecanismos pouco captados pelo ensaio DPPH, que é senśıvel ao mecanismo

HAT [19,61]. Os sistemas com atividade positiva no DPPH (ChCl:Gly, Thy:Lac, ChCl:Lac

e Gly:Lac) são exatamente aqueles que, por polaridade ou caráter anfif́ılico, favorecem a

co-extração de compostos fenólicos 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 à base de ácido lático pode ser parcialmente

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

Para o jenipapo (Genipa americana), a hierarquia de extração de fenólicos foi clara

no TPC (ChCl:Lac > ChCl:Gly > ChCl:Sor >> MeOH > EtOH), mas não gerou ati-

vidade antioxidante detectável em nenhum dos sete sistemas avaliados no DPPH, nem

diferenciação estatisticamente significativa no FRAP. Esse desacoplamento aponta para

a composição fitoqúımica do fruto verde - iridoides glicosilados e ácidos fenólicos conju-

gados são eficientemente extráıdos 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 são eficientes na mobilização
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de compostos polares da matriz, o que pode ter relevância em aplicações onde a extração

seletiva é o critério principal.

Em conjunto, esses resultados orientam a seleção dos sistemas mais promissores -

o Thy:Lac (1:2) para a recuperação de carotenoides do urucum, e o ChCl:Lac (1:2) para

compostos fenólicos do jenipapo. A superioridade geral dos NADES sobre os solventes

convencionais — especialmente para o urucum — reforça o potencial desses sistemas como

alternativas sustentáveis de extração para matrizes amazônicas.

3.4.2 Seleção dos NADES Mais Promissores

Com base nos resultados da avaliação preliminar de extração de compostos bioa-

tivos, foram selecionadas duas combinações de NADES para a caracterização posterior.

O sistema Thy:Lac (1:2) foi escolhido como principal para a extração de carotenoides do

urucum (Bixa orellana), devido ao seu desempenho superior, alcançando 685,311 µg/mg,

o maior valor entre todos os sistemas testados. Esse resultado destaca a afinidade desse

sistema com compostos hidrofóbicos, como os carotenoides, beneficiando-se das caracte-

ŕısticas apolares do timol e da interação eficaz do ácido lático com as moléculas alvo.

Além disso, o sistema ChCl:Lac (1:2) foi selecionado como principal para a extração

de compostos fenólicos, dado seu desempenho consistente para compostos fenólicos em

jenipapo (Genipa americana), com 324,793 mg GAE/g. Essa versatilidade é atribúıda

à combinação equilibrada de cloreto de colina, que estabiliza compostos polares, e ácido

lático, que facilita a formação de ligações de hidrogênio.

3.4.3 Análise Espectroscópica (FTIR)

A caracterização dos sistemas Thy:Lac (1:2) e ChCl:Lac (1:2) por FTIR-ATR teve

como objetivo identificar alterações nos grupos funcionais dos componentes puros que se-

jam coerentes com o estabelecimento de interações intermoleculares nas misturas binárias.

A técnica não confirma a formação de um sistema eutético em sentido termodinâmico es-

trito — tarefa que exigiria calorimetria diferencial de varredura e ressonância magnética

nuclear —, mas fornece evidências funcionais da reorganização intermolecular por meio

do monitoramento de deslocamentos de bandas caracteŕısticas.
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Figura 3.8 - Perfis espectrais de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) de timol, ácido lático
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 região O–H apresentou o

deslocamento mais expressivo, a banda foi detectada em 3304,07 cm−1 no sistema binário,

representando um deslocamento de aproximadamente 76 cm−1 para frequências menores

em relação ao ácido lático puro (3379,98 cm−1), cuja absorção O–H coincide praticamente

com a do timol (3380,71 cm−1). Deslocamentos nessa direção indicam enfraquecimento

da ligação O–H intramolecular pelo estabelecimento de ligações de hidrogênio intermo-

leculares, coerente com a natureza dos dois componentes - o timol possui grupo fenólico

doador de hidrogênio, enquanto o ácido lático dispõe de grupamentos carbox́ılico e hidro-

x́ılico, funcionando simultaneamente como doador e aceptor. Esse padrão é consistente

com o descrito para sistemas hidrofóbicos baseados em timol, nos quais Maduka [98] e

Martins [99] reportam deslocamentos análogos na banda O–H atribúıdos à formação de

rede de ligações de hidrogênio entre o grupo fenólico do timol e os śıtios aceptores do

componente parceiro.
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Tabela 3.6 - Posições das bandas de absorção no infravermelho (cm−1) e deslocamentos espectrais dos
componentes puros e do sistema Thy:Lac (1:2).

Região Ácido lático Timol Thy:Lac (1:2) ∆ (cm−1)
O–H 3379,98 3380,71 3304,07 −75,91a

C–H 3034,05 3071,33 2996,78 −74,55b

C=O 1662,39 ND 1669,85 +7,45a

C=C ND 1550,57 1550,57 0,00b

C–O 1162,93 1334,39 1021,29 NDc

a ∆ calculado em relação ao ácido lático puro. b ∆ calculado em relação ao timol puro. c Bandas C–O
de origens vibracionais distintas nos dois componentes (estiramento C–O fenólico no timol; C–O
alifático associado aos grupamentos carbox́ılico e hidrox́ılico no ácido lático); deslocamento não
interpretado como marcador de interação espećıfica. ND: não detectado, componente sem absorção
caracteŕıstica nessa região.

Não foram identificados estudos com caracterização FTIR espećıfica do par ti-

mol:ácido lático, o que confere caráter original à presente análise. A banda C=O, iden-

tificada em 1662,39 cm−1 no ácido lático puro, deslocou-se apenas 7,45 cm−1 no sistema

binário (1669,85 cm−1) — variação próxima à margem de resolução instrumental —, su-

gerindo que a participação do grupamento carbońılico nas interações é mais limitada do

que a do O–H, possivelmente porque o timol não oferece śıtios aceptores com afinidade

comparável à do cloreto de colina [100,101].

Figura 3.9 - Perfis espectrais de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) de cloreto de colina,
ácido lático 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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binário foi detectada em 3304,68 cm−1, resultando em deslocamento de 75,30 cm−1 em

relação ao ácido lático puro (3379,98 cm−1). Esse valor é próximo ao reportado por Fanali

[101] para o mesmo sistema — aproximadamente 3301 cm−1 —, diferença de apenas 3,68

cm−1, o que fortalece a interpretação de que o deslocamento reflete um padrão reprodut́ıvel

de reorganização da rede de ligações de hidrogênio. A banda C=O deslocou-se de 1662,39

cm−1 no ácido lático puro para 1699,67 cm−1 no sistema binário (+37,27 cm−1), sugerindo

que o grupamento carbońılico, que no estado puro participava de interações com grupos

O–H vizinhos, torna-se relativamente mais livre no sistema binário, pois os grupos O–H do

ácido lático estabelecem interações preferenciais com os śıtios do cloreto de colina [101].

A região C–N deslocou-se de 991,47 cm−1 no ChCl puro para 916,93 cm−1 no sistema

binário (74,55 cm−1), alteração coerente com mudanças no ambiente eletrostático ao redor

do nitrogênio quaternário em sistemas iônicos misturados com doadores de hidrogênio

[100,102,103].

Tabela 3.7 - Posições das bandas de absorção no infravermelho (cm−1) e deslocamentos espectrais dos
componentes puros e do sistema ChCl:Lac (1:2).

Região Ácido lático ChCl ChCl:Lac (1:2) ∆ (cm−1)
O–H 3379,98 3356,01 3304,68 −75,30a

C–H 3034,05 3034,05 2966,96 −67,09a

C=O 1662,39 ND 1699,67 +37,27a

C–N ND 991,47 916,93 −74,55b

C–O 1162,93 1162,93 1118,20 −44,73a

a ∆ calculado em relação ao ácido lático puro. Para C–H e C–O, ácido lático e ChCl apresentam
absorções coincidentes. b ∆ calculado em relação ao cloreto de colina puro, componente ao qual a banda
C–N é atribúıda exclusivamente. ND: não detectado, componente sem absorção caracteŕıstica nessa
região.

Em ambos os sistemas, o deslocamento expressivo da banda O–H para menores

frequências constitui o indicador mais robusto de reorganização intermolecular, sendo

consistente com a formação de ligações de hidrogênio entre os componentes [99, 104].

Para o Thy:Lac, esse padrão — combinado com a estabilidade relativa do C=O — sugere

que as interações ocorrem predominantemente pelo grupamento hidrox́ılico, conferindo ao

sistema um caráter anfif́ılico funcionalmente compat́ıvel com a solubilização de compostos

apolares como os carotenoides de Bixa orellana. Para o ChCl:Lac, a convergência entre

os dados obtidos e os reportados na literatura [100,101], aliada às alterações no C=O e no
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C–N, constrói um padrão espectral internamente coerente com a formação de um sistema

polar e hidrof́ılico, adequado à interação com compostos fenólicos de Genipa americana.

3.5 Conclusões

A avaliação preliminar conduzida neste caṕıtulo 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 Bixa

orellana, o sistema hidrofóbico Thy:Lac (1:2) superou todos os demais sistemas avalia-

dos na extração de carotenoides, incluindo os solventes convencionais, o que é coerente

com a afinidade estrutural entre o timol e compostos lipof́ılicos como bixina e norbixina.

Para Genipa americana, os sistemas baseados em cloreto de colina extráıram compostos

fenólicos em concentrações expressivamente superiores às obtidas com as soluções hidroal-

coólicas, com o ChCl:Lac (1:2) apresentando o melhor desempenho — resultado atribúıvel

à combinação de ligações de hidrogênio e interações iônicas que favorecem a solubilização

de compostos polares.

Os ensaios antioxidantes reforçaram essa leitura e acrescentaram um dado relevante

- a atividade detectada nos extratos de urucum não acompanhou proporcionalmente o

rendimento em carotenoides, indicando que compostos de outras classes, co-extráıdos de

forma seletiva por determinados sistemas, são os principais responsáveis pela resposta

nos ensaios DPPH e FRAP. Para o jenipapo verde, a ausência de atividade antioxidante

detectável foi consistente em todos os sistemas e é atribúıvel ao perfil fitoqúımico da espécie

nesse estágio de maturação, não a limitações dos solventes. A caracterização por FTIR-

ATR realça a existência de reorganização intermolecular nos dois sistemas selecionados,

com padrões de deslocamento na região O–H coerentes com a formação de redes de ligações

de hidrogênio e funcionalmente compat́ıveis com o comportamento extrativo observado.

Os resultados obtidos indicam que NADES formulados com componentes de origem

natural são capazes de igualar ou superar solventes orgânicos convencionais na extração de

bioativos de espécies amazônicas, com desempenho dependente da adequação entre com-

posição do sistema e natureza dos compostos-alvo. Essa correspondência, demonstrada

comparativamente para duas matrizes vegetais e duas classes distintas de compostos, con-

tribui para o entendimento de como propriedades f́ısico-qúımicas dos NADES condicionam
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sua aplicabilidade extrativa — informação relevante para o desenvolvimento de protocolos

de extração verde em matrizes da biodiversidade regional.



Caṕıtulo 4

Aplicação da metodologia de
superf́ıcie de resposta na
otimização da extração de

compostos bioativos com solventes
eutéticos naturais

4.1 Introdução

O Caṕıtulo 3 desta dissertação apresentou a seleção e a caracterização dos solven-

tes eutéticos naturais Thy:Lac (timol:ácido láctico) e ChCl:Lac (cloreto de colina:ácido

láctico) como candidatos adequados para a extração de compostos bioativos de matrizes

amazônicas. Identificadas as formulações, a etapa seguinte consiste em determinar as

condições operacionais que maximizam a eficiência do processo extrativo. A escolha do

solvente, por si só, não garante resultados ótimos, variáveis como temperatura, tempo de

extração e razão sólido-ĺıquido interagem entre si e influenciam diretamente o rendimento

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

A otimização das condições de extração 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 são mantidos

fixos —, a análise tende a ignorar as interações entre as variáveis, o que pode levar a

condições subótimas e conclusões imprecisas [105, 106]. A metodologia de superf́ıcie de

resposta (RSM, do inglês Response Surface Methodology) apresenta-se como alternativa

estatisticamente robusta, pois permite avaliar simultaneamente múltiplas variáveis e suas

interações com um número reduzido de experimentos [107,108].

Entre os designs experimentais associados à RSM, o Box–Behnken design (BBD)
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tem sido adotado em estudos de otimização de extração com NADES. Trata-se de um

design de segunda ordem com três ńıveis por fator, que não inclui os vértices do cubo

fatorial, sendo eficiente quanto ao número de corridas experimentais e adequado quando

os pontos extremos da faixa estudada são indesejáveis ou de dif́ıcil execução [107, 109].

Estudos recentes demonstraram que o BBD combinado à RSM modela com precisão a

influência de variáveis como concentração de água no NADES, temperatura e tempo de

extração sobre o rendimento de compostos fenólicos e a atividade antioxidante [110,111].

As respostas analisadas neste caṕıtulo compreendem o conteúdo de fenóis totais e

carotenoides totais, e de forma complementar, a atividade antioxidante avaliada por três

ensaios: DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), ABTS (2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-

ácido sulfônico) e FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). A combinação dessas mé-

tricas reflete a diversidade dos mecanismos antioxidantes nos extratos, enquanto DPPH

e ABTS quantificam a capacidade de sequestro de radicais livres por transferência de

elétron e de hidrogênio, o FRAP avalia a capacidade redutora total [112, 113]. A inclu-

são de carotenoides como variável resposta amplia o escopo anaĺıtico, dado o interesse

crescente nesses pigmentos como bioativos com propriedades antioxidantes e potencial em

aplicações aliment́ıcias e cosméticas.

Além da otimização das condições de processo, este caṕıtulo inclui a caracteri-

zação espectroscópica dos extratos otimizados por espectroscopia no infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR). Essa análise complementa os dados quantitativos ao

identificar os grupos funcionais presentes nos extratos e evidenciar as interações molecu-

lares estabelecidas entre os constituintes dos NADES e os compostos extráıdos [114]. A

estabilidade de pH dos NADES Thy:Lac e ChCl:Lac e a estabilidade de cor dos extratos

otimizados também são 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 ionização dos compostos fenólicos e a solubilidade de carotenoi-

des, enquanto alterações de cor podem indicar degradação oxidativa ou polimerização dos

compostos de interesse [114,115].

Diante do exposto, este caṕıtulo aplica o BBD associado à RSM para otimizar as

condições de extração com os NADES Thy:Lac e ChCl:Lac a partir de matrizes ama-

zônicas, tendo como respostas o conteúdo de fenóis 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 Qúımicos

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), ácido lático (85.0 - 90.0% da Synth). As informações detalhadas sobre os reagen-

tes são apresentadas na tabela 4.1. Todos os reagentes utilizados foram de grau anaĺıtico,

sendo empregados também nas determinações de compostos bioativos e avaliação da ati-

vidade antioxidante.

Tabela 4.1 - Descrição dos reagentes qúımicos escolhidos para os NADES.

Reagentes
Peso Molar
(g.mol−1)

Fabricante Nº CAS
Pureza∗

(%)

Ácido L-Lático 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 Bixa orellana L. (urucum) e Genipa americana

L. (jenipapo), coletadas na zona urbana de Manaus, Amazonas, conforme descrito no

Caṕıtulo 3 (Seção 3.2.2). Para este estudo, foram considerados diferentes estágios de

maturação, conforme previamente estabelecido.

4.3 Métodos

4.3.1 Preparação das Amostras

A preparação das amostras seguiu o procedimento descrito no Caṕıtulo 3 (Seção

3.3.1), incluindo etapas de seleção, higienização, pré-tratamento e liofilização.
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De forma resumida, as amostras de Bixa orellana L. foram submetidas à separa-

ção manual das sementes, enquanto Genipa americana L. foi triturada integralmente até

obtenção de material homogêneo. Após liofilização, o material foi móıdo e armazenado ao

abrigo da luz até utilização.

4.3.2 Preparação dos Solventes Eutéticos Naturais (NADES)

Os NADES foram preparados conforme metodologia descrita no Caṕıtulo 3 (Seção

3.3.2), por meio de aquecimento e agitação dos componentes nas proporções molares

estabelecidas.

De forma resumida, as misturas foram aquecidas a 80°C sob agitação até obtenção

de soluções homogêneas, sendo posteriormente resfriadas e armazenadas até a utilização.

4.3.3 Planejamento Experimental Box-Behnken

O planejamento experimental Box-Behnken (BBD) é um tipo de design de
superf́ıcie de resposta que permite explorar de forma eficiente os efeitos de
múltiplas variáveis em uma variável de resposta com o mı́nimo de ensaios
experimentais. Ele é 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 categóricos. Para ser
aplicado, o Box-Behnken requer três ńıveis (1, 0, 1) e pode acomodar de 3 a
21 fatores, sendo calculado pela equação 4.1, onde N é o número total de ex-
perimentos, k é o número de fatores e C é o número de repetições nos pontos
centrais, que aumentam a precisão 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 combinações de condições experimentais, consi-

derando três variáveis independentes (tabelas 4.2 e 4.3): proporção dos componentes do

solvente (1:1, 1:2 e 2:1), tempo de extração (30, 45 e 60 minutos) e temperatura de extra-

ção (50, 60 e 70°C).

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

condições experimentais que resultaram em 17 combinações (tabelas 4.2 e 4.3). As variá-
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Tabela 4.2 - Variáveis independentes e ńıveis utilizados no planejamento Box-Behnken (BBD) para oti-
mização da extração com os NADES ChCl:Lac e Thy:Lac.

Variável Independente Nı́vel -1 Nı́vel 0 Nı́vel +1
ChCl:Lac
Concentração (Proporção Molar) 1:1 1:2 2:1
Tempo (Minutos) 30 45 60
Temperatura (°C) 50 60 70
Thy:Lac
Concentração (Proporção Molar) 1:1 1:2 2:1
Tempo (Minutos) 30 45 60
Temperatura (°C) 50 70 90

veis independentes foram: proporção dos componentes do solvente (1:1, 1:2 e 2:1), tempo

de extração (30, 45 e 60 minutos) e temperatura de extração (50, 70 e 90°C). A faixa

de temperatura mais elevada em relação ao ChCl:Lac reflete as diferenças nas proprie-

dades f́ısico-qúımicas do Thy:Lac, que requer condições mais enérgicas para promover a

solubilização e a transferência de massa dos compostos bioativos.

Tabela 4.3 - Matriz do planejamento Box-Behnken (BBD) para otimização da extração com o NADES
ChCl:Lac e Thy:Lac, com os valores das variáveis 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
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Para a extração de carotenoides, pesou-se 0,3 g da amostra de urucum para 10

mL de NADES. A extração foi em Banho Metabólico Dubnoff AG-BMD com sistema de

agitação incorporado. Após o processo de aquecimento e agitação, a amostra foi resfriada

à temperatura ambiente e submetida a uma etapa de centrifugação para separar o sobre-

nadante. A centrifugação foi conduzida na Centŕıfuga Digital Refrigerada Multirotores

20000-NM-BI Daiki a 4500 rotações por minuto (rpm) por 10 minutos. Após a centri-

fugação, o extrato foi coletado, armazenado em frasco de vidro e mantido em recipiente

fechado, sem incidência de luz, dentro da geladeira.

Para a extração de compostos fenólicos, pesou-se 0,5 g da amostra de jenipapo

para 10 mL de NADES. A extração foi realizada também em banho agitador, seguida

pelo mesmo processo de resfriamento e centrifugação descrito para a extração de carote-

noides. O extrato foi coletado e armazenado sob as mesmas condições, protegido da luz,

na geladeira.

O teor de carotenoides totais (TCC) e o teor de compostos fenólicos totais (TPC)

foram selecionados como variáveis de resposta, e o experimento foi conduzido considerando

três fatores e três ńıveis para obter resultados e otimizar o processo de extração. Essas

combinações permitirão avaliar a influência isolada e combinada desses fatores sobre o

rendimento dos bioativos. Os ńıveis selecionados para cada parâmetro foram definidos

com base em estudos prévios [68, 71], ajustados para as caracteŕısticas espećıficas das

espécies amazônicas e dos NADES desenvolvidos.

A análise dos dados experimentais foi realizada por meio do ajuste de modelos

polinomiais de segunda ordem (quadráticos), utilizando regressão múltipla, com avaliação

da significância dos termos e da adequação do modelo por análise de variância (ANOVA),

conforme o delineamento Box–Behnken empregado, com aux́ılio do Python.

4.3.4 Determinação de Compostos Bioativos e Ensaios Antioxidantes

A determinação dos compostos bioativos foi realizada por meio da quantificação de

compostos fenólicos totais, carotenoides totais e da atividade antioxidante pelos ensaios

DPPH, FRAP e ABTS, conforme metodologias descritas no Caṕıtulo 3 (Seção 3.3.4).

As análises foram conduzidas em triplicata, utilizando espectrofotômetro de mi-
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croplacas (EPOCH2, Biotek), sendo os resultados empregados como variáveis resposta no

planejamento experimental do tipo Box-Behnken.

4.3.4.1 Teor de Fenólicos Totais (TPC)

O teor de compostos fenólicos totais foi determinado conforme metodologia descrita

no Caṕıtulo 3 (Seção 3.3.4.1), sendo os resultados utilizados como variável resposta no

planejamento experimental.

4.3.4.2 Teor de Carotenoides Totais (TCC)

O teor de carotenoides totais foi determinado conforme metodologia descrita no

Caṕıtulo 3 (Seção 3.3.4.2), sendo os resultados utilizados como variável 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 Caṕıtulo 3 (Seção 3.3.4.3), sendo utilizada como resposta complementar na

avaliação das condições de extração obtidas pelo planejamento experimental.

4.3.4.4 Ensaio Capacidade Antioxidante por Redução Férrica (FRAP)

A atividade antioxidante pelo ensaio FRAP foi determinada conforme metodologia

descrita no Caṕıtulo 3 (Seção 3.3.4.4), sendo utilizada como resposta complementar na

avaliação das condições de extração obtidas pelo planejamento experimental.

4.3.4.5 Ensaio 2,2′-azino-bis(3-etilben zotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS)

O ácido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico) (ABTS) é um composto
utilizado para determinar a capacidade antioxidante total (TAC). Esse método
baseia-se na geração do radical metaestável ABTS�+, que apresenta intensa
coloração azul-esverdeada e pode ser eficientemente reduzido na presença de
antioxidantes. Essa redução provoca uma diminuição mensurável na absor-
bância em um comprimento de onda espećıfico, permitindo a quantificação
precisa da atividade antioxidante das amostras analisadas [117].

O método ABTS foi realizado segundo [47, 83, 118]. O radical ABTS�+ foi gerado

pela reação entre solução de ABTS (7 mM) e persulfato de potássio (140 mM). Para a
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formação do radical, 88 µL da solução de persulfato foram adicionados a 5 mL da solução

de ABTS, mantendo-se a mistura em repouso por 16 horas ao abrigo da luz. Após esse

peŕıodo, a solução foi dilúıda em etanol até obtenção de absorbância de 0,70 ± 0,05 a 750

nm.

A análise foi conduzida em microplacas de 96 poços, utilizando 2 µL da amostra

e 200 µL da solução de ABTS�+. Após incubação por 6 minutos ao abrigo da luz, a ab-

sorbância foi medida a 750 nm em leitor de microplacas. Os resultados são expressos em

equivalentes de Trolox (µM Trolox/ml), com base em curva padrão de calibração previa-

mente realizada utilizando a equação de regressão de linear (equação 4.2) e o coeficiente

de determinação (equação 4.3).

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

R2 = 0,9977 (4.3)

4.3.5 Caracterização dos Extratos

4.3.5.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A caracterização dos extratos foi realizada por espectroscopia no infravermelho com

transformada de Fourier acoplada ao módulo de reflexão total atenuada (FTIR-ATR),

conforme descrito no Caṕıtulo 3 (Seção 3.3.5.1).

As análises foram conduzidas na faixa espectral de 680 a 4000 cm−1.

4.3.6 Estabilidade dos Sistemas Extrativos e Extratos

4.3.6.1 pH

A avaliação 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 medições iniciais (0 dias) e ao longo

do primeiro mês (7, 14, 21 e 28 dias), seguidas por avaliações em peŕıodos mais longos

até o quinto mês de armazenamento (60, 90, 120 e 150 dias). As análises foram efetuadas
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à temperatura ambiente utilizando um pHmetro de bancada multiparâmetro da Mettler

Toledo, previamente calibrado. Para cada determinação, o eletrodo foi completamente

imerso na amostra, permanecendo em contato até a estabilização da leitura, momento

em que o valor de pH foi registrado. Após cada medição, o eletrodo foi cuidadosamente

lavado com água destilada e seco antes de sua reutilização em outras amostras. Todas

as análises foram realizadas em triplicata, sendo os resultados expressos como média dos

valores obtidos.

4.3.6.2 Colorimetria

A colorimetria é uma técnica utilizada para a quantificação objetiva da cor, ba-
seada em sistemas padronizados como o espaço CIELab, que descreve a cor em
três coordenadas: L* (luminosidade), a* (variação entre vermelho e verde) e b*
(variação entre amarelo e azul). Esse sistema permite a avaliação de diferen-
ças de cor entre amostras de forma reprodut́ıvel, sendo amplamente aplicado
no monitoramento de alterações visuais em sistemas aliment́ıcios e extratos
vegetais [119,120].

A caracterização da cor dos extratos otimizados foi realizada por meio das coor-

denadas L*, a* e b*, utilizando a escala CIELab, em espectrofotômetro DeltaVista 450G

(DeltaColor). As análises foram conduzidas após a obtenção dos extratos e ao longo do

armazenamento, em intervalos de 7 dias, durante 30 dias, com o objetivo de avaliar a

estabilidade visual. A variação total de cor (∆E) foi calculada a partir das diferenças

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

∆E∗ =
√
∆L∗2 + ∆a∗2 + ∆b∗2 (4.4)

4.4 Resultados e Discussão

Neste caṕıtulo, são apresentados os resultados da otimização das condições de ex-

tração de compostos bioativos de Bixa orellana e Genipa americana com os NADES

selecionados (Thy:Lac e ChCl:Lac), empregando o Box–Behnken design associado à me-

todologia de superf́ıcie de resposta (RSM). Serão discutidas as influências das variáveis

de processo — temperatura, tempo de extração e concentração — sobre o rendimento de

fenóis totais e carotenoides, definidos como respostas do modelo. Adicionalmente, a ativi-

dade antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP) será avaliada como resposta complementar, a
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fim de verificar a manutenção da funcionalidade dos extratos após a otimização. Também

serão abordadas a caracterização espectroscópica dos extratos otimizados por FTIR e a

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

4.4.1 Otimização da Extração por Metodologia de Superf́ıcie de Resposta

A seleção dos sistemas Thy:Lac para a extração de carotenoides de Bixa orellana

e ChCl:Lac para a extração de compostos fenólicos de Genipa americana, realizada no

caṕıtulo anterior, fundamentou a definição dos pontos experimentais explorados nesta

seção. As variáveis independentes avaliadas foram comuns a ambos os sistemas e são

descritas ao longo desta seção de forma genérica como: X1 (proporção molar do NADES

= 1:1, 1:2 e 2:1), X2 (temperatura de extração, em °C) e X3 (tempo de extração, 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

— diferença que reflete o caráter hidrofóbico do primeiro sistema, que requer condições

energéticas mais elevadas para promover a solubilização de carotenoides apolares como

bixina e norbixina, em contraste com a polaridade do ChCl:Lac, cujos compostos-alvo

fenólicos são mobilizados sob condições menos enérgicas [68, 70]. A faixa de X3 foi de

30 a 60 minutos em ambos os sistemas. A variável de resposta foi o teor de carotenoides

totais (TCC), expresso em equivalentes de β-caroteno (µg/mg), para o urucum, e o teor de

compostos fenólicos totais (TPC), expresso em equivalentes de ácido gálico (mg GAE/g),

para o jenipapo.

4.4.1.1 Ajuste e Validação dos Modelos

Carotenoides Totais — Bixa orellana / NADES Thy:Lac

O planejamento Box-Behnken foi composto por 17 ensaios para ambos os sistemas,

com três fatores avaliados em três ńıveis e cinco repetições no ponto central, permitindo o

ajuste de modelos polinomiais de segunda ordem. Para o TCC de Bixa orellana, o ponto

central foi fixado em X1 = 1:2, X2 = 70°C e X3 = 45 min. O modelo apresentou R2

= 0,9395 e R2 ajustado de 0,8618, indicando que a maior parte da variação experimen-

tal foi explicada pela equação ajustada. A diferença moderada entre os dois coeficientes

(∆ ≈ 0,08) é atribúıvel principalmente aos termos de interação, que não foram significa-
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tivos e contribuem pouco para a resposta, sem comprometer a validade geral do modelo.

O coeficiente de variação de 11,1% está dentro dos limites aceitáveis para processos de

extração de compostos bioativos [116], confirmando precisão experimental adequada.

Figura 4.1 - Gráfico Q-Q plot dos reśıduos do modelo quadrático ajustado para o teor de carotenoides
totais (TCC) de Bixa orellana extráıdos com o NADES Thy:Lac.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

O diagnóstico dos reśıduos pelo gráfico Q-Q plot (figura 4.1) mostrou distribuição

dos pontos próxima à reta de referência, sem desvios sistemáticos ou outliers eviden-

tes, indicando que o pressuposto de normalidade dos erros foi razoavelmente atendido e

sustentando a validade dos testes de significância realizados na ANOVA.

A equação quadrática ajustada para o TCC, em função das variáveis reais empre-

gadas no planejamento foi:

ŶTCC = − 1196,53 − 245,92X1 + 90,50X2 + 36,40X3 + 7,94X2
1

− 0,658X2
2 − 0,324X2

3 + 0,034X1X2 − 0,121X1X3 − 0,079X2X3

(4.5)

Compostos Fenólicos 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, condição adequada à faixa de temperatura do ChCl:Lac. O

modelo quadrático ajustado apresentou R2 = 0,8746 e R2 ajustado de 0,7133. A diferença

mais acentuada entre esses coeficientes (∆ ≈ 0,16) reflete que a resposta foi encaminhada

predominantemente por dois termos - X1 e X12, enquanto os demais contribúıram de forma

marginal. O coeficiente de variação foi de 7,8%, satisfatório para o sistema analisado. Os

cinco pontos centrais apresentaram variabilidade muito reduzida (desvio padrão < 0,2 mg

GAE/g), evidenciando alta reprodutibilidade do processo nessas condições.

Figura 4.2 - Gráfico Q-Q plot dos reśıduos do modelo quadrático ajustado para o teor de compostos
fenólicos totais (TPC) de Genipa americana extráıdos com o NADES ChCl:Lac.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Apesar do ajuste menos robusto em comparação ao modelo para carotenoides, os

resultados são adequados para identificar tendências e orientar a otimização dentro da

área estudada. O Q-Q plot dos reśıduos (figura 4.2) revelou distribuição geral próxima à

linearidade, com desvios mais percept́ıveis na cauda inferior - padrão atribúıvel ao forte

contraste entre a variabilidade quase nula dos pontos centrais e a dos demais ensaios, que

não compromete as conclusões principais do modelo.

A equação ajustada para o TPC foi:
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ŶTPC = − 1742,81 + 136,46X1 + 42,73X2 − 6,85X3 − 3,641X2
1

− 0,335X2
2 + 0,066X2

3 − 0,285X1X2 − 0,251X1X3 + 0,118X2X3

(4.6)

4.4.1.2 Efeito das Variáveis sobre a Extração

Carotenoides Totais — Bixa orellana / NADES Thy:Lac

A análise de variância individual identificou quatro termos estatisticamente signi-

ficativos ao ńıvel de 5%: X2 (p = 0,0004), X22 (p < 0,0001), X12 (p = 0,0007) e X1

(p = 0,0028). Os termos X3 (p = 0,0784) e X32 (p = 0,0701) ficaram próximos ao limiar

sem alcançá-lo, e nenhuma das interações binárias foi significativa (p > 0,51). O gráfico

de Pareto (figura 4.3) confirma essa hierarquia: X22, X2, X12 e X1 ultrapassaram a linha

de referência (tcrit = 2,36; α = 0,05; df = 7), enquanto os demais termos permaneceram

abaixo dela.

Figura 4.3 - Gráfico de Pareto dos efeitos padronizados (|t|) para o teor de carotenoides totais (TCC) de
Bixa orellana extráıdos com o NADES Thy:Lac.

*A linha tracejada indica o valor cŕıtico de t (α = 0,05; df = 7; tcrit = 2,36).
Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A co-dominância dos termos de X1 e X2 é consistente com o mecanismo de extra-
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ção do Thy:Lac: a proporção molar (X1) determina o balanço anfif́ılico do solvente e sua

compatibilidade com bixina e norbixina - compostos apolares que respondem à estrutura

do meio mais do que às condições cinéticas - , enquanto a temperatura (X2) é o fator

cinético determinante para sua mobilização a partir da matriz sólida de sementes de uru-

cum [61,68]. Esse padrão de co-dominância entre composição e temperatura é recorrente

em estudos de otimização de carotenoides com DES hidrofóbicos, Sportiello e colabora-

dores identificaram comportamento análogo para pigmentos de subprodutos de abóbora

com DES à base de mentol, com ambos os fatores atuando de forma independente e sem

interação significativa [68]. Em sistema eutético hidrofóbico para licopeno de reśıduo de

tomate, destacaram-se que a hidrofobicidade controlada pela composição do solvente é o

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

O coeficiente negativo de X1 (b1 = −245,92) com quadrático positivo (b11 = +7,94)

configura curvatura côncava para cima, com mı́nimo interno próximo à proporção 1:2

e resposta crescente em direção a 2:1. Esse comportamento é fisicamente coerente -

nessa proporção, o balanço entre as regiões hidrofóbicas do timol e os śıtios doadores do

ácido lático resulta em menor compatibilidade com os pigmentos carotenoides, conforme

indicado pelos deslocamentos da banda O-H observados no FTIR-ATR do sistema (∆ ≈

−75,91cm−1) [98, 99]. Para X2, o coeficiente linear positivo (b2 = +90,50) e quadrático

negativo (b22 = −0,658) descrevem parábola côncava para baixo, com máximo anaĺıtico

em torno de 68,8°C - próximo ao ponto ótimo previsto - , e a significância do par X2/X22

indica efeito não linear da temperatura, coerente com a termossensibilidade da bixina

documentada na literatura [61,68].

Compostos fenólicos totais — Genipa americana / NADES ChCl:Lac

Para o TPC, apenas X1 (p = 0,007) e X12 (p = 0,002) foram estatisticamente

significativos ao ńıvel de 5%. O gráfico de Pareto (figura 4.4) confirma essa dominância.

X12 (|t| ≈ 4,75) e X1 (|t| ≈ 3,77) são os únicos termos acima de tcrit = 2,36 (df = 7;

α = 0,05), enquanto X2, X22, X3 e todas as interações ficaram abaixo de 2,0, confirmando

que a composição do solvente foi o único fator determinante da resposta dentro do ponto

estudado.
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Figura 4.4 - Gráfico de Pareto dos efeitos padronizados (|t|) para o teor de compostos fenólicos totais
(TPC) de Genipa americana extráıdos com o NADES ChCl:Lac. A linha tracejada indica o valor cŕıtico
de t (α = 0,05; df = 7; tcrit = 2,36).

*A linha tracejada indica o valor cŕıtico de t (α = 0,05; df = 7; tcrit = 2,36).
Fonte: Elaborado pela autora (2026).

O coeficiente linear positivo de X1 (b1 = +136,46) e quadrático negativo (b11 =

−3,641) configuram parábola côncava para baixo, com máximo anaĺıtico univariado em

X1≈ 18,7. A dominância de X1 e X12 é coerente com o papel central da proporção

molar na capacidade extrativa do ChCl:Lac - a razão entre cloreto de colina e ácido

lático determina a disponibilidade de śıtios iônicos e de grupos doadores de ligações de

hidrogênio - identificados como os principais mecanismos de solubilização de compostos

fenólicos do jenipapo, conforme os deslocamentos C=O (+37,27 cm−1) e C-N (−74,55

cm−1) observados no FTIR-ATR do sistema ChCl:Lac [100,101].

Esse padrão está em concordância com o reportado por Fanali e colaboradores para

extração de compostos fenólicos de pele de avelã com o mesmo sistema ChCl:Lac, em que

a proporção molar foi o fator de maior impacto, com temperatura e tempo exercendo

contribuições secundárias [101]. Em otimização por RSM com NADES para fenólicos de

Pouteria lucuma, observaram-se resultado convergente, sugerindo que a dominância da

composição do solvente pode ser uma tendência geral em sistemas NADES hidrof́ılicos

aplicados a matrizes ricas em compostos fenólicos polares [108]. Vale destacar que o
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jenipapo verde não apresentou atividade antioxidante detectável 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 fenólicos conjugados - , sendo o TPC a variável

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

4.4.1.3 Superf́ıcies de Resposta e Interações entre Variáveis

Carotenoides totais — Bixa orellana / NADES Thy:Lac

As superf́ıcies de resposta para o TCC (figura 4.5) apresentaram comportamento

curviĺıneo nos eixos de X1 e X2, em concordância com os termos quadráticos 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 ńıvel intermediário

a alto, definindo uma região ótima bem delimitada. Essa temperatura ótima é próxima à

condição de 70°C utilizada na triagem preliminar, mas as superf́ıcies revelam que o ponto

de máximo real situa-se ligeiramente abaixo - detalhe não identificável a partir de um

experimento de condição única.

Na superf́ıcie X1 × X2 (figuras 4.5A e 4.5D), com X3 fixado em 45 min, a ausência

de interação significativa (p = 0,9245) indica que os efeitos de X1 e X2 são independentes.

A curvatura côncava para cima em X1 - com mı́nimo próximo à proporção 1:2 - combinada

com a curvatura côncava para baixo em X2 resulta em pico bem definido no eixo de

temperatura e resposta mais elevada no extremo superior do eixo de proporção. Na

superf́ıcie X1 × X3 (figuras 4.5B e 4.5E), com X2 em 70°C, X3 exerceu influência positiva

e gradual dentro da faixa estudada, sem decĺınio viśıvel até 60 min - sugerindo que o

limite experimental ainda não atingiu zona de equiĺıbrio cinético para os carotenoides

nessas condições, o que é compat́ıvel com o tempo ótimo previsto (44 min) ser ligeiramente

superior ao utilizado na triagem preliminar (40 min). Na superf́ıcie X2 × X3 (figuras 4.5C

e 4.5F), com X1 em 1:2, a região de maior resposta concentrou-se em X2 ≈ 65-70°C e

X3 ≈ 44-50 min, coerente com o ponto ótimo estimado. A estabilidade da resposta em

torno de 60-75°C confere robustez operacional ao processo, pois pequenas variações de

temperatura nessa faixa produzem resultados próximos ao máximo.
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Figura 4.5 - Superf́ıcies de resposta (D, E, F) e curvas de contorno (A, B, C) para o teor de carotenoides
totais (TCC) de Bixa orellana extráıdos com o NADES Thy:Lac.

(A, D) Proporção molar (X1) × Temperatura (X2), com X3 = 45 min; (B, E) Proporção molar (X1) ×
Tempo (X3), com X2 = 70°C; (C, F) Temperatura (X2) × Tempo (X3), com X1 = 1:2.
Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Compostos fenólicos totais — Genipa americana / NADES ChCl:Lac

Para o TPC (figura 4.6), as superf́ıcies apresentaram morfologia de parábola côn-

cava para baixo principalmente no eixo de X1, com variação mais suave ao longo de X2 e
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X3, reflexo direto da dominância de X1 e X12 sobre a resposta. A região de maior TPC

concentrou-se em proporções intermediárias a altas de X1, sem curvatura pronunciada nos

eixos de temperatura e tempo.

Figura 4.6 - Superf́ıcies de resposta (D, E, F) e curvas de contorno (A, B, C) para o teor de compostos
fenólicos totais (TPC) de Genipa americana extráıdos com o NADES ChCl:Lac.

(A, D) Proporção molar (X1) × Temperatura (X2), com X3 = 45 min; (B, E) Proporção molar (X1) ×
Tempo (X3), com X2 = 60°C; (C, F) Temperatura (X2) × Tempo (X3), com X1 = 1:2.
Fonte: Elaborado pela autora (2026).
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Na superf́ıcie X1 × X2 (figuras 4.6A e 4.6D), a variação foi conduzida predominan-

temente por X1, com X2 exercendo influência de menor amplitude na faixa de 50-70°C e

sem interação significativa (p = 0,4932). A temperatura nesse intervalo não modulou de

forma mensurável a influência da proporção molar, resultado consistente com o caráter

polar do ChCl:Lac, cujas interações com compostos fenólicos são mediadas por śıtios iôni-

cos e doadores de hidrogênio de forma relativamente independente da temperatura dentro

da faixa moderada testada [70,91].

A superf́ıcie X1 × X3 (figuras 4.6B e 4.6E) confirmou a dominância de X1, com

X3 sem contribuição estatisticamente detectável (p = 0,5797) e sem interação significativa

(p = 0,3714). O ótimo de X3 = 60 min no limite superior do ponto sugere que a extração

pode continuar crescendo além dessa faixa, representando uma limitação a ser investigada

em estudos futuros. A superf́ıcie X2 × X3 (figuras 4.6C e 4.6F) apresentou a menor

amplitude de variação entre as três superf́ıcies, reflexo da ausência de significância de X2,

X3 e da interação entre eles (p > 0,10), confirmando que não há penalização percept́ıvel

no incremento dessas variáveis até seus limites superiores dentro do domı́nio estudado.

4.4.1.4 Condições Ótimas de Extração e Validação Experimental

Carotenoides totais — Bixa orellana / NADES Thy:Lac

A otimização do modelo indicou ponto ótimo em X1 = 2:1, X2 = 66,84°C e X3 =

44,21 min, com resposta prevista de 927,93 µg/mg. Os ótimos local e global apresentaram

valores praticamente idênticos (diferença < 0,02 na resposta), reforçando a estabilidade

matemática da solução. O ótimo de X1 coincide com o extremo superior do ponto (2:1),

o que impede avaliar se proporções ainda maiores ampliariam o rendimento - limitação a

ser considerada em estudos futuros. A validação experimental resultou em TCC = 877,98

µg/mg, com desvio de 5,4% em relação ao previsto, dentro da faixa de aceitabilidade para

processos otimizados por RSM (< 10 %) [71,116] e comparável aos desvios reportados em

estudos recentes que combinaram NADES e RSM-BBD para carotenoides - tipicamente

entre 2 e 8% [68, 121]. Em relação à condição utilizada na triagem preliminar (Thy:Lac

1:2, 70°C, 40 min; TCC = 685,31 µg/mg), a condição ótima representou melhoria de

aproximadamente 28% no rendimento experimental, demonstrando o ganho concreto da

etapa de otimização.
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Compostos fenólicos totais — Genipa americana / NADES ChCl:Lac

Para o TPC, o ponto ótimo foi estimado em X1 ≈ 1:2 (entre as proporções 1:1 e 1:2),

X2 = 67,89°C e X3 = 60 min, com resposta prevista de 634,39 mg GAE/g. A temperatura

ótima (67,89°C) é consideravelmente superior à condição da triagem preliminar (50°C),

indicando que esse fator foi subestimado naquela etapa e que a otimização foi essencial

para revelar condições mais favoráveis ao sistema. A localização de X3 no limite superior

do ponto é uma limitação relevante, pois impede afirmar que 60 min é o tempo ótimo real,

recomendando investigação em faixas mais amplas. A validação experimental resultou em

TPC = 672,38 mg GAE/g, com desvio de 6,0% acima da previsão - dentro da faixa

aceitável [116] e confirmando a utilidade prática do modelo apesar de seu ajuste global

moderado.

Para contexto, Fanali e colaboradores reportaram R2 ajustado entre 0,87 e 0,93

para extração de fenólicos de avelã com ChCl:Lac em matriz de composição mais homo-

gênea [101]; a maior diversidade fitoqúımica do jenipapo verde - com múltiplas classes

de compostos fenólicos conjugados e iridoides glicosilados - é consistente com o ajuste

mais modesto obtido aqui, conforme padrão discutido por [122] em otimizações por BBD

com NADES para matrizes de elevada complexidade qúımica. Em comparação à 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 otimização

das condições operacionais.

4.4.1.5 Atividade Antioxidante dos Extratos Otimizados

A atividade antioxidante dos extratos obtidos nas condições ótimas foi avaliada

por três métodos complementares - DPPH, ABTS e FRAP -, cujos resultados estão apre-

sentados na tabela 4.4. O emprego de múltiplos métodos é recomendado para extratos

de origem vegetal, dado que compostos de estruturas distintas respondem de forma dife-

renciada a cada mecanismo de ação antioxidante: transferência de átomo de hidrogênio

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

Método B. orellana G. americana
DPPH (µM Trolox/mL) 759,92 ± 3,82 923,25 ± 50,19
ABTS (µM Trolox/mL) 2207,67 ± 37,86 1842,11 ± 134,01
FRAP (µM Fe(II)/mL) 1335,93 ± 7,80 1588,52 ± 10,08

Os resultados estão apresentados como média ± desvio padrão.

O extrato otimizado de urucum (Thy:Lac) apresentou DPPH de 759,92 ± 3,82

µM Trolox/mL, ABTS de 2207,67 ± 37,86 µM Trolox/mL e FRAP de 1335,93 ± 7,80

µM Fe(II)/mL. Os coeficientes de variação inferiores a 2% nos três métodos indicam alta

reprodutibilidade anaĺıtica, coerente com a estabilidade dos carotenoides nas condições

de armazenamento adotadas. O valor de DPPH representa aumento de 26,8% em relação

ao extrato obtido na triagem preliminar (599,08 µM Trolox/mL), esperado dado o maior

rendimento de TCC na condição otimizada.

A atividade pelo ABTS foi aproximadamente 2,9 vezes superior ao DPPH, diferença

atribúıvel às distintas afinidades desses radicais com as estruturas moleculares de bixina

e norbixina - o ABTS, que responde tanto a antioxidantes hidrof́ılicos quanto lipof́ılicos,

captura com maior eficiência a contribuição de carotenoides em meio parcialmente polar

[123,125]. A redução observada no FRAP em relação à triagem (−49,0 %), apesar do maior

TCC, pode refletir que as condições otimizadas favoreceram seletivamente a extração de

pigmentos carotenoides com menor potencial redutor de ferro, enquanto outras classes de

compostos com alta capacidade redutora foram extráıdas com menor eficiência relativa

na proporção 2:1 do Thy:Lac [126].

O extrato otimizado de jenipapo (ChCl:Lac) apresentou DPPH de 923,25 ± 50,19

µM Trolox/mL, ABTS de 1842,11±134,01 µM Trolox/mL e FRAP de 1588,52±10,08 µM

Fe(II)/mL. A detecção de atividade antioxidante por DPPH neste extrato é um resultado

relevante - na triagem preliminar, todos os sistemas testados com jenipapo retornaram

DPPH não detectável, condição atribúıda à baixa concentração de compostos fenólicos

livres nas condições não otimizadas (TPC = 324,79 mg GAE/g). O aumento de 107%

no TPC promovido pela otimização elevou a concentração de fenólicos a um patamar

suficiente para exercer atividade mensurável frente ao radical DPPH, ainda que com maior

variabilidade entre replicatas (CV = 5,4%) em comparação aos métodos FRAP e ABTS.



4.4 Resultados e Discussão 84

O FRAP registrou aumento de 144,5% em relação à triagem 649,63 µM Fe(II)/mL)

- o maior ganho relativo entre os três métodos -, consistente com a alta sensibilidade desse

método a compostos fenólicos com grupos o-dihidroxila, como catecois e ácidos hidroxi-

cinâmicos, presentes em maior concentração nos extratos otimizados [124,127]. O ABTS

apresentou valor superior ao DPPH (1842,11 vs 923,25 µM Trolox/mL), padrão observado

em extratos ricos em iridoides e compostos fenólicos conjugados, que apresentam maior

reatividade frente ao radical ABTS•+ 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 µM Trolox/mL), enquanto o jenipapo superou o

urucum por DPPH (923,25 vs 759,92 µM Trolox/mL) e FRAP (1588,52 vs 1335,93 µM

Fe(II)/mL), em todos os casos com razões próximas de 1,2. A diferença modesta em mag-

nitude relativa reflete perfis antioxidantes qualitativamente distintos - o extrato de urucum

é dominado por carotenoides apolares com alta reatividade frente ao ABTS, enquanto o

extrato de jenipapo, de caráter hidrof́ılico, contém compostos fenólicos com maior diver-

sidade de mecanismos antioxidantes, resultando em atividade superior nos métodos HAT

(DPPH) e de redução de metal (FRAP) [123, 126]. Esses resultados demonstram que

as condições otimizadas pela RSM não apenas maximizaram a quantidade de compostos

extráıdos, como também garantiram a preservação - e, no caso do jenipapo, a revelação -

de sua capacidade antioxidante.

Em conjunto, os resultados desta seção demonstram que a metodologia de super-

f́ıcie de resposta com delineamento Box-Behnken foi uma abordagem eficaz para a otimi-

zação da extração de compostos bioativos com NADES a partir de espécies amazônicas,

em concordância com estudos que adotaram estratégia similar para diferentes sistemas

solvente-matriz [68,101,128]. Para a Bixa orellana, há evidência forte de que a proporção

molar do Thy:Lac e a temperatura controlam a extração de carotenoides, com modelo glo-

balmente significativo (p < 0,001), R2 = 0,94 e ponto ótimo validado experimentalmente

com desvio de 5,4%.

Para a Genipa americana, a proporção do ChCl:Lac foi o único fator individual

determinante (X1 e X12; p < 0,01), com ponto ótimo validado com desvio de 6,0% e

ganho de 107% em relação à triagem. As condições 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 seções seguintes, que abordam a caracterização

por FTIR dos sistemas eutéticos e dos extratos otimizados, bem como a avaliação dos

parâmetros f́ısico-qúımicos e de cor.

4.4.2 Caracterização dos Extratos Otimizados por FTIR

Bixa orellana apresenta um perfil de bioativos predominantemente lipof́ılico, com

destaque para a bixina — um apocarotenoide com extensa cadeia poliene conjugada,

grupo éster met́ılico e caráter apolar — cujos grupos funcionais caracteŕısticos produzem

absorções definidas no infravermelho. A comparação 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−1, permite avaliar em que medida o processo extrativo

alterou o perfil funcional da amostra.

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

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A região O–H exibiu deslocamento positivo de aproximadamente +39 cm−1 no ex-

trato em relação à matriz, indicando mudança na rede de pontes de hidrogênio decorrente

da remoção de componentes estruturais polares, como polissacaŕıdeos e protéınas presen-

tes na matriz ı́ntegra. A banda C–H ( 3019 cm−1) foi a mais estável entre os espectros,

com variação inferior a 8 cm−1, o que é coerente com a manutenção de uma cadeia alifática

e olef́ınica de natureza semelhante à da bixina após a extração [129,130].

As regiões C=O, C=C e C–O apresentaram deslocamentos de maior magnitude,
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mas com um padrão que exige interpretação cautelosa - os valores são praticamente idên-

ticos no extrato e no Thy:Lac puro (tabela 4.5). Isso indica que nessas regiões o espectro

do extrato é substancialmente determinado pelo solvente — o timol contribui com absor-

ções C=C aromáticas (∼1550 cm−1) e o ácido lático com carbonila em posição compat́ıvel

com o deslocamento observado em C=O. A eliminação de componentes polissacaŕıdicos

da matriz explica parte da alteração em C–O, mas a sobreposição com as contribuições

do NADES impede uma separação ineqúıvoca das bandas.

Tabela 4.5 - Posições das bandas de absorção no infravermelho (cm−1) e deslocamentos espectrais entre
a matriz vegetal Bixa orellana, o extrato otimizado e o solvente eutético Thy:Lac (2:1).

Região B. orellana Extrato otimizado Thy:Lac (2:1) ∆ (cm−1)
O–H 3353,60 3392,22 3395,80 +38,63a

C–H 3019,14 3011,69 3026,60 −7,45a

C=O 1707,12 1662,39 1662,39 −44,73a

C=C 1490,94 1550,57 1550,57 +59,64a

C–O 1200,20 1334,39 1334,39 +134,18a

a ∆ calculado em relação à matriz vegetal Bixa orellana. Deslocamentos idênticos no extrato otimizado
e no Thy:Lac (2:1) nas regiões C=O, C=C e C-O indicam contribuição predominante do solvente nessas
bandas.

O FTIR-ATR, por sua natureza, não permite identificar compostos individuais em

matrizes complexas nem distinguir, neste caso, a contribuição dos bioativos vegetais da as-

sinatura espectral do solvente nas regiões mais afetadas. A região C–H permanece como

a evidência mais consistente de que o extrato preserva compostos com cadeia olef́ınica

intacta, compat́ıveis com o perfil da bixina. Em conjunto, os dados espectrais indicam

alteração do perfil funcional entre a matriz e o extrato, coerente com um processo se-

letivo de extração de compostos lipof́ılicos, mas a caracterização qúımica definitiva dos

compostos extráıdos requer confirmação por métodos cromatográficos.

A análise espectroscópica da Bixa orellana evidenciou um sistema extrativo de ca-

ráter predominantemente lipof́ılico, no qual o NADES hidrofóbico Thy:Lac 2:1 exerceu

influência marcante sobre o perfil espectral do extrato, dificultando a discriminação entre

as contribuições do solvente e as dos compostos vegetais nas principais regiões funcionais.

O contraste com o sistema seguinte é, portanto, tanto qúımico quanto metodológico. A

Genipa americana é uma matriz com perfil de bioativos essencialmente polar — dominado
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por iridoides glicosilados como o genipośıdeo e por compostos fenólicos — e o solvente

eutético empregado para sua extração, o ChCl:Lac 1:2, é de natureza hidrof́ılica. Essa

diferença de polaridade entre os dois sistemas afeta diretamente a interpretação dos espec-

tros de FTIR, enquanto no caso do urucum a sobreposição entre solvente e extrato limitou

as inferências sobre a composição do material extráıdo, no caso do jenipapo espera-se que

o perfil espectral do extrato preserve caracteŕısticas mais discerńıveis da matriz vegetal,

justamente porque o solvente e os analitos compartilham o mesmo caráter polar sem que

um domine completamente o outro.

Genipa americana apresenta um perfil de bioativos predominantemente polar, com

destaque para iridoides glicosilados como o genipośıdeo e compostos fenólicos, cujos gru-

pos funcionais — hidroxilas, ligações glicośıdicas e insaturações aromáticas — produzem

absorções definidas no infravermelho. A comparação 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 caracteŕısticas espectrais da planta que podem ser

discriminadas em relação ao perfil do solvente puro.

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 região O–H apresentou deslocamentos de pequena magnitude nos três espectros

(< 7 cm−1), com posições próximas entre extrato e NADES puro, o que indica que essa

região é dominada pela rede de pontes de hidrogênio do ChCl:Lac — comportamento

esperado para um solvente hidrof́ılico com intensa capacidade de associação [100]. O
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comportamento da banda C–H foi o mais informativo do conjunto: extrato (+37,3 cm−1)

e ChCl:Lac puro (59,6 cm−1) deslocam em direções opostas em relação à matriz, o que

torna improvável que o espectro do extrato nessa região seja apenas uma reprodução

do solvente. O deslocamento para ∼3071 cm−1 é compat́ıvel com contribuições de C–H

aromático ou olef́ınico provenientes dos compostos vegetais.

A ausência de absorção identificável na região C=O nos três espectros pode re-

fletir mascaramento pelo ácido lático (∼1720 cm−1) ou absorção larga de água na faixa

1600–1700 cm−1, ambos comuns em sistemas NADES hidrof́ılicos. Essa ausência não

exclui a presença de compostos carbonilados no extrato, mas delimita o que pode ser

conclúıdo a partir dos dados espectrais dispońıveis.

As regiões C=C (∼1543 cm−1), C–O–C (∼1081 cm−1) e C–N (∼991 cm−1) apresen-

taram posições idênticas na matriz e no extrato, com valores distintos — ou ausência de

banda — no ChCl:Lac puro (tabela 4.6). Esse padrão de conservação posicional representa

a evidência espectral mais robusta de que essas regiões do extrato refletem compostos de

origem vegetal. A posição de C–O–C é compat́ıvel com ligações glicośıdicas de iridoides

como o genipośıdeo, e C=C é coerente com insaturações aromáticas de compostos fenó-

licos. A atribuição de C–N deve ser tratada como provisória, pois a absorção em ∼991

cm−1 situa-se abaixo da faixa convencional para esse grupo funcional.

Tabela 4.6 - Posições das bandas de absorção no infravermelho (cm−1) e deslocamentos espectrais entre
a matriz vegetal Genipa americana, o extrato otimizado e o solvente eutético ChCl:Lac (1:2).

Região G. americana Extrato otimizado ChCl:Lac (1:2) ∆ (cm−1)
O–H 3356,01 3349,47 3352,31 −6,54a

C–H 3034,05 3071,33 2974,42 +37,27a

C=O ND ND ND —
C=C 1543,12 1543,12 ND 0,00a

C–O–C 1080,93 1080,93 1140,57 0,00a

C–N 991,47 991,47 924,38 0,00a,b

a ∆ calculado em relação à matriz vegetal Genipa americana. b Atribuição a C-N de caráter provisório;
a absorção em ∼991 cm−1 situa-se abaixo da faixa convencional para esse grupo funcional e pode
corresponder a deformações fora do plano de sistemas insaturados presentes nos compostos vegetais.
ND: não detectado, componente sem absorção caracteŕıstica nessa região.

Em contraste com o sistema de Bixa orellana, no qual o NADES hidrofóbico domi-

nava o espectro do extrato nas principais regiões funcionais, o ChCl:Lac 1:2 permite dis-
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criminar bandas de origem vegetal nas regiões C=C, C–O–C e C–H. Os dados espectrais,

dentro das limitações inerentes ao FTIR-ATR em matrizes complexas, são compat́ıveis

com a extração de compostos polares com ligações insaturadas e glicośıdicas, consistente

com o perfil qúımico esperado para Genipa americana e com a capacidade do sistema hi-

drof́ılico de solubilizar compostos dessa natureza por interações via pontes de hidrogênio.

4.4.3 Estabilidade dos NADES e Extratos

4.4.3.1 Análise de pH

Os valores de pH registrados ao longo dos 150 dias de armazenamento situaram-se

integralmente na faixa fortemente ácida, entre 1,75 e 2,48 (figura 4.9), o que é coerente

com a presença do ácido lático como doador de ligação de hidrogênio em ambos os siste-

mas [131,132]. Essa acidez acentuada é caracteŕıstica de NADES formulados com ácidos

orgânicos de baixo pKa e reflete a natureza das interações estabelecidas na rede supramo-

lecular do solvente [133]. A reprodutibilidade das medições foi alta em todos os grupos e

pontos de tempo avaliados, o que confere consistência aos padrões observados e sustenta a

interpretação de que as variações entre os pontos de coleta têm origem no comportamento

dos próprios sistemas.

Figura 4.9 - Variação do pH ao longo do tempo.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

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

drão não monotônico ao longo do tempo. Houve queda progressiva até o dia 28, seguida de
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recuperação parcial nos meses subsequentes, com valores no dia 150 próximos aos iniciais.

A amplitude total dessas oscilações ficou abaixo de 0,19 unidades de pH. Esse comporta-

mento oscilatório, sem tendência ĺıquida consistente ao longo do peŕıodo, é compat́ıvel com

uma reorganização da rede de ligações de hidrogênio em resposta a variações ambientais

de temperatura e umidade relativa durante o armazenamento [60]. Sistemas baseados em

cloreto de colina e ácido lático são conhecidos por absorver umidade de forma moderada, e

pequenas flutuações na quantidade de água incorporada podem alterar transitoriamente o

equiĺıbrio ácido-base sem comprometer a estrutura supramolecular do solvente [134,135].

A capacidade de retorno a valores próximos ao inicial — particularmente evidente no

sistema 1:2 — reforça a interpretação de que esses sistemas mantêm uma condição de

equiĺıbrio relativamente estável 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 variação total foi de 0,253 unidades de pH — maior do que nas outras

proporções do mesmo sistema. A proporção 2:1 implica maior concentração relativa de

cloreto de colina em relação ao ácido lático, o que pode resultar em menor disponibilidade

de espécies ácidas livres e, consequentemente, em maior sensibilidade do pH a pequenas

perturbações na composição do sistema ao longo do armazenamento [17,134].

Nos sistemas Thy:Lac (tabela 4.8), o padrão 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 variação 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 reversão clara,

representando a maior variação total observada entre todas as condições avaliadas. A

tendência crescente e sustentada nesses sistemas sugere que fatores relacionados à compo-

sição do Thy:Lac — particularmente a presença do timol como componente majoritário

— contribuem para um deslocamento progressivo do equiĺıbrio ácido-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
proporções.

Concentração Tempo Média ± SD Concentração Tempo Média ± SD
1:1 0 Dia 1,940 ± 0,002d 1:1 60 Dias 1,970 ± 0,002f

1:2 0 Dia 1,858 ± 0,002e 1:2 60 Dias 1,858 ± 0,002e

2:1 0 Dia 1,902 ± 0,002a 2:1 60 Dias 2,114 ± 0,002f

1:1 7 Dias 1,900 ± 0,002c 1:1 90 Dias 2,039 ± 0,002h

1:2 7 Dias 1,810 ± 0,002c 1:2 90 Dias 1,907 ± 0,002h

2:1 7 Dias 1,996 ± 0,002c 2:1 90 Dias 2,141 ± 0,002g

1:1 14 Dias 1,935 ± 0,002d 1:1 120 Dias 2,014 ± 0,002g

1:2 14 Dias 1,850 ± 0,002d 1:2 120 Dias 1,898 ± 0,002g

2:1 14 Dias 1,998 ± 0,001c 2:1 120 Dias 2,155 ± 0,002h

1:1 21 Dias 1,881 ± 0,002b 1:1 150 Dias 1,958 ± 0,002e

1:2 21 Dias 1,791 ± 0,002b 1:2 150 Dias 1,888 ± 0,002f

2:1 21 Dias 1,916 ± 0,002b 2:1 150 Dias 2,047 ± 0,002e

1:1 28 Dias 1,854 ± 0,002a

1:2 28 Dias 1,752 ± 0,002a

2:1 28 Dias 2,023 ± 0,002d

Os resultados são apresentados como média ± desvio padrão. Letras diferentes indicam diferenças
significativas entre os tempos de armazenamento dentro de cada combinação de sistema e proporção,
com base em estimativas marginais derivadas de modelo linear misto, seguidas de comparações
múltiplas com ajuste de Bonferroni (p < 0,05).

Uma hipótese plauśıvel para esse comportamento é a absorção diferenciada de

umidade atmosférica pelo timol. Compostos fenólicos de caráter anfif́ılico, como o timol,

podem estabelecer interações com moléculas de água de forma mais intensa do que o

cloreto de colina, e a incorporação progressiva de água ao sistema atuaria como diluente

das espécies ácidas, elevando gradualmente o pH [136]. Esse mecanismo é consistente

com o fato de a proporção 2:1 — onde a concentração relativa de timol é maior — ter

apresentado a variação mais pronunciada. Adicionalmente, a possibilidade de esterificação

parcial entre componentes do sistema, com consumo de espécies ácidas livres ao longo do

tempo, foi documentada para DES baseados em cloreto de colina e ácidos carbox́ılicos

[137]; embora essa reação seja mais relevante em temperaturas elevadas, sua ocorrência

em menor extensão à temperatura ambiente não pode ser descartada.

Comparando com a literatura, os valores de pH observados são compat́ıveis com

os reportados para sistemas NADES semelhantes. Pozharitskaya e colaboradores [132]

descrevem pH entre 1,5 e 2,5 para formulações à base de ácido lático, dependendo da
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composição e da proporção molar. Como também, Pires e colaboradores [17], em sistemas

ChCl:ácido lático, demonstraram que o pH varia sistematicamente com a razão molar e

que a incorporação de água altera o comportamento ácido-base de forma mensurável. A

relativa estabilidade dos sistemas ChCl:Lac 1:1 e 1:2 está em linha com os achados de

Spaggiari em 2025 [60], que documentaram manutenção das propriedades f́ısico-qúımicas

de NADES ao longo de peŕıodos 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 reforça 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
proporções.

Concentração Tempo Média ± SD Concentração Tempo Média ± SD
1:1 0 Dia 2,030 ± 0,002a 1:1 60 Dias 2,188 ± 0,002d

1:2 0 Dia 2,018 ± 0,002b 1:2 60 Dias 2,078 ± 0,002d

2:1 0 Dia 2,204 ± 0,002b 2:1 60 Dias 2,293 ± 0,002e

1:1 7 Dias 2,164 ± 0,002c 1:1 90 Dias 2,231 ± 0,002e

1:2 7 Dias 2,006 ± 0,002a 1:2 90 Dias 2,129 ± 0,002e

2:1 7 Dias 2,193 ± 0,002a 2:1 90 Dias 2,340 ± 0,002f

1:1 14 Dias 2,115 ± 0,002b 1:1 120 Dias 2,270 ± 0,002g

1:2 14 Dias 2,063 ± 0,002c 1:2 120 Dias 2,200 ± 0,002g

2:1 14 Dias 2,232 ± 0,002d 2:1 120 Dias 2,418 ± 0,002g

1:1 21 Dias 2,115 ± 0,002b 1:1 150 Dias 2,258 ± 0,002f

1:2 21 Dias 2,022 ± 0,002b 1:2 150 Dias 2,189 ± 0,002f

2:1 21 Dias 2,225 ± 0,002c 2:1 150 Dias 2,479 ± 0,002h

1:1 28 Dias 2,166 ± 0,002c

1:2 28 Dias 2,129 ± 0,002e

2:1 28 Dias 2,293 ± 0,002e

Os resultados são apresentados como média ± desvio padrão. Letras diferentes indicam diferenças
significativas entre os tempos de armazenamento dentro de cada combinação de sistema e proporção,
com base em estimativas marginais derivadas de modelo linear misto, seguidas de comparações
múltiplas com ajuste de Bonferroni (p < 0,05).

Cabe destacar, por fim, que o pH constitui um parâmetro global e indireto de esta-

bilidade. Variações na faixa observada — inferiores a 0,3 unidades em todos os sistemas —

podem ocorrer sem que haja degradação detectável dos compostos bioativos ou compro-

metimento da integridade estrutural do NADES [138]. Da mesma forma, a manutenção

do pH ao longo do tempo não garante que os compostos extráıdos permaneçam intactos,

pois reações de oxidação, hidrólise ou isomerização podem ocorrer sem alterar o pH de
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forma mensurável [139,140].

Os dois sistemas selecionados pelo planejamento Box-Behnken como mais eficientes

para a extração 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 oscilações de pequena amplitude e au-

sência de tendência ĺıquida ao longo dos 150 dias, o que sugere que suas propriedades

ácido-base se mantiveram essencialmente constantes durante o peŕıodo em que as extra-

ções foram realizadas. Esse comportamento é favorável à reprodutibilidade das condições

extrativas, pois um pH estável contribui para a manutenção do grau de protonação 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 variação

de pH entre todas as condições avaliadas, com incremento cont́ınuo ao longo de todo o

peŕıodo. Ainda assim, o pH desse sistema permaneceu na faixa fortemente ácida durante

todo o experimento, e a variação observada não impediu que ele fosse o solvente com

maior capacidade extrativa no planejamento experimental. Isso sugere que, para esse

sistema, a extração de bioativos pode ser menos senśıvel a pequenas variações de pH do

que a outros fatores otimizados pelo BBD, como o tempo de extração e a temperatura

de extração. Esse resultado também reforça a importância de considerar a estabilidade

do solvente como critério complementar na seleção de NADES para aplicações práticas -

sistemas com alto desempenho extrativo e baixa estabilidade temporal demandam maior

atenção ao controle das condições de armazenamento e ao tempo entre a preparação e o

uso [60, 140]. Em nenhum dos sistemas, contudo, houve transição do regime fortemente

ácido, indicando que as caracteŕısticas gerais de acidez dos NADES foram preservadas ao

longo dos cinco meses de armazenamento.

4.4.3.2 Análise Colorimétrica

A estabilidade cromática do extrato otimizado de Bixa orellana (figura 4.10 e

tabela 4.9) foi avaliada ao longo de 28 dias por meio da variação total de cor (∆E*),

calculada com base nos parâmetros L*, a* e b* da escala CIELab em relação ao ponto de

referência correspondente ao tempo zero (L0 = 7,77; a0 = 15,9; b0 = 9,89). Esses valores

descrevem um sistema de coloração escura, com componente avermelhada pronunciada e
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leve contribuição amarelada, padrão caracteŕıstico da bixina em meio concentrado.

O padrão temporal observado não é compat́ıvel com degradação progressiva. A

maior variação cromática ocorreu no 7º dia, seguida de redução abrupta e posterior esta-

bilização entre os dias 14 e 28, peŕıodo em que os valores de ∆E* se mantiveram próximos

e sem diferenças detectáveis entre si. Esse comportamento sugere uma reorganização

inicial do sistema extrato-NADES nos primeiros dias após a extração — possivelmente

relacionada ao ajuste conformacional das moléculas de bixina na matriz do solvente ou

a efeitos f́ısicos como redistribuição coloidal —, seguida de estabilização. A ausência de

incremento progressivo ao longo do peŕıodo mais prolongado de armazenamento é o dado

mais relevante para a avaliação da estabilidade, pois indica que os cromóforos presentes

não sofreram alteração sustentada detectável pela colorimetria.

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

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Na escala CIELab, valores de ∆E* inferiores a 1,0 são considerados impercept́ıveis

ao observador humano mesmo em condições controladas de avaliação, enquanto valores

entre 1,0 e 2,0 são detectáveis apenas por observadores treinados. Nesse contexto, o

valor máximo observado no 7º dia situa-se no limiar inferior da perceptibilidade, e os

registros subsequentes permanecem abaixo desse limiar, o que reforça a interpretação de

alta estabilidade cromática do extrato ao longo do peŕıodo avaliado.

A bixina é conhecida por sua sensibilidade à luz, ao oxigênio e ao calor, sendo
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Tabela 4.9 - Variação de cor (∆E) de Bixa orellana durante o armazenamento.

Tempo Média ± SD
7 Dias 1,238 ± 0,00276b

14 Dias 0,839 ± 0,0105a

21 Dias 0,850 ± 0,0405a

28 Dias 0,835 ± 0,00539a

Valores representam média ± desvio padrão. Diferenças significativas entre os tempos de armazenamento
foram avaliadas por ANOVA, seguida do teste de Tukey (p < 0,05). Letras diferentes indicam diferenças
significativas entre os tempos de armazenamento.

a isomerização e a oxidação da cadeia poliênica os principais mecanismos de degrada-

ção descritos na literatura [142, 143]. A ausência de incremento progressivo de ∆E* 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 análogos foram re-

latados por Souza [144] para a cianidin-3-glucośıdeo em solventes eutéticos profundos, em

que o ambiente viscoso do sistema conferiu maior estabilidade cromática ao pigmento em

comparação com soluções aquosas convencionais. De acordo com Maragoni-Santos [145],

também observaram boa retenção de cor em extratos de Bixa orellana obtidos com NA-

DES à base de mesocarpo de babaçu, corroborando a adequação desse tipo de solvente

para a preservação de pigmentos carotenóıdicos.

Com base na consistência das variações de ∆E* observadas ao longo do armazena-

mento, o extrato otimizado de Bixa orellana pode ser classificado como de alta estabilidade

cromática no peŕıodo avaliado. A elevação pontual registrada no 7º dia não configurou

tendência de degradação sustentada, sendo seguida de plena estabilização cromática que

se manteve inalterada nos três peŕıodos subsequentes. Esse comportamento é compat́ıvel

com a manutenção da integridade estrutural dos cromóforos durante a fase mais pro-

longada do armazenamento, ainda que a confirmação qúımica desse resultado requeira

análises complementares.

Em contraste com o comportamento observado para Bixa orellana, cujo extrato

demonstrou estabilização cromática ao longo do peŕıodo avaliado, o extrato de Genipa

americana apresentou um padrão temporal de natureza distinta, que reflete a complexi-

dade qúımica particular dessa matriz. Enquanto a bixina, principal cromóforo do urucum,

é um composto relativamente estável em condições de armazenamento controlado — desde



4.4 Resultados e Discussão 96

que protegida de luz e oxigênio —, o sistema cromóforo do jenipapo é inerentemente dinâ-

mico, envolvendo reações cont́ınuas de formação e transformação de pigmentos derivados

da genipina que, por sua própria natureza qúımica, não tendem ao equiĺıbrio cromático

em curto prazo. Essa diferença fundamental entre os dois sistemas impõe abordagens

interpretativas distintas - no caso do urucum, a estabilidade cromática pode ser razoavel-

mente associada à preservação dos cromóforos presentes; no caso do jenipapo, variações de

∆E* ao longo do tempo não distinguem, por si sós, entre degradação e desenvolvimento

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

A estabilidade cromática do extrato otimizado de Genipa americana (figura 4.11

e tabela 4.10) foi avaliada ao longo de 28 dias por meio da variação total de cor (∆E*),

calculada com base nos parâmetros L*, a* e b* da escala CIELab em relação ao ponto de

referência correspondente ao tempo zero (L0 = 7,27; a0 = 4,78; b0 = 7,19). Esses valores

descrevem um sistema de coloração escura, com baixa saturação vermelha e contribuição

moderada do componente amarelo, refletindo o caráter 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 estável, os

valores de ∆E* não convergiram para uma faixa constante ao longo do tempo. A trajetória

observada é não monotônica, após uma redução relativa ao 14º dia, os valores de ∆E*

aumentaram progressivamente até atingir o maior registro ao 28º dia, com cada ponto de

coleta ocupando uma posição distinta ao longo do peŕıodo avaliado. Esse perfil é coerente

com dinâmicas qúımicas complexas, t́ıpicas de sistemas em que processos de formação e

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

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A interpretação desse comportamento deve considerar a natureza peculiar dos com-

postos cromóforos do jenipapo. O principal responsável pela coloração caracteŕıstica de

Genipa americana é a genipina, um iridoide resultante da hidrólise do genipośıdeo, que

reage espontaneamente com compostos aminados — incluindo aminoácidos livres, prote-

ı́nas e aminas primárias — formando pigmentos azuis de alta massa molecular por meio

de reações de polimerização e ciclização. 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 após a extração [146].

À luz dessa qúımica, o aumento de ∆E* entre os dias 21 e 28 é compat́ıvel com o avanço

dessas reações de formação de pigmento — um processo de desenvolvimento cromático,

e não necessariamente de degradação. A queda relativa observada ao 14º dia pode re-

fletir um equiĺıbrio transitório entre a formação inicial de intermediários incolores e a

polimerização subsequente em cromóforos azuis estáveis, embora essa hipótese careça de

confirmação anaĺıtica direta.
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Tabela 4.10 - Variação de cor (∆E) de Genipaa americana durante o armazenamento.

Tempo Média ± SD
7 Dias 1,070 ± 0,0130c

14 Dias 0,716 ± 0,0253a

21 Dias 0,889 ± 0,00203b

28 Dias 1,223 ± 0,00617d

Valores representam média ± desvio padrão. Diferenças significativas entre os tempos de armazenamento
foram avaliadas por ANOVA, seguida do teste de Tukey (p < 0,05). Letras diferentes indicam diferenças
significativas entre os tempos de armazenamento.

É importante considerar, ainda, que a composição do NADES pode influenciar

diretamente essa dinâmica. Caso o sistema solvente contenha componentes com grupos

amino livres, a genipina poderia reagir com o próprio solvente durante o armazenamento,

acelerando ou modificando o desenvolvimento cromático em comparação com extratos con-

vencionais. Esse efeito de matriz tornaria o comportamento de ∆E* ao longo do tempo

um reflexo tanto da transformação do pigmento quanto da interação extrato-solvente,

complicando qualquer interpretação baseada exclusivamente na colorimetria. Os iridoi-

des de Genipa americana são adicionalmente senśıveis a variações de pH, temperatura

e presença de oxigênio, fatores que podem ter contribúıdo para a variabilidade temporal

observada [146].

Com base na trajetória temporal observada e na ausência de estabilização cromática

durante os 28 dias avaliados, o extrato otimizado de Genipa americana pode ser classi-

ficado como de estabilidade cromática moderada a baixa no peŕıodo de armazenamento

estudado. O comportamento não monotônico de ∆E*, com variações estatisticamente

distingúıveis em todos os pontos de coleta, indica que o sistema permaneceu em transfor-

mação cromática ativa ao longo de todo o experimento. Esse padrão é consistente com a

qúımica reativa da genipina e impõe cautela quanto ao uso do extrato sem etapas adicio-

nais de estabilização, especialmente em aplicações que exijam reprodutibilidade de cor ao

longo do tempo.

4.5 Conclusões

A otimização por Box–Behnken/RSM produziu condições operacionais validadas

experimentalmente para ambos os sistemas, com ganhos expressivos em relação à tri-
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agem preliminar — particularmente para ChCl:Lac/Genipa americana, cujo rendimento

de compostos fenólicos mais que dobrou após a adequação das condições de extração. Esse

resultado evidencia que o potencial extrativo dos NADES selecionados no caṕıtulo ante-

rior estava sendo subestimado em condições não otimizadas, e que a etapa de otimização

foi determinante para sua expressão plena.

Os dois sistemas estudados apresentaram comportamentos fundamentalmente dis-

tintos quanto aos fatores que controlam a extração. No sistema Thy:Lac/Bixa orellana, a

proporção molar e a temperatura atuaram de forma independente como co-determinantes

do rendimento de carotenoides — resultado coerente com o caráter apolar dos pigmentos-

alvo e com a necessidade de condições energéticas mais elevadas para sua mobilização

a partir da matriz sólida. No sistema ChCl:Lac/Genipa americana, a composição do

solvente foi o único fator individualmente significativo, indicando que, nesse sistema hi-

drof́ılico, a disponibilidade de śıtios iônicos e doadores de ligações de hidrogênio condiciona

a extração de compostos fenólicos polares de forma mais determinante do que temperatura

ou tempo, dentro das faixas estudadas. Esse contraste reforça que a seleção criteriosa da

proporção molar não é apenas uma etapa prévia à otimização, mas o principal parâmetro

de controle do processo em sistemas NADES hidrof́ılicos aplicados a matrizes ricas em

fenólicos.

A caracterização por FTIR-ATR forneceu evidências espectrais compat́ıveis com

a extração seletiva dos compostos-alvo em ambos os sistemas, sem indicação de degra-

dação estrutural induzida pelo processo. No entanto, o grau de sobreposição entre as

assinaturas espectrais do solvente e dos compostos extráıdos foi diferente. No sistema

hidrofóbico Thy:Lac, o NADES dominou o espectro do extrato nas principais regiões

funcionais, limitando as inferências posśıveis a partir dos dados espectrais; no sistema

hidrof́ılico ChCl:Lac, foi posśıvel discriminar bandas de origem vegetal compat́ıveis com

iridoides glicosilados e compostos fenólicos. Essa assimetria interpretativa é inerente à na-

tureza dos sistemas e deve ser considerada na caracterização espectroscópica de extratos

obtidos com NADES hidrofóbicos.

A avaliação antioxidante confirmou que as condições otimizadas preservaram a

funcionalidade dos bioativos extráıdos. 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 caráter lipof́ılico dos carotenoides; o jenipapo com desempenho

superior por DPPH e FRAP, reflexo da maior diversidade de mecanismos antioxidantes

dos compostos fenólicos hidrof́ılicos. O surgimento de atividade antioxidante mensurável

por DPPH no extrato otimizado de jenipapo, ausente na triagem preliminar, é o resultado

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

A avaliação de estabilidade introduziu uma tensão relevante - o sistema Thy:Lac

2:1, identificado como condição ótima para extração de carotenoides, foi simultaneamente

o que apresentou maior variação de pH ao longo do armazenamento. Embora ambos os

sistemas tenham permanecido em regime fortemente ácido durante os cinco meses avali-

ados, esse comportamento indica que alto desempenho extrativo e estabilidade temporal

não são propriedades necessariamente coincidentes em sistemas NADES, e que critérios de

estabilidade devem integrar os critérios de seleção operacional. A estabilidade cromática

dos extratos seguiu o mesmo padrão diferenciado - o extrato de urucum estabilizou-se

rapidamente após reorganização inicial, com variações subsequentes impercept́ıveis ao ob-

servador humano; o extrato de jenipapo permaneceu em transformação cromática ativa

ao longo de todo o peŕıodo, comportamento atribúıvel à qúımica reativa da genipina e

que impõe restrições ao uso desse extrato em aplicações dependentes de reprodutibilidade

visual sem etapas adicionais de estabilização.

Em conjunto, os resultados deste caṕıtulo estabelecem as condições otimizadas

de extração, fornecem evidências espectroscópicas da compatibilidade entre solvente e

compostos-alvo e delimitam os limiares de estabilidade operacional dos sistemas desen-

volvidos, constituindo a base experimental necessária para os caṕıtulos seguintes da dis-

sertação.



Caṕıtulo 5

Encapsulação de extratos obtidos
com solventes eutéticos naturais:
desempenho de encapsulação e

digestibilidade in vitro

5.1 Introdução

Compostos bioativos como carotenoides e compostos fenólicos são quimicamente

instáveis quando expostos a fatores ambientais como luz, calor, oxigênio e variações de pH.

Essa instabilidade compromete sua atividade antioxidante e reduz a biodisponibilidade

após o consumo, o que limita a aplicação direta desses extratos em matrizes aliment́ıcias

ou farmacêuticas [147,148]. Esse problema persiste mesmo quando os extratos são obtidos

por métodos de extração otimizados, como os que utilizam solventes eutéticos naturais,

pois a estabilidade dos compostos ao longo do armazenamento e nas condições do trato

gastrointestinal não é garantida apenas pelo processo de obtenção.

A encapsulação é uma estratégia tecnológica consolidada para contornar essas limi-

tações. Ao envolver o material bioativo em uma matriz carreadora, é posśıvel protegê-lo

contra degradação durante o processamento, estender sua vida útil e modular a liberação

dos compostos no organismo [149, 150]. No contexto de extratos obtidos com NADES,

essa proteção torna-se ainda mais relevante, uma vez que a composição dos solventes pode

influenciar as propriedades f́ısico-qúımicas do encapsulado.

Entre os materiais de parede dispońıveis, a combinação de maltodextrina e goma

arábica é empregada para compostos fenólicos e pigmentos naturais. A maltodextrina

apresenta boa solubilidade, baixo custo e capacidade de formação de matriz protetora,

enquanto a goma arábica contribui com propriedades emulsificantes e maior retenção de

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

O método de liofilização é indicado para extratos termossenśıveis, pois a remoção

de água ocorre em baixas temperaturas e pressão reduzida, preservando a integridade

qúımica dos bioativos [147, 154]. Resulta, em geral, em maior retenção da atividade

antioxidante mensurada pelos métodos DPPH e ABTS, menor degradação de compostos

fenólicos e carotenoides, e melhor capacidade de rehidratação do pó obtido [153,155].

A avaliação 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, gástrica e intestinal permitem avaliar a liberação e a bioacessi-

bilidade dos compostos após a digestão, fornecendo informações mais representativas do

potencial funcional do sistema encapsulado [148, 149]. No caso de carotenoides, compos-

tos lipof́ılicos com bioacessibilidade limitada, a encapsulação pode desempenhar papel

fundamental na melhoria da disponibilidade desses compostos.

Embora a encapsulação por liofilização com maltodextrina e goma arábica seja

bem documentada para extratos convencionais, sua aplicação a extratos obtidos com NA-

DES permanece pouco explorada. A composição qúımica desses solventes — formada por

componentes naturais como colina, ácido lático e timol — difere dos solventes orgâni-

cos tradicionais e pode influenciar as interações entre o extrato e o material de parede,

afetando a eficiência de encapsulação, bem como a estabilidade e a bioacessibilidade dos

compostos durante a digestão in vitro. Estudos que avaliem de forma integrada esses

parâmetros, especialmente para extratos ricos em carotenoides e compostos fenólicos pro-

venientes de matrizes amazônicas, ainda são escassos na literatura, configurando uma

lacuna que este caṕıtulo busca investigar de forma integrada.

Neste caṕıtulo, os extratos otimizados pela metodologia de superf́ıcie de resposta

(MSR), apresentados no Caṕıtulo 4 a partir dos sistemas NADES ChCl:Lac e Thy:Lac,

foram submetidos ao processo de encapsulação por liofilização com maltodextrina e goma

arábica como materiais de parede. Foram avaliados a retenção e o perfil de liberação dos

compostos bioativos, e a digestibilidade in vitro dos compostos bioativos, utilizando-se os

parâmetros de fenóis totais, carotenoides e atividade antioxidante como indicadores do

desempenho do sistema. O objetivo foi avaliar o impacto da encapsulação sobre extratos

bioativos previamente otimizados, por meio da determinação da retenção dos compos-
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tos, do perfil de liberação durante a digestão in vitro e do comportamento digestivo dos

encapsulados, visando o potencial de aplicação tecnológica dos extratos obtidos.

5.2 Materiais

5.2.1 Reagentes Qúımicos

Os reagentes utilizados neste estudo inclúıram maltodextrina e goma arábica como

materiais de parede para encapsulação, além de enzimas digestivas e sais empregados

na simulação do sistema gastrointestinal (α-amilase, pepsina, pancreatina, lipase e sais

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

5.2.2 Espécies Vegetais

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

ricana L. (jenipapo), conforme descrito no Caṕıtulo 3 (Seção 3.2.2).

5.3 Métodos

5.3.1 Preparação das Amostras

As amostras foram preparadas conforme metodologia descrita no Caṕıtulo 3 (Seção

3.3.1), incluindo etapas de pré-tratamento, liofilização e moagem, sendo armazenadas ao

abrigo da luz até a realização dos ensaios.

5.3.2 Obtenção dos Extratos Bioativos

Os extratos utilizados neste estudo foram obtidos a partir de Bixa orellana L.

(urucum) e Genipa americana L. (jenipapo), conforme metodologia descrita no Caṕıtulo

3 (Seção 3.3.2), empregando solventes eutéticos naturais (NADES) sob as condições ótimas

determinadas por metodologia de superf́ıcie de resposta no Caṕıtulo 4 (Seção 4.3.3). Os

extratos foram posteriormente utilizados nos ensaios de encapsulação e digestibilidade in

vitro.
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5.3.3 Encapsulação dos Extratos

O encapsulamento é uma técnica utilizada para proteger e estabilizar compostos
ativos, envolvendo-os em uma matriz ou revestimento que pode ser sólido,
ĺıquido ou gasoso. Esse processo resulta em part́ıculas que variam de nano a
micrometros, com o composto encapsulado, conhecido como núcleo ou carga
útil, sendo aprisionado dentro de um material de casca que atua como barreira
protetora. Essa camada protetora preserva as propriedades qúımicas, f́ısicas e
biológicas do material ativo, permitindo sua liberação controlada em condições
espećıficas [156–158].

A encapsulação dos extratos foi realizada utilizando uma matriz composta por mal-

todextrina e goma arábica na proporção de 75:25 (m/m), respectivamente. Inicialmente,

foi preparada uma solução estoque contendo 25 g de carreadores (18,75 g de maltodex-

trina e 6,25 g de goma arábica) dissolvidos em 30 mL de água destilada, sob agitação até

completa homogeneização, resultando em uma dispersão com aproximadamente 45,5% de

sólidos totais.

A partir dessa solução, foram preparadas duas formulações com diferentes propor-

ções entre extrato e material encapsulante (1:5 e 1:3, m/m), considerando a massa de

sólidos dos carreadores presentes na solução. Para isso, foram adicionados 1,3 g e 2,27 g

de extrato a 15 g da solução estoque, respectivamente, seguidos de homogeneização. As

formulações resultantes apresentaram aproximadamente 42% e 40% de sólidos totais, res-

pectivamente, valores calculados com base na fração de sólidos dos carreadores presentes

na solução.

A escolha dos materiais de parede, das proporções entre extrato e carreadores,

do teor de sólidos totais e do processo de secagem por liofilização foi fundamentada em

estudos da literatura [159, 160], com adaptações realizadas em função das caracteŕısticas

dos extratos obtidos e das condições experimentais adotadas neste trabalho.

As dispersões obtidas foram submetidas à secagem por liofilização, sendo inicial-

mente congeladas e mantidas por 24 horas no condensador, seguidas de 24 horas sob vácuo

em liofilizador (Linha LJJ Freeze Dryer, JJ Cient́ıfica). Após o processo, os materiais fo-

ram obtidos na forma de material particulado seco (pó), sendo armazenados ao abrigo da

luz e da umidade e utilizados nas análises subsequentes.



5.3 Métodos 105

5.3.4 Retenção de Compostos Bioativos

A retenção de compostos bioativos foi determinada com base na relação entre o teor

de compostos presentes nos extratos encapsulados e o teor correspondente no extrato livre,

com base em adaptações de metodologias descritas na literatura [161]. Os resultados foram

normalizados em função da massa de extrato presente nas formulações, considerando a

fração mássica de extrato nos sistemas encapsulados.

Essa abordagem permitiu corrigir os efeitos de diluição decorrentes da presença dos

materiais de parede, possibilitando a comparação direta entre extratos livres e encapsula-

dos em base equivalente. Os valores de retenção foram expressos em percentual, conforme

a equação 5.1:

Retenção (%) =
Cenc

Cext

× 100 (5.1)

em que:

� Cenc corresponde ao teor do composto bioativo no extrato encapsulado, normalizado

em função da massa de extrato;

� Cext corresponde ao teor do composto bioativo no extrato livre.

5.3.5 Rendimento de Secagem

O rendimento de secagem foi determinado com base na razão entre a massa final

do material seco obtido após a liofilização e a massa inicial da formulação submetida ao

processo (extrato + solução de carreadores), sendo expresso em percentual, conforme a

equação 5.2, em base úmida, de acordo com a literatura [162] e adaptações às condições

experimentais deste estudo.

R(%) =
mf

mi

× 100 (5.2)

em que:

� R é o rendimento de secagem (%);
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� mf é a massa do material liofilizado (g);

� mi é a massa inicial da formulação (g).

5.3.6 Digestibilidade In Vitro

A digestibilidade in vitro é uma técnica utilizada para avaliar a eficiência dos
processos digestivos de alimentos e compostos bioativos em condições contro-
ladas. Esse método busca replicar as etapas da digestão humana, incluindo as
fases oral, gástrica e intestinal, utilizando enzimas espećıficas, tampões e ajus-
tes de pH para simular o ambiente gastrointestinal. Dessa forma, permite a
estimativa da degradação de protéınas, aminoácidos e outros nutrientes presen-
tes nos alimentos, fornecendo informações cŕıticas sobre a biodisponibilidade e
a absorção dos compostos estudados [163,164].

A digestibilidade in vitro foi realizada conforme o protocolo padronizado pelo mé-

todo INFOGEST [57], com adaptações, utilizando fluidos simulados que reproduzem as

condições 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 α-amilase, sendo a mistura incubada a 37°C por

2 minutos sob agitação.

Em seguida, o bolo formado foi submetido à fase gástrica, com adição de fluido

gástrico simulado (SGF) contendo pepsina, e ajuste do pH para 3,0. A digestão foi

conduzida a 37°C por 120 minutos, sob agitação constante (200 rpm), com monitoramento

e correção periódica 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 digestão foi conduzida a 37°C por 120 minutos, sob agitação constante.

Adicionalmente, amostras foram coletadas em tempos espećıficos ao longo do pro-

cesso digestivo — 2 minutos na fase oral, 30, 60 e 120 minutos na fase gástrica, e 180 e 240

minutos na fase intestinal — permitindo a avaliação do perfil de liberação dos compostos

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

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

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

5.3.7 Determinação de Compostos Bioativos e Ensaios Antioxidantes

A determinação dos compostos bioativos dos extratos foi realizada por meio da

quantificação de compostos fenólicos totais, carotenoides totais e da atividade antioxidante

pelos ensaios DPPH e ABTS, conforme metodologias descritas no Caṕıtulo 3 (Seção 3.3.4).

As análises foram conduzidas em triplicata, utilizando espectrofotômetro de micro-

placas (EPOCH2, Biotek), sendo os resultados utilizados para avaliação do desempenho

de encapsulação e digestibilidade in vitro.

5.3.7.1 Teor de Fenólicos Totais (TPC)

O teor de compostos fenólicos totais foi determinado conforme metodologia descrita

no Caṕıtulo 3 (Seção 3.3.4.1), sendo os resultados utilizados na avaliação do desempenho

de encapsulação e digestibilidade in vitro.

5.3.7.2 Teor de Carotenoides Totais (TCC)

O teor de carotenoides totais foi determinado conforme metodologia descrita no

Caṕıtulo 3 (Seção 3.3.4.2), sendo os resultados utilizados na avaliação do desempenho de

encapsulação 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 Caṕıtulo 3 (Seção 3.3.4.3), sendo os resultados utilizados na avaliação do

desempenho de encapsulação e digestibilidade in vitro.

5.3.7.4 Ensaio 2,2′-azino-bis(3-etilben zotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS)

A atividade antioxidante pelo ensaio ABTS foi determinada conforme metodologia

descrita no Caṕıtulo 4 (Seção 4.3.4.5), sendo os resultados utilizados na avaliação do

desempenho de encapsulação e digestibilidade in vitro.
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5.3.7.5 Análise Estat́ıstica

Os dados foram analisados conforme a metodologia estat́ıstica descrita no Caṕıtulo

3 (Seção 3.3.6), com adaptações para o presente estudo. Os resultados foram expressos

como média ± desvio padrão, sendo utilizado o erro padrão da média para representação

gráfica.

As diferenças significativas entre os tratamentos foram avaliadas por análise de

variância (ANOVA), considerando modelos fatoriais com interação entre os fatores expe-

rimentais (tempo, fase digestiva e formulação, conforme aplicável). Quando identificadas

diferenças significativas, foi aplicado o teste de comparação múltipla de Tukey, ao ńıvel

de 5% de significância.

5.4 Resultados e Discussão

Neste caṕıtulo, são apresentados os resultados da encapsulação dos extratos obtidos

de Bixa orellana e Genipa americana a partir das condições otimizadas previamente,

utilizando os sistemas NADES selecionados (Thy:Lac e ChCl:Lac). Serão avaliados o

desempenho do processo de encapsulação, por meio da retenção dos compostos bioativos,

bem como o perfil de liberação dos compostos bioativos. Adicionalmente, a digestibilidade

in vitro será investigada com o objetivo de compreender o comportamento dos compostos

ao longo das etapas simuladas do trato gastrointestinal. Os parâmetros de fenóis totais,

carotenoides e atividade antioxidante (DPPH e ABTS) serão utilizados como indicadores

da estabilidade, liberação e manutenção da funcionalidade dos extratos após o processo

de encapsulação.

5.4.1 Desempenho da Encapsulação

Como forma de ilustrar o aspecto visual dos encapsulados obtidos nas diferentes

formulações, a figura 5.1 apresenta os pós resultantes da liofilização dos extratos de Bixa

orellana e Genipa americana.
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Figura 5.1 - Encapsulados de extratos de Bixa orellana (BOE) eGenipa americana (GAE) nas formulações
1:3 e 1:5 (relação núcleo:material de parede).

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Os resultados obtidos na figura 5.2 revelam um padrão central e consistente, os

fenóis totais do extrato de Genipa americana apresentaram retenção substancialmente

superior à dos carotenoides do extrato de Bixa orellana, independentemente da proporção

extrato:carreador adotada. As formulações 1:3 e 1:5 de G. americana retiveram, respec-

tivamente, 79,42% e 78,07% dos fenóis totais, enquanto as formulações correspondentes

de B. orellana retiveram apenas 45,56% e 42,09% dos carotenoides. Essa diferença de

aproximadamente 35 pontos percentuais entre os dois grupos de compostos constitui o

achado mais relevante da análise e não deve ser atribúıda à formulação em si, mas sim à
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natureza qúımica dos compostos encapsulados e à sua interação com a matriz carreadora.

Figura 5.2 - Retenção de fenóis totais (TPC) e carotenoides (TCC) após encapsulação de extratos de
Bixa orellana e Genipa americana em formulações 1:3 e 1:5. Os resultados representam os valores médios
de retenção dos compostos bioativos obtidos para as diferentes formulações avaliadas.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A interpretação mais coerente para essa discrepância está na polaridade dos com-

postos. Compostos fenólicos são hidrof́ılicos e, portanto, apresentam compatibilidade

estrutural com a maltodextrina e a goma arábica, ambas de natureza polar e com reco-

nhecida capacidade de formar interações por pontes de hidrogênio com substratos aquo-

sos [151, 152]. Essa afinidade qúımica favorece o contenção f́ısica dos fenóis na matriz

durante a solidificação do sistema, contribuindo para os elevados valores de retenção ob-

servados. Os carotenoides, por sua vez, são compostos apolares, lipof́ılicos, e apresentam

baixa miscibilidade com matrizes aquosas à base de polissacaŕıdeos. Nesse tipo de sistema

sem fase liṕıdica, a interação entre carotenoides e carreadores é intrinsecamente limitada,

o que predispõe à separação de fases, menor homogeneidade do encapsulado e, consequen-

temente, maior exposição dos compostos às condições do processo [149]. Some-se a isso a

elevada suscetibilidade dos carotenoides à degradação oxidativa, que pode ser acelerada

durante a etapa de homogeneização e, em menor grau, na liofilização, dada a exposição à

interface ar-água e à luz durante o processamento [150].

A variação entre as proporções extrato:carreador foi, em ambos os casos, pequena.

Para os fenóis totais, a diferença 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 função da escassez de insumos dispońıveis

para o processamento, não foi posśıvel obter replicatas experimentais para as formulações

encapsuladas, o que limita a análise ao ńıvel descritivo e impede a aplicação de testes de

significância estat́ıstica. Dessa forma, não é posśıvel afirmar que as diferenças numéricas

observadas entre as proporções refletem um efeito real da formulação sobre a retenção.

O que os dados permitem indicar, de forma descritiva, é que a alteração da proporção

extrato:carreador no intervalo testado não produziu impacto expressivo sobre a retenção

em nenhuma das duas matrizes, sugerindo que a limitação está na natureza do sistema

encapsulante e não no ajuste da razão de diluição.

O rendimento de secagem foi moderado e relativamente homogêneo entre as for-

mulações (figura 5.3). Os valores calculados foram 50,17% (Bixa orellana 1:3), 48,44%

(Bixa orellana 1:5), 46,98% (Genipa americana 1:5) e 45,40% (Genipa americana 1:3),

todos dentro da faixa de 45–51%. Esse ńıvel de recuperação de massa é compat́ıvel com

o relatado em estudos de liofilização de sistemas à base de maltodextrina e goma arábica,

nos quais rendimentos entre 40% e 70% são frequentemente reportados, dependendo do

teor de sólidos da dispersão inicial e das condições do ciclo de secagem [153,154].

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

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Os rendimentos obtidos foram próximos entre todas as formulações, variando de
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45,40% a 50,17%, sem distinção expressiva entre as proporções testadas nem entre as

duas matrizes. Esse comportamento sugere que, no intervalo de sólidos totais avaliado

(40–42%), a variação na proporção extrato:carreador não foi determinante para a recupe-

ração de massa após a liofilização. Mais relevante do que a comparação entre proporções,

porém, é o que esse dado implica sobre a natureza das perdas observadas nas formula-

ções de urucum - como o rendimento de secagem foi semelhante entre os dois extratos,

a menor retenção de carotenoides não pode ser atribúıda a perdas de massa durante o

processo, mas aponta para limitações anteriores à solidificação — seja na incorporação

dos compostos apolares à matriz aquosa, seja em degradação ocorrida durante a etapa de

homogeneização.

Os resultados são coerentes com a literatura para encapsulação de compostos fe-

nólicos em matrizes de maltodextrina e goma arábica por liofilização. Todorovic e cola-

boradores [151], ao encapsularem extrato de mirtilo, relataram retenção de fenóis totais

entre 70% e 85% com formulações semelhantes, valores comparáveis aos encontrados neste

estudo para G. americana. Ballesteros e colaboradores em 2017 [152] observaram retenção

de compostos fenólicos entre 58% e 86% em extratos de café encapsulados por liofilização,

reforçando que a elevada compatibilidade entre fenóis e matrizes polissacaŕıdicas favorece

a preservação desses compostos.

Para carotenoides, o panorama é diferente. Destaca-se que a encapsulação de β-

caroteno por liofilização em matrizes sem fase liṕıdica resulta em maior instabilidade do

composto durante e após o processo, com retenção variável e frequentemente inferior à de

compostos polares [149]. Reforça-se também reforçam que a proteção de compostos apo-

lares em sistemas à base de maltodextrina e goma arábica é limitada pela ausência de uma

fase liṕıdica cont́ınua que acomode adequadamente o núcleo apolar, sendo recomendada

a adição de emulsificantes ou liṕıdios para esse tipo de encapsulado [150].

Em śıntese, o processo de encapsulação por liofilização demonstrou desempenho

diferenciado entre os compostos avaliados. Para os fenóis totais de G. americana, o

processo apresentou desempenho moderado a elevado, com retenção próxima a 79% em

ambas as formulações, resultado compat́ıvel com a natureza hidrof́ılica desses compostos e

sua afinidade com a matriz utilizada. Para os carotenoides de B. orellana, o desempenho

foi baixo a moderado, com retenção entre 42% e 46%, refletindo a incompatibilidade
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intŕınseca entre compostos apolares e uma matriz carreadora de natureza hidrof́ılica, sem

fase liṕıdica. O rendimento de secagem foi moderado e homogêneo entre as formulações

(∼45–50%), indicando que as perdas de compostos bioativos nas formulações de urucum

não são atribúıveis a perdas de massa no processo de secagem, mas a fatores relacionados

à incorporação e à estabilidade dos carotenoides no sistema encapsulante.

5.4.2 Digestibilidade in vitro

A avaliação do comportamento dos compostos bioativos ao longo da digestão simu-

lada foi realizada para o extrato encapsulado de duas matrizes vegetais com caracteŕısticas

qúımicas distintas — Bixa orellana, representada pelo teor de carotenoides totais (TCC),

e Genipa americana, avaliada pelo teor de fenóis totais (TPC) —, em duas proporções

extrato:carreador (1:3 e 1:5), ao longo das fases oral, gástrica e intestinal. A análise con-

sidera, de forma complementar, o perfil de digestibilidade por fase e o perfil temporal

de liberação, uma vez que os dois experimentos capturam dimensões distintas do mesmo

processo, a digestibilidade fornece uma visão consolidada do comportamento em cada

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

É relevante considerar, desde o ińıcio, que o comportamento ao longo da diges-

tão deve ser lido em continuidade com os resultados da etapa de encapsulação, embora

a diferença de retenção entre as proporções 1:3 e 1:5 tenha sido pequena em ambas as

matrizes, o comportamento diferencial observado ao longo da digestão sugere que a pro-

porção extrato:carreador influencia a organização estrutural da matriz encapsulante de

formas que não se manifestam necessariamente na retenção pós-encapsulação, mas que se

tornam relevantes sob as condições de pH e ação enzimática da digestão simulada.

Ao longo desta seção, as formulações encapsuladas são referenciadas de forma abre-

viada para facilitar a leitura. As siglas BOE 1:3 e BOE 1:5 correspondem, respectiva-

mente, ao extrato de Bixa orellana encapsulado nas proporções extrato:carreador 1:3 e

1:5. De forma análoga, GAE 1:3 e GAE 1:5 referem-se ao extrato de Genipa americana

encapsulado nas mesmas proporções.

A Bixa orellana tem nos carotenoides — predominantemente bixina e norbixina —

seus principais compostos bioativos. Diferentemente de carotenoides como o β-caroteno,

a bixina e a norbixina são apocarotenoides com grupos carbox́ılicos que conferem relativa
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polaridade em comparação a outros carotenoides, favorecendo uma solubilização inicial

em fluidos aquosos. Contudo, ambos os compostos são reconhecidamente instáveis em pH

ácido e suscet́ıveis à isomerização de formas all-trans para cis e à degradação oxidativa

progressiva em condições gastrointestinais [149]. A encapsulação por liofilização em ma-

triz de maltodextrina e goma arábica resultou em retenção de 45,56% para B. orellana

1:3 e 42,09% para B. orellana 1:5 — valores já indicativos da incompatibilidade intŕınseca

entre compostos apolares e uma matriz carreadora de natureza hidrof́ılica sem fase liṕı-

dica. Esses valores de partida condicionam a interpretação dos perfis de digestibilidade e

liberação discutidos.

Na fase oral (SSF, t = 2 min), os valores de TCC (figura 5.4 e tabela 5.1) foram

de 48,6 µg/mg para BOE 1:3 e 57,1 µg/mg para BOE 1:5, com diferença estatisticamente

sustentada entre as proporções já nesse ponto inicial. Considerando que a α-amilase

presente no fluido salivar não atua sobre carotenoides, essa diferença reflete, com maior

probabilidade, a fração de compostos imediatamente solúvel no fluido aquoso — incluindo

carotenoides depositados na superf́ıcie das part́ıculas liofilizadas e aqueles em regiões mais

acesśıveis da matriz. O valor oral superior de BOE 1:5 é coerente com sua menor concen-

tração de extrato por unidade de carreador - com menos bioativos a distribuir ao longo da

matriz, uma proporção maior tende a permanecer nas regiões superficiais das part́ıculas,

tornando-se imediatamente dispońıvel para solubilização. Esse comportamento inicial já

antecipa o padrão que se desdobrará nas fases seguintes.
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Figura 5.4 - Conteúdo de carotenoides totais (TCC) em extratos encapsulados de Bixa orellana nas
formulações 1:3 e 1:5 ao longo das fases simuladas da digestão in vitro (oral, gástrica e intestinal).

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Na fase gástrica, ambas as formulações sofreram perdas expressivas, confirmando

a vulnerabilidade dos carotenoides ao ambiente ácido-enzimático. Em termos de valores

médios por fase, BOE 1:3 apresentou redução de 48,6 para 32,9 µg/mg, enquanto BOE

1:5 reduziu de 57,1 para 29,5 µg/mg — resultado estatisticamente diferente entre as pro-

porções. Esse padrão indica que, apesar de BOE 1:5 partir de valor oral mais alto, sua

redução proporcional na fase gástrica foi mais acentuada do que a de BOE 1:3. Uma

posśıvel explicação está na organização estrutural da matriz - em BOE 1:3, a maior con-

centração de extrato por unidade de carreador pode ter favorecido interações mais densas

entre os carotenoides e os componentes da matriz durante a liofilização, resultando em

uma estrutura encapsulante com maior resistência à desintegração gástrica. Essa hipó-

tese, embora não diretamente sustentada por dados morfológicos, é coerente com o padrão

observado e com a literatura que associa maior carga de bioativos a maior densidade de

interações matriz-núcleo em sistemas encapsulados por liofilização [153].
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Tabela 5.1 - Conteúdo de carotenoides totais (TCC) nas fases da digestão in vitro

Formulação Fase Média (µg/mg) ± SD
1:3 Oral 48,644 ± 0,770b

1:5 Oral 57,089 ± 1,018a

1:3 Gástrica 32,867 ± 0,6667a

1:5 Gástrica 29,533 ± 0,001b

1:3 Intestinal 2,200 ± 0,001b

1:5 Intestinal 11,756 ± 0,385a

Valores representam média± desvio padrão. Diferenças significativas entre as formulações foram avaliadas
separadamente para cada fase da digestão in vitro por ANOVA, seguida do teste de Tukey (p < 0,05).
Letras diferentes indicam diferenças significativas entre as formulações dentro de cada fase.

Na fase intestinal, os valores de TCC cáıram para ńıveis muito próximos ao limite de

detecção do método em ambas as formulações — BOE 1:3 atingiu ∼2,2 µg/mg, enquanto

BOE 1:5 apresentou recuperação parcial para ∼11,8 µg/mg em t = 240 min, sem suporte

estat́ıstico viável nessa fase em razão de dados insuficientes, o que é por si só indicativo

da severidade das perdas.

Figura 5.5 - Perfil de conteúdo de carotenoides totais (TCC) em função do tempo ao longo das fases
simuladas da digestão in vitro em extratos encapsulados de Bixa orellana nas formulações 1:3 e 1:5.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A análise temporal (figura 5.5 e tabela 5.2) permite detalhar a dinâmica interna

das fases e complementar a interpretação dos valores médios. No SSF (t = 2 min), os

valores foram semelhantes aos da digestibilidade, confirmando consistência entre os dois
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experimentos. Na fase gástrica simulada (SGF), BOE 1:3 apresentou aumento inicial de

∼49 µg/mg no SSF para ∼69 µg/mg em t = 30 min, antes de iniciar decĺınio progressivo

até ∼34 µg/mg em t = 120 min. Esse aumento inicial é compat́ıvel com uma janela curta

em que a liberação de carotenoides aprisionados na matriz interna supera a degradação —

possivelmente facilitada pela exposição ao ambiente ácido e pela agitação mecânica cont́ı-

nua, que promovem a hidratação e o ińıcio da desintegração da matriz de maltodextrina.

A relativa polaridade da bixina, decorrente de seus grupos carbox́ılicos, pode ter favore-

cido essa solubilização transitória antes que a degradação ácida se tornasse predominante.

BOE 1:5, por sua vez, não apresentou esse aumento transitório — os valores seguiram de

∼57 µg/mg no SSF para ∼52 µg/mg em t = 30 min, com queda cont́ınua até ∼30 µg/mg

em t = 120 min. A ausência do pico inicial em BOE 1:5 indica que, com menor con-

centração de extrato, não houve o mesmo efeito de liberação concentrada, possivelmente

porque os compostos já estavam mais expostos desde o ińıcio, sendo degradados à medida

que eram liberados.

Tabela 5.2 - Perfil temporal de liberação de TCC.

Formulação Tempo Fase Média (µg/mg) ± SD
1:3 2 min Oral 48,644 ± 0,770
1:5 2 min Oral 57,089 ± 1,018
1:3 30 min Gástrica 68,644 ± 1,018b

1:5 30 min Gástrica 51,756 ± 0,770a

1:3 60 min Gástrica 64,200 ± 0,667b

1:5 60 min Gástrica 44,422 ± 0,770a

1:3 120 min Gástrica 32,867 ± 0,667b

1:5 120 min Gástrica 29,533 ± 0,001a

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 padrão. Diferenças significativas entre as formulações foram avalia-
das, em cada fase e tempo da digestão in vitro, por ANOVA seguida do teste de Tukey (p < 0,05), com
base em médias estimadas. Letras diferentes indicam diferenças significativas entre as formulações dentro
de cada tempo avaliado. ND: não detectado (valores negativos, abaixo do limite de detecção do método).

Na fase intestinal simulada (SIF), os valores cáıram progressivamente para próximo

do limite de detecção em BOE 1:3, enquanto BOE 1:5 apresentou recuperação parcial

apenas em t = 240 min. A inversão do padrão entre as proporções nesse ponto final

— onde BOE 1:5 supera BOE 1:3 em t = 240 min — recebe uma hipótese estrutural.
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Na formulação 1:5, a menor concentração de extrato por unidade de carreador pode ter

favorecido a formação de complexos entre carotenoides e frações proteicas da goma arábica,

potencialmente mais resistentes à degradação enzimática do que os carotenoides livres. A

dissolução parcial desses complexos em pH 7,0 com ação de pancreatina poderia explicar

a recuperação observada em t = 240 min. Essa hipótese não tem suporte direto nos dados

dispońıveis e requer investigação espećıfica, mas é plauśıvel levando em consideração a

composição da matriz encapsulante utilizada.

A leitura integrada entre a digestibilidade por fase e o perfil temporal de liberação

revela que os valores médios gástricos de BOE 1:3, superiores aos de BOE 1:5, não re-

fletem proteção constante ao longo dos 120 min - o perfil temporal evidencia uma janela

de liberação inicial seguida de degradação progressiva. Essa complementaridade entre os

dois experimentos é metodologicamente relevante e impede que o valor médio gástrico,

isoladamente, seja interpretado como evidência de proteção uniforme pela matriz encap-

sulante.

Se os carotenoides de Bixa orellana revelaram os limites do sistema encapsulante

em proteger compostos lipof́ılicos ao longo da digestão simulada, os fenóis totais de Genipa

americana permitem avaliar o comportamento do mesmo sistema frente a compostos com

caracteŕısticas f́ısico-qúımicas opostas. Os fenóis de Genipa americana — predominante-

mente genipina e derivados iridoides — apresentam caráter hidrof́ılico, o que é compat́ıvel

com a natureza polar da matriz de maltodextrina e goma arábica. Essa afinidade qúımica

se refletiu diretamente na etapa de encapsulação, com retenção 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 condições de partida mais favoráveis para o comporta-

mento ao longo da digestão. A diferença entre as proporções foi numericamente pequena

e sem suporte estat́ıstico, o que indica que, na etapa de encapsulação, a proporção ex-

trato:carreador não foi um fator determinante para a retenção dos fenóis. No entanto,

essa proporção revelou impacto mais evidente nas fases da digestão simulada.
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Figura 5.6 - Conteúdo de fenóis totais (TPC) em extratos encapsulados de Genipa americana nas formu-
lações 1:3 e 1:5 ao longo das fases simuladas da digestão in vitro (oral, gástrica 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 diferença estatistica-

mente sustentada entre as formulações. Ao contrário do observado para os carotenoides, a

semelhança entre as proporções nessa fase inicial sugere que, para compostos hidrof́ılicos

com alta compatibilidade com a matriz, a distribuição entre superf́ıcie e interior das par-

t́ıculas é menos senśıvel à variação da proporção extrato:carreador no intervalo testado —

ou que a fração superficial é suficientemente pequena para não gerar diferença detectável

pelo método utilizado. Esse ponto de partida equivalente torna ainda mais evidente o

quanto o comportamento nas fases seguintes é determinado pelas condições do ambiente

digestivo e pela capacidade protetora de cada formulação.
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Tabela 5.3 - Conteúdo de fenóis totais (TPC) nas fases da digestão in vitro

Formulação Fase Média (mg GAE/g) ± SD
1:3 Oral 672,954 ± 3,454a

1:5 Oral 677,552 ± 6,606a

1:3 Gástrica 657,437 ± 3,589a

1:5 Gástrica 265,023 ± 0,718b

1:3 Intestinal 441,690 ± 3,065a

1:5 Intestinal 116,172 ± 0,345b

Valores representam média± desvio padrão. Diferenças significativas entre as formulações foram avaliadas
separadamente para cada fase da digestão in vitro por ANOVA, seguida do teste de Tukey (p < 0,05).
Letras diferentes indicam diferenças significativas entre as formulações dentro de cada fase.

Na fase gástrica, os perfis das duas proporções divergiram de forma marcante. Em

termos de valores médios, GAE 1:3 reduziu de 673 para 657 mg GAE/g — variação de

apenas ∼2,4%, sem diferença estatisticamente sustentada em relação ao valor oral. GAE

1:5, por sua vez, reduziu para 265 mg GAE/g, representando queda de aproximadamente

60,9% — diferença significativa em relação a GAE 1:3 e ao próprio valor oral. Essa

divergência expressiva entre as proporções, que não havia sido detectada na etapa de

encapsulação, sugere que a maior concentração de extrato em GAE 1:3 pode ter favorecido

a formação de uma rede mais coesa entre os compostos fenólicos e os carreadores durante

a liofilização.

Compostos fenólicos são conhecidos por sua capacidade de estabelecer pontes de

hidrogênio com os grupos hidroxila da maltodextrina e interações hidrofóbicas com as fra-

ções proteicas da goma arábica, que possui caráter anfif́ılico decorrente de seu complexo

arabinogalactana-protéına [151, 152]. Uma maior concentração de fenóis na matriz pode

ter ampliado a densidade dessas interações, resultando em maior resistência à desintegra-

ção pelo ambiente ácido-enzimático. Na fase intestinal, GAE 1:3 apresentou recuperação

parcial para 442 mg GAE/g, enquanto GAE 1:5 permaneceu em 116 mg GAE/g, mantendo

a diferença entre as proporções estatisticamente sustentada. A recuperação observada em

GAE 1:3 é consistente com a desintegração da matriz em pH 7,0 facilitada pelas enzimas

pancreáticas, liberando fenóis retidos no interior das part́ıculas ao longo da fase gástrica.

A análise temporal (figura 5.7 e tabela 5.4) complementa e detalha o que os valores

médios por fase não capturam completamente. No SSF (t = 2 min), os valores foram

consistentes com os da digestibilidade para ambas as formulações, confirmando a coerên-



5.4 Resultados e Discussão 121

cia entre os dois experimentos. Na fase gástrica simulada (SGF), GAE 1:3 apresentou

comportamento não monotônico, queda em t = 30 min (∼635 mg GAE/g), seguida de

elevação em t = 60 min (∼720 mg GAE/g) e nova redução em t = 120 min (∼660 mg

GAE/g). Esse padrão oscilatório pode ser interpretado como resultado de dois processos

simultâneos e competitivos — liberação de compostos pelo rompimento progressivo da

matriz e degradação parcial dos fenóis pelas condições ácidas. A elevação em t = 60 min

sugere que a liberação foi predominante nesse intervalo, possivelmente associada à hidra-

tação e ao ińıcio da desintegração da fração de maltodextrina da matriz, que é solúvel em

água e senśıvel ao pH ácido. A goma arábica, por sua vez, forma camadas mais resistentes

à hidrólise ácida em razão de sua estrutura ramificada e de seu caráter anfif́ılico, o que

pode ter retardado a degradação da barreira externa das part́ıculas e sustentado os valores

de TPC por mais tempo [154]. Para GAE 1:5, a queda foi cont́ınua desde t = 30 min

(∼500 mg GAE/g) até t = 120 min (∼265 mg GAE/g), sem oscilações, indicando que a

menor concentração de extrato na matriz não foi suficiente para gerar o mesmo padrão

de liberação-degradação competitiva observado em GAE 1:3.

Figura 5.7 - Perfil de conteúdo de fenóis totais (TPC) em função do tempo ao longo das fases simuladas
da digestão in vitro em extratos encapsulados de Genipa americana nas formulações 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, padrão com-

pat́ıvel com a liberação de compostos fenólicos ainda retidos no interior das part́ıculas à
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medida que a matriz se desintegra em pH neutro com ação enzimática pancreática. Adi-

cionalmente, a hidrólise de ésteres fenólicos pela pancreatina pode gerar ácidos fenólicos

livres detectáveis pelo reagente de Folin-Ciocalteu, contribuindo para o aumento obser-

vado — embora esse processo represente transformação qúımica e não necessariamente

maior disponibilidade das formas originais. GAE 1:5, em contraste, permaneceu em ńı-

veis baixos ao longo de toda a fase intestinal, sem recuperação expressiva, reforçando que

a degradação majoritária na fase gástrica comprometeu a disponibilidade de compostos

para a fase subsequente.

A leitura integrada entre os dois experimentos revela que o valor médio gástrico

de GAE 1:3, próximo ao valor oral, não deve ser interpretado como evidência de prote-

ção estática - o perfil temporal evidencia processos dinâmicos de liberação e degradação

que se alternam ao longo dos 120 min. Da mesma forma, a recuperação observada na

fase intestinal não seria identificável a partir dos valores médios por fase de GAE 1:5,

que permaneceu baixo e sem recuperação em qualquer ponto temporal. Essa complemen-

taridade entre digestibilidade e perfil de liberação é, portanto, indispensável para uma

caracterização funcional mais precisa dos sistemas encapsulados.

Tabela 5.4 - Perfil temporal de liberação de TPC.

Formulação 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 Gástrica 635,598 ± 2,296b

1:5 30 min Gástrica 498,241 ± 4,237a

1:3 60 min Gástrica 711,000 ± 2,823b

1:5 60 min Gástrica 481,345 ± 1,195a

1:3 120 min Gástrica 657,437 ± 3,589b

1:5 120 min Gástrica 265,023 ± 0,718a

1:3 180 min Intestinal 284,218 ± 1,394b

1:5 180 min Intestinal 74,218 ± 0,199a

1:3 240 min Intestinal 441,690 ± 3,065b

1:5 240 min Intestinal 116,172 ± 0,345a

Valores representam média ± desvio padrão. Diferenças significativas entre as formulações foram avalia-
das, em cada fase e tempo da digestão in vitro, por ANOVA seguida do teste de Tukey (p < 0,05), com
base em médias estimadas. Letras diferentes indicam diferenças significativas entre as formulações dentro
de cada tempo avaliado.

A comparação entre os perfis de Bixa orellana e Genipa americana ao longo da di-

gestão simulada confirma que a natureza qúımica dos compostos encapsulados é o principal
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fator determinante do comportamento digestivo, sobrepondo-se ao efeito da proporção ex-

trato:carreador. Os fenóis hidrof́ılicos de Genipa americana responderam de forma mais

favorável ao sistema empregado, com proteção gástrica efetiva e recuperação intestinal

parcial para a formulação 1:3 — comportamento coerente com a elevada retenção (∼79%)

observada na etapa de encapsulação e com a afinidade qúımica entre fenóis e a matriz

polissacaŕıdica utilizada.

Os carotenoides lipof́ılicos de Bixa orellana, por sua vez, mostraram-se mais vul-

neráveis às condições do trato gastrointestinal simulado, com perdas severas em todas as

fases — resultado igualmente coerente com a menor retenção (∼43–46%) obtida na encap-

sulação, reflexo da incompatibilidade intŕınseca entre compostos apolares e uma matriz

carreadora sem fase liṕıdica. Esse contraste entre as matrizes não implica que o sistema

encapsulante seja ineficaz para carotenoides em termos absolutos, mas sim que as condi-

ções experimentais adotadas — especificamente a ausência de fase liṕıdica no protocolo

INFOGEST — não reproduzem adequadamente o ambiente fisiológico necessário para a

solubilização e micelização de compostos apolares. Estudos com sistemas encapsulantes

enriquecidos com liṕıdeos demonstraram aumentos expressivos na recuperação de carote-

noides ao longo da digestão simulada, reforçando que a incorporação de uma fase liṕıdica

representa não apenas uma adaptação metodológica, mas uma condição funcional para

avaliar compostos dessa natureza [149,155].

Em relação à influência da proporção extrato:carreador, o padrão observado foi

consistente entre as duas matrizes - a formulação 1:3, com maior concentração de extrato

por unidade de carreador, apresentou maior proteção gástrica e maior recuperação intes-

tinal em ambos os casos. Esse resultado é, à primeira vista, contra-intuitivo, uma vez

que a formulação 1:5 dispõe de mais carreador por unidade de extrato — o que poderia

ser esperado como fator de maior proteção. Uma posśıvel explicação está na organização

estrutural da matriz durante a liofilização - em 1:3, a maior quantidade de bioativos por

unidade de carreador pode ter favorecido uma distribuição mais homogênea e interações

mais densas entre compostos e matriz, resultando em uma estrutura encapsulante mais

coesa e resistente às condições digestivas. Em 1:5, a menor concentração de extrato pode

ter gerado uma matriz com maior porosidade ou menor densidade de interações bioativo-

carreador, tornando os compostos mais suscet́ıveis à exposição aos fluidos digestivos. Essa



5.4 Resultados e Discussão 124

hipótese é coerente com estudos que associam maior carga de compostos fenólicos a estru-

turas encapsulantes mais compactas em sistemas liofilizados [151,152], embora a ausência

de dados morfológicos diretos no presente estudo impeça uma conclusão definitiva sobre

o mecanismo envolvido.

5.4.3 Atividade Antioxidante como Indicador Funcional

A análise da atividade antioxidante ao longo das fases oral, gástrica e intestinal

revelou padrões distintos entre os ensaios DPPH e ABTS — e essa divergência, por si só,

é um resultado interpretativo relevante. O DPPH não detectou atividade antioxidante

mensurável em nenhuma das condições avaliadas - todas as formulações, em todas as

fases e tempos de coleta, produziram valores abaixo do limite de detecção do método. O

ensaio ABTS apresentou comportamento diferente, nas fases oral e gástrica, os valores

também permaneceram negativos na maioria das condições, mas na fase intestinal houve

uma transição expressiva, com três das quatro formulações atingindo atividade positiva

e distingúıvel — 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 detecção mesmo nessa fase.

Esses dois ensaios operam por mecanismos distintos e respondem de forma diferente à

composição da matriz; por isso, era esperado que não produzissem resultados coincidentes

ao longo do processo digestivo.

A ausência de resposta no ensaio DPPH não é um resultado descartável — é uma

evidencia consistente que necessita interpretação. O DPPH é um radical lipossolúvel que

reage preferencialmente com compostos fenólicos de baixo peso molecular por transfe-

rência de hidrogênio em meio apolar ou levemente polar. As matrizes estudadas trazem

compostos com perfis qúımicos que não favorecem essa reatividade nas condições aquo-

sas impostas pela digestão simulada - o extrato de Bixa 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 reações de condensação com grupos amino.

Em meio aquoso, a reatividade desses compostos com o DPPH é naturalmente reduzida,

independentemente da concentração presente na amostra.

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

o intestinal (pH 7,0), com suas enzimas e sais biliares — introduzem uma matriz qúımica
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complexa que pode competir por radicais, interferir na absorbância medida em 515–520

nm ou alterar a solubilidade dos compostos ativos. A maltodextrina e a goma arábica

também podem formar estruturas que dificultam a difusão dos compostos até o śıtio

de reação. Esses fatores combinados tornam o DPPH metodologicamente inadequado

para esse tipo de matriz pós-digestão — o que é reconhecido na literatura como uma

limitação inerente ao ensaio em amostras complexas e aquosas [123, 165]. Os resultados

negativos, portanto, indicam que o método atingiu seu limite de aplicabilidade, e não

que os extratos sejam desprovidos de compostos com potencial antioxidante. Estudos

com sistemas encapsulados em maltodextrina e goma arábica submetidos à digestão in

vitro também registraram ausência ou instabilidade da resposta DPPH, atribuindo esse

comportamento à interferência da matriz encapsulante e às transformações estruturais dos

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

Figura 5.8 - Atividade antioxidante ABTS de extratos encapsulados de Bixa orellana e Genipa americana
nas formulações 1:3 e 1:5 após as fases simuladas da digestão in vitro (oral, gástrica e intestinal)

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

O ensaio ABTS capturou o que o DPPH não conseguiu detectar, e o padrão obser-

vado (figura 5.8 e tabela 5.5) é funcionalmente significativo. Nas fases oral e gástrica, a

maioria das formulações permaneceu abaixo do limiar de detecção, com exceção da BOE

1:3, que apresentou o valor menos negativo já na fase oral — possivelmente reflexo de

alguma reatividade residual em pH próximo à neutralidade, como o salivar. A mudança

mais relevante ocorreu na fase intestinal, três formulações passaram a apresentar atividade
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positiva, e esse comportamento não parece ser resultado de variação aleatória, mas de um

processo dependente das condições do ambiente intestinal.

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

Formulação Fase Média (µM 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 Gástrica ND
GAE 1:3 Gástrica ND
BOE 1:5 Gástrica ND
GAE 1:5 Gástrica ND
BOE 1:3 Intestinal 335,444 ± 51,244b

GAE 1:3 Intestinal 78,5 ± 20,833c

BOE 1:5 Intestinal 1291 ± 73,333a

GAE 1:5 Intestinal ND

Valores representam média± desvio padrão. Diferenças significativas entre as formulações foram avaliadas
separadamente para cada fase da digestão in vitro por ANOVA, seguida do teste de Tukey (p < 0,05).
Letras diferentes indicam diferenças significativas entre as formulações dentro de cada fase avaliada. ND:
não detectado (valores negativos, abaixo do limite de detecção do método).

O ABTS�+ é um radical hidrof́ılico que reage tanto por transferência de hidrogênio

quanto por transferência de elétrons, tornando-o mais senśıvel 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 caracteŕıstica do ensaio, o que se está considerando é a

liberação de compostos funcionalmente ativos especificamente na fase intestinal. A ação

da pancreatina sobre os polissacaŕıdeos da matriz encapsulante pode liberar compostos

que estavam retidos ou inativos nas fases anteriores, e o pH neutro-alcalino favorece formas

desprotonadas de fenólicos, que são mais reativas com o radical ABTS�+. Para Genipa

americana, a presença de iridoides glicosilados — que requerem hidrólise para liberar a

aglicona ativa — é coerente com o aumento de atividade observado apenas nessa fase.

Esse padrão é convergente com o descrito por Martinović, Yeasmen e Orsat [147,148], que

identificaram a fase intestinal como o principal ponto de expressão da atividade antioxi-

dante em sistemas encapsulados com polissacaŕıdeos, atribuindo o fenômeno à hidrólise

enzimática tanto da parede quanto dos próprios compostos encapsulados.

A comparação entre as formulações revela um comportamento que varia conforme o

sistema. Para BOE, a formulação 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 proporção de material encapsulante ofereceu proteção mais eficaz durante as

fases iniciais da digestão, preservando os compostos para liberação funcional no ambiente

intestinal. Essa interpretação é coerente com estudos que relataram maior proteção de

compostos fenólicos em formulações com maior teor de carreadores durante a digestão

gástrica simulada [150,151].

Para GAE, o comportamento foi inverso, a formulação 1:5 permaneceu sem ati-

vidade detectável mesmo na fase intestinal, enquanto a 1:3 apresentou, ainda que mo-

destamente, atividade positiva. Uma hipótese razoável é que a maior quantidade de

maltodextrina na formulação 1:5 de GAE tenha criado uma barreira mais densa, que em

vez de proteger os compostos para liberação posterior, limitou sua disponibilidade mesmo

sob ação enzimática. O que os dados permitem afirmar com segurança é que a resposta à

proporção de encapsulante não é universal; ela depende da composição qúımica do extrato,

e o comportamento ótimo de uma formulação para BOE não se aplica necessariamente a

GAE.

Figura 5.9 - Perfil temporal da atividade antioxidante ABTS de extratos encapsulados de Bixa orellana
e Genipa americana nas formulações 1:3 e 1:5 ao longo das fases simuladas da digestão in vitro (oral,
gástrica e intestinal).

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

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

distinção entre fases, a ausência de atividade detectável é absoluta nas fases SSF e SGF
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— nenhuma formulação, em nenhum dos tempos coletados (t = 2, 30, 60 e 120 min),

produziu valores acima do limite de detecção do ensaio ABTS. Isso indica que o compor-

tamento observado não é resultado de variação pontual, mas de uma condição sistemática

associada ao ambiente qúımico dessas fases. O pH ácido do SGF (3,0), combinado à ação

da pepsina e à estrutura ainda ı́ntegra da matriz encapsulante, parece ser suficiente para

manter os compostos retidos ou em condições que inibem sua reatividade com o radical

ABTS�+. A encapsulação, nesse sentido, cumpre aqui um papel de barreira — não neces-

sariamente preservando a atividade, mas impedindo sua atuação em um compartimento

onde a absorção ainda não ocorreria de forma relevante.

A transição para a fase SIF não apenas marca o surgimento da atividade detectável,

mas também revela uma dinâmica temporal internamente relevante - entre t = 180 min

e t = 240 min, os valores se modificam de forma significativa, e esse comportamento não

é homogêneo entre as formulações. A interação entre formulação e tempo dentro da SIF

indica que cada sistema responde de forma distinta ao avanço da digestão intestinal —

algumas formulações aumentam a atividade entre os dois tempos, outras a reduzem. Esse

padrão sugere que a liberação dos compostos ativos não ocorre de uma única vez com a

mudança de pH, mas de forma progressiva, provavelmente à medida que a pancreatina vai

hidrolisando os polissacaŕıdeos da parede encapsulante e os complexos entre compostos e

carreadores vão se desfazendo. Estudos com sistemas encapsulados por liofilização com

maltodextrina e goma arábica relataram perfil semelhante de liberação gradual na fase

intestinal, com atividade antioxidante crescente ao longo do tempo de digestão intestinal,

atribúıda à degradação enzimática progressiva da matriz [147,151].
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Tabela 5.6 - Perfil temporal da atividade antioxidante ABTS.

Formulação Tempo Fase Média (µM 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 Gástrica ND
GAE 1:3 30 min Gástrica ND
BOE 1:5 30 min Gástrica ND
GAE 1:5 30 min Gástrica ND
BOE 1:3 60 min Gástrica ND
GAE 1:3 60 min Gástrica ND
BOE 1:5 60 min Gástrica ND
GAE 1:5 60 min Gástrica ND
BOE 1:3 120 min Gástrica ND
GAE 1:3 120 min Gástrica ND
BOE 1:5 120 min Gástrica ND
GAE 1:5 120 min Gástrica ND
BOE 1:3 180 min Intestinal 1157,249 ± 54,583b

GAE 1:3 180 min Intestinal 321 ± 35,277a

BOE 1:5 180 min Intestinal 1358,499 ± 75,833c

GAE 1:5 180 min Intestinal 321,111 ± 46,667a

BOE 1:3 240 min Intestinal 335,444 ± 51,244b

GAE 1:3 240 min Intestinal 78,5 ± 20,833a

BOE 1:5 240 min Intestinal 1291 ± 73,333c

GAE 1:5 240 min Intestinal ND

Valores representam média ± desvio padrão. Diferenças significativas entre as formulações foram ava-
liadas, em cada fase e tempo da digestão in vitro, por ANOVA seguida do teste de Tukey (p < 0,05),
utilizando médias estimadas. Letras diferentes indicam diferenças significativas entre as formulações
dentro de cada tempo. ND: não detectado (valores negativos, abaixo do limite de detecção 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 hipótese de que maior

proporção de carreador, ao formar uma matriz mais densa, retarda a liberação nas fases

iniciais e concentra a disponibilidade dos compostos na fase intestinal — fase onde as con-

dições favorecem tanto a hidrólise enzimática quanto a reatividade com o ABTS�+. GAE

1:3 apresentou atividade detectável na SIF, ainda que em ńıveis mais baixos, indicando

que parte dos compostos de Genipa americana alcança o compartimento intestinal em

forma funcionalmente ativa. GAE 1:5, por sua vez, permaneceu sem atividade detectável

em todos os tempos e fases, sendo a única formulação exclúıda da análise estat́ıstica da SIF

por ausência de valores válidos. Esse comportamento é o mais dif́ıcil de interpretar apenas
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com os dados de atividade antioxidante - se a maior proporção de carreador protegeu os

compostos durante a digestão gástrica, é esperado que eles estivessem dispońıveis na fase

intestinal — mas o ensaio não os detectou. Uma possibilidade é que a maior densidade da

matriz de GAE 1:5 tenha limitado a hidrólise enzimática suficientemente a ponto de man-

ter os compostos retidos mesmo ao final dos 240 min de digestão simulada. Outra hipótese

é que os compostos liberados nessa formulação espećıfica apresentem baixa reatividade

com o ABTS�+ nas condições do ensaio, independentemente de sua concentração.

A atividade antioxidante dos extratos encapsulados de Bixa orellana e Genipa

americana ao longo da digestão simulada pode ser considerada como parcialmente preser-

vada, com expressão funcional restrita à fase intestinal e dependente do ensaio utilizado.

O DPPH mostrou-se metodologicamente inadequado para essas matrizes nas condições

pós-digestivas, e seus resultados negativos refletem uma limitação do método, não necessa-

riamente dos compostos. O ABTS captou uma transição funcional real na fase intestinal,

onde a ação enzimática e o pH favorável criaram condições para a expressão da atividade

antioxidante — especialmente em BOE 1:5, que apresentou o melhor desempenho fun-

cional entre as formulações avaliadas. GAE 1:5 foi a única a permanecer sem atividade

detectável em todas as fases, o que distingue seu comportamento e aponta para uma inte-

ração espećıfica entre a composição desse extrato e a proporção de encapsulante utilizada,

que merece atenção em estudos futuros.

5.4.4 Visão Integrada das Análises

A encapsulação, a digestibilidade e a atividade antioxidante foram avaliadas em

sequência porque cada uma responde a uma dimensão distinta — e complementar —

da mesma pergunta: o sistema é capaz de proteger compostos bioativos, liberá-los no

compartimento adequado e mantê-los funcionalmente ativos? Nenhuma dessas análises,

isoladamente, responde a essa questão. A retenção pós-encapsulação 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 função relevante. É essa articulação entre as três dimensões que

dá sentido ao conjunto e que orienta a interpretação integrada. O que os dados revelam,

antes de qualquer outra consideração, é que o fator determinante do desempenho do
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sistema não é a proporção extrato:carreador, nem a eficiência do processo de secagem

— é a compatibilidade f́ısico-qúımica entre o composto encapsulado e a matriz utilizada.

A diferença de aproximadamente 35 pontos percentuais na retenção entre os fenóis de

Genipa americana (∼79%) e os carotenoides de Bixa orellana (∼43–46%) não é um dado

pontual, ela condiciona toda a trajetória subsequente dos compostos ao longo da digestão

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 hidrof́ılica sem fase liṕıdica.

A relação entre retenção e perfil de liberação não é linear e comporta compen-

sações importantes. Para Genipa americana na formulação 1:3, a alta retenção inicial

se associou à proteção efetiva na fase gástrica e à recuperação parcial na fase intestinal

— padrão que configura o comportamento mais próximo do desejável para um sistema

de liberação direcionada. No entanto, o perfil temporal dessa mesma formulação revelou

dinâmica oscilatória na fase gástrica, com processos de liberação e degradação ocorrendo

simultaneamente, o que impede a interpretação da proteção gástrica como uniforme. Para

Bixa orellana, o pico transitório de TCC observado no ińıcio da fase gástrica em BOE

1:3 ilustra outro tipo de compensação, a liberação ocorre, mas é rapidamente sobreposta

pela degradação, de modo que o aumento momentâneo de compostos dispońıveis não se

traduz em proteção efetiva nem em recuperação intestinal mensurável. Esses dois padrões

distintos demonstram que alta retenção não garante, por si só, melhor liberação intesti-

nal — e que a relação entre proteção e disponibilidade é mediada pela estabilidade dos

compostos nas condições espećıficas de cada fase digestiva, não apenas pela eficiência do

encapsulamento.

A conexão entre perfil de liberação e atividade antioxidante trouxe um resultado

que, à primeira vista, parece contradizer o padrão observado nas etapas anteriores. A

formulação com menor retenção de carotenoides (BOE 1:5, 42%) e maior vulnerabilidade

gástrica foi, paradoxalmente, a que apresentou maior atividade antioxidante ABTS na fase

intestinal. Essa aparente contradição se dissolve quando se considera que a atividade fun-

cional no ensaio ABTS é influenciada não apenas pelo teor bruto dos compostos originais,

mas pela forma qúımica em que se encontram no momento do ensaio — incluindo produ-

tos de hidrólise parcial, formas desprotonadas em pH 7,0 e compostos liberados pela ação
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enzimática sobre a matriz. A menor densidade de bioativos em BOE 1:5 pode ter gerado

estrutura matricial mais permeável à hidrólise pancreática, favorecendo a liberação de

formas reativas na fase intestinal. Esse comportamento não significa que menor retenção

seja vantajosa em termos absolutos, mas indica que teor de compostos, liberação e funci-

onalidade são dimensões dissociáveis — e que tratá-las como equivalentes representa uma

simplificação que compromete a interpretação. A ausência de resposta DPPH em todas as

condições reforça esse ponto, não é evidência de ausência de compostos funcionais, mas de

inadequação metodológica do ensaio para matrizes aquosas complexas pós-digestão, o que

é consistente com o relatado na literatura para sistemas encapsulados em polissacaŕıdeos

submetidos à digestão in vitro.

A influência da proporção extrato:carreador, tornou-se evidente ao longo da diges-

tão — e de sinal oposto entre as duas matrizes. Para Genipa americana, a formulação

1:3 apresentou melhor proteção gástrica e maior recuperação intestinal, sugerindo que a

maior densidade de interações fenol-matriz forma estruturas encapsulantes mais resisten-

tes às condições ácido-enzimáticas. Para Bixa orellana, BOE 1:5 exibiu maior atividade

antioxidante intestinal, indicando que, nesse caso, a organização matricial com menor

concentração de extrato favoreceu a liberação de formas funcionalmente ativas na fase

intestinal, ainda que com menor recuperação de TCC. Essa divergência entre matrizes

impede qualquer generalização sobre a proporção ótima e aponta para uma dependência

espećıfica de cada combinação composto-carreador. As relações aqui estabelecidas descre-

vem padrões de comportamento em sistemas experimentais e não devem ser projetadas

diretamente para contextos fisiológicos reais sem investigação complementar.

Em conjunto, os resultados das três etapas caracterizam um sistema com desem-

penho funcional diferenciado conforme a natureza dos compostos encapsulados. A matriz

de maltodextrina e goma arábica demonstrou ser adequada para compostos hidrof́ılicos

— oferecendo proteção gástrica efetiva e recuperação intestinal parcial para os fenóis

de Genipa americana na formulação 1:3 — e insuficiente, nas condições testadas, para

compostos lipof́ılicos, cuja proteção e recuperação foram limitadas pela ausência de fase

liṕıdica. A expressão da atividade antioxidante restrita à fase intestinal, captada pelo

ABTS, é coerente com o perfil de liberação esperado para sistemas à base de polissaca-

ŕıdeos e confirma que a funcionalidade dos compostos emerge no compartimento onde as



5.5 Conclusões 133

condições de pH e ação enzimática favorecem simultaneamente a desintegração da matriz

e a reatividade dos compostos liberados. Esse conjunto de evidências posiciona o sistema

como tecnologicamente viável para compostos fenólicos hidrof́ılicos em aplicações onde

proteção gástrica e liberação intestinal são desejáveis, e indica a incorporação de fase

liṕıdica como caminho necessário para ampliar o desempenho com compostos apolares.

5.5 Conclusões

A encapsulação por liofilização com maltodextrina e goma arábica produziu de-

sempenho diferenciado entre os compostos avaliados, determinado principalmente pela

compatibilidade f́ısico-qúımica entre o bioativo e a matriz carreadora. A alta retenção dos

fenóis de Genipa americana decorreu da afinidade entre compostos hidrof́ılicos e uma ma-

triz de natureza polar, enquanto a retenção moderada dos carotenoides de Bixa orellana

refletiu a incompatibilidade intŕınseca entre compostos apolares e um sistema encapsulante

sem fase liṕıdica. O rendimento de secagem homogêneo entre as formulações confirmou

que essa diferença não é atribúıvel ao processo de secagem, mas à etapa de incorporação.

A proporção extrato:carreador não exerceu efeito expressivo sobre a retenção em nenhuma

das matrizes, indicando que o fator limitante é estrutural, não de formulação.

A digestibilidade in vitro confirmou e amplificou esse padrão. Para Genipa ameri-

cana, a formulação 1:3 apresentou proteção efetiva na fase gástrica e recuperação parcial

na fase intestinal — comportamento coerente com a alta retenção obtida na encapsulação

e com a afinidade dos fenóis pela matriz polissacaŕıdica. Para Bixa orellana, as perdas

foram expressivas em todas as fases, reflexo da menor retenção inicial e da vulnerabili-

dade dos carotenoides às condições ácido-enzimáticas na ausência de fase liṕıdica. Nesse

caso, a proporção extrato:carreador, embora sem efeito sobre a retenção, revelou impacto

sobre a organização estrutural da matriz e, consequentemente, sobre a proteção durante

a digestão — com sinal distinto entre as duas matrizes vegetais, o que impede qualquer

generalização sobre proporção ótima independente da composição do extrato.

O perfil temporal de liberação acrescentou uma dimensão que os valores médios

por fase não capturam, a dinâmica interna de cada compartimento digestivo. Os dados

revelaram que a proteção gástrica não é uniforme ao longo dos 120 minutos — processos

de liberação e degradação ocorrem simultaneamente, e a interpretação baseada apenas
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em valores médios pode subestimar ou superestimar a proteção real. Essa complemen-

taridade entre digestibilidade por fase e perfil temporal mostrou-se metodologicamente

indispensável para uma caracterização 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 — padrão consistente

com o perfil de liberação de sistemas à base de polissacaŕıdeos e com as condições de pH e

ação enzimática que caracterizam esse compartimento. A ausência de resposta DPPH em

todas as condições refletiu uma limitação metodológica do ensaio para matrizes aquosas

complexas pós-digestão, e não ausência de compostos funcionais.

Em conjunto, os resultados demonstram que a compatibilidade f́ısico-qúımica en-

tre composto e carreador é o fator central do desempenho do sistema — sobrepondo-se

à proporção de encapsulante e à eficiência do processo de secagem —, e que a matriz

de maltodextrina e goma arábica é tecnologicamente adequada para compostos fenólicos

hidrof́ılicos em aplicações onde proteção gástrica e liberação intestinal são objetivos fun-

cionais relevantes. Para compostos apolares, a incorporação de fase liṕıdica ao sistema

encapsulante é indicada como condição necessária para ampliar tanto a retenção quanto

a recuperação durante a digestão simulada.



Caṕıtulo 6

Conclusões Gerais e Perspectivas
Futuras

Esta dissertação desenvolveu, otimizou e aplicou sistemas de solventes eutéticos

naturais para a extração de compostos bioativos de Bixa orellana e Genipa americana,

duas espécies de relevância biológica e socioeconômica para a Amazônia. O trabalho foi

constrúıdo em etapas sequencialmente dependentes — seleção, otimização, caracterização,

encapsulação e avaliação da digestibilidade —, de modo que cada resultado condicionou

as decisões da etapa seguinte. O sentido do conjunto só se revela quando essas etapas são

lidas em continuidade, e não de forma isolada.

O prinćıpio que unifica os resultados dos três caṕıtulos experimentais é a com-

patibilidade f́ısico-qúımica entre o solvente e os compostos-alvo. Esse prinćıpio não foi

postulado como hipótese 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 digestão simulada.

A avaliação preliminar de oito sistemas extrativos — seis NADES e dois hidroal-

coólicos convencionais — atendeu aos dois primeiros objetivos espećıficos da dissertação:

avaliar comparativamente o efeito de diferentes sistemas na extração de carotenoides, com-

postos fenólicos e atividade antioxidante, e selecionar os sistemas mais promissores para

cada matriz. Os resultados demonstraram que os solventes eutéticos naturais são capazes

de superar os solventes orgânicos convencionais na extração de bioativos de B. orellana

e G. americana — com diferenças que não podem ser atribúıdas a variações operacio-

nais, mas à natureza das interações estabelecidas entre os componentes do solvente e os

compostos-alvo.

Para as sementes de Bixa orellana, o sistema hidrofóbico Thy:Lac alcançou teor

de carotenoides expressivamente superior ao de metanol 80% e etanol 50%, sendo o único
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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 extráıram compostos fenó-

licos em concentrações de uma a duas ordens de magnitude superiores às obtidas com os

solventes convencionais. Essa superioridade não foi uniforme, sistemas NADES inadequa-

dos — como o ChCl:Gly para carotenoides do urucum, ou os sistemas sem componente

iônico para fenólicos do jenipapo — apresentaram desempenho inferior ao dos controles

convencionais. O conjunto desses resultados demonstra que a vantagem dos NADES é real

e mensurável, mas depende de seleção criteriosa orientada pela estrutura dos compostos-

alvo.

A caracterização por FTIR-ATR dos sistemas Thy:Lac e ChCl:Lac forneceu evidên-

cia estrutural da reorganização intermolecular responsável pelo comportamento eutético.

Em ambos os sistemas, o deslocamento expressivo da banda O–H para menores frequên-

cias indicou a formação de redes de ligações de hidrogênio entre os componentes. No

Thy:Lac, as interações ocorreram predominantemente pelo grupamento hidrox́ılico, confe-

rindo ao sistema caráter anfif́ılico compat́ıvel com compostos apolares como a bixina. No

ChCl:Lac, as alterações adicionais nas regiões C=O e C–N evidenciaram a participação

do grupamento carbońılico e do nitrogênio quaternário — padrão internamente coerente

com o caráter polar e iônico do sistema e com seu desempenho na extração de fenólicos

de G. americana.

A otimização das condições de extração pelo delineamento Box–Behnken associado

à metodologia de superf́ıcie de resposta revelou que os dois sistemas respondem de forma

fundamentalmente distinta às variáveis de processo. Para o Thy:Lac, proporção molar

e temperatura atuaram como co-determinantes do rendimento de carotenoides, de forma

independente - a composição controlou o balanço anfif́ılico do solvente e sua afinidade

com a bixina; a temperatura controlou a mobilização cinética desses compostos a partir

da matriz sólida das sementes de urucum. Para o ChCl:Lac, apenas a proporção molar foi

estatisticamente significativa — temperatura e tempo exerceram influência marginal —,

indicando que, em sistemas hidrof́ılicos aplicados a fenólicos polares, a disponibilidade de

śıtios de interação é mais determinante do que a cinética do processo.

Os ganhos em relação à triagem foram expressivos - cerca de 28% para carote-

noides de B. orellana e mais de 100% para fenólicos de G. americana. Essa diferença
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de magnitude evidencia que o potencial extrativo do ChCl:Lac estava sendo amplamente

subestimado nas condições não otimizadas, e que a etapa de otimização foi determinante

para a expressão plena da capacidade do sistema. A atividade antioxidante por DPPH no

extrato de jenipapo só se tornou mensurável após a otimização — resultado que ilustra

a relação funcional direta entre efeito extrativo e expressão das propriedades bioativas.

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

A avaliação dos extratos otimizados quanto à atividade antioxidante, estabilidade

de pH e análise colorimétrica revelou perfis funcionais qualitativamente distintos entre

as duas matrizes. O extrato de urucum apresentou maior reatividade frente ao ABTS,

consistente com o caráter lipof́ılico dos carotenoides; o extrato de jenipapo demonstrou

desempenho superior por DPPH e FRAP, reflexo da diversidade de mecanismos antioxi-

dantes dos compostos fenólicos hidrof́ılicos. A estabilidade cromática do extrato de B.

orellana foi alta após ajuste inicial, enquanto o de G. americana permaneceu em trans-

formação ativa ao longo dos 28 dias avaliados — comportamento coerente com a qúımica

reativa da genipina. A caracterização por FTIR dos extratos otimizados complemen-

tou esse quadro - no sistema hidrofóbico Thy:Lac, as assinaturas espectrais do solvente

ocuparam as principais regiões funcionais do extrato; no sistema hidrof́ılico ChCl:Lac,

foi posśıvel discriminar bandas de origem vegetal compat́ıveis com ligações glicośıdicas e

insaturações aromáticas de iridoides e fenólicos de G. americana.

A encapsulação por liofilização com maltodextrina e goma arábica resultou em

materiais particulados funcionais com composição definida, cujo desempenho foi diferen-

ciado entre os compostos. A retenção dos fenóis de G. americana foi de aproximadamente

79%, reflexo da afinidade entre compostos hidrof́ılicos e a matriz polar dos carreadores.

A retenção dos carotenoides de B. orellana ficou entre 43 e 46%, determinada pela in-

compatibilidade intŕınseca entre compostos apolares e um sistema encapsulante sem fase

liṕıdica. O rendimento de secagem homogêneo entre as formulações confirmou que essa

diferença é atribúıvel à etapa de incorporação dos compostos à matriz aquosa, e não ao

processo de secagem.

A digestibilidade in vitro pelo protocolo INFOGEST avaliou o perfil de liberação

e a manutenção da funcionalidade dos compostos ao longo das fases oral, gástrica e intes-

tinal. Para G. americana, a formulação 1:3 apresentou proteção efetiva na fase gástrica e
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recuperação parcial na fase intestinal — padrão coerente com a alta retenção inicial e com

a resistência de matrizes polissacaŕıdicas ao pH ácido. Para B. orellana, as perdas foram

expressivas em todas as fases, reflexo da menor retenção e da vulnerabilidade dos carote-

noides na ausência de fase liṕıdica. O perfil temporal de liberação revelou que processos

de liberação e degradação ocorrem simultaneamente ao longo da digestão gástrica, e que

os valores médios por compartimento, isoladamente, podem subestimar ou superestimar

a proteção real. A atividade antioxidante foi funcionalmente expressa apenas na fase in-

testinal e captada exclusivamente pelo ABTS — padrão consistente com as condições de

pH e ação enzimática desse compartimento e com as limitações metodológicas do DPPH

em matrizes aquosas complexas pós-digestão.

As contribuições cient́ıficas do trabalho situam-se em três planos distintos. No

plano do conhecimento sobre a biodiversidade amazônica, este é o primeiro estudo a

avaliar sistematicamente NADES para a extração de carotenoides de B. orellana e de

compostos fenólicos e iridoides de G. americana, estabelecendo parâmetros de desempe-

nho e mecanismos de controle inéditos para essas matrizes. No plano metodológico, a

abordagem comparativa — avaliando múltiplos sistemas sobre duas matrizes e duas clas-

ses de compostos simultaneamente — demonstrou-se mais informativa do que estudos de

sistema único, ao revelar padrões de compatibilidade que transcendem a especificidade

de cada par solvente-matriz. No plano tecnológico, o trabalho demonstrou a viabilidade

de uma cadeia processual verde para bioativos amazônicos, da extração à avaliação do

comportamento funcional pós-digestão, sem etapas de remoção de solvente do extrato.

O trabalho apresenta limitações que merecem reconhecimento expĺıcito. As condi-

ções ótimas identificadas pelo Box–Behnken coincidem com bordas do ponto experimental

em ambos os sistemas, o que impede confirmar se o ótimo real foi alcançado. A ausência

de confirmação cromatográfica dos compostos individuais nos extratos — bixina, norbi-

xina, genipina, genipośıdeo — limita as afirmações sobre seletividade extrativa ao ńıvel

dos grupos quantificados pelos ensaios globais. A ausência de replicatas nas formulações

encapsuladas restringiu a análise de retenção ao ńıvel descritivo, e a ausência de dados

morfológicos das part́ıculas impede a confirmação das hipóteses estruturais formuladas. A

avaliação toxicológica dos sistemas NADES formulados não foi conduzida; a classificação

dos componentes individuais como GRAS é um indicativo favorável, mas não substitui a
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avaliação experimental dos sistemas binários e ternários.

As perspectivas que emergem diretamente dos dados obtidos são precisas e coeren-

tes com as lacunas identificadas. A confirmação qúımica dos extratos por cromatografia

ĺıquida acoplada a espectrometria de massas é a etapa anaĺıtica mais urgente, necessária

para quantificar individualmente os compostos-alvo e caracterizar co-extráıdos que pos-

sam influenciar a bioatividade. A expansão das faixas do delineamento experimental —

especialmente para proporção molar no Thy:Lac e para tempo no ChCl:Lac — permiti-

ria verificar se os ótimos identificados são locais ou globais. A investigação de NADES

hidrofóbicos alternativos, como os baseados em mentol, poderia ampliar o repertório de

solventes verdes aplicáveis ao urucum e fornecer base comparativa para os resultados

obtidos com o Thy:Lac.

Para a encapsulação, a incorporação de fase liṕıdica ao sistema carreador é a con-

dição mais diretamente indicada pelos dados para melhorar a retenção e a recuperação de

carotenoides de B. orellana. A avaliação da reutilização dos NADES após extração e o

estudo do impacto sensorial de componentes como o timol sobre os extratos são lacunas

relevantes para a viabilidade de aplicações alimentares. Os perfis farmacológicos docu-

mentados para bixina e genipina — que incluem atividade anti-inflamatória, antioxidante

e citoprotetora, conforme revisado no referencial teórico desta dissertação — conferem

relevância terapêutica adicional aos extratos em contextos que demandam proteção de

superf́ıcies mucosas. O sistema encapsulado, ao demonstrar proteção gástrica e liberação

modulada de bioativos na fase intestinal, fornece base técnica para investigar sua incor-

poração em formas de administração oral local, como filmes comest́ıveis de desintegração

oral. Nessa perspectiva, a capacidade reticulante da genipina para biopoĺımeros como

quitosana e gelatina — documentada no referencial teórico desta dissertação — posiciona

o extrato de G. americana não apenas como fonte de compostos bioativos, mas também

como agente funcional na formulação da própria matriz filmogênica, convergindo funções

que raramente coexistem em um único extrato vegetal.

A validação em modelos com tecido mucoso permanece como etapa necessária para

que afirmações sobre eficácia funcional local possam ser feitas com sustentação cient́ıfica

adequada. Os dados de digestibilidade in vitro obtidos aqui constituem uma base de

hipóteses testáveis, e não uma prova de eficácia biológica.
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Os resultados desta dissertação posicionam os solventes eutéticos naturais como

alternativas extratoras tecnologicamente viáveis para espécies amazônicas de relevância

biotecnológica — não como substitutos universais dos solventes orgânicos convencionais,

mas como sistemas cuja superioridade é demonstrável quando há correspondência deli-

berada entre composição e composto-alvo. Os materiais particulados liofilizados obtidos

constituem sistemas funcionais com composição definida e desempenho avaliado em condi-

ção de aplicação tecnológica concreta. O desenvolvimento de um filme comest́ıvel a partir

desses encapsulados representaria um material derivado com arquitetura e funcionalidade

distintas, cuja concepção é diretamente sustentada pelos dados aqui gerados. Essa con-

tinuidade entre o material desenvolvido e o material projetado é o encerramento lógico

desta dissertação e o ponto de partida mais fundamentado para a pesquisa subsequente.
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Mario Leyva Peralta, Vı́ctor Moo-Huchin, Rayn Aarland, Jael Quintero, jose al-
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Guilherme Maximo, Eduardo Batista, Christoph Held, Simão Pinho, and Joao Cou-

tinho. Tunable hydrophobic eutectic solvents based on terpenes and monocarboxylic

acids. ACS Sustainable Chemistry Engineering, 6, 05 2018.
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activity/capacity measurement. 1. classification, physicochemical principles, mecha-

nisms, and electron transfer (et)-based assays. Journal of Agricultural and Food

Chemistry, 64, 01 2016.

[127] Iris F.F. Benzie and J.J. Strain. The ferric reducing ability of plasma (frap) as a

measure of“antioxidant power”: The frap assay. Analytical Biochemistry, 239(1):70–

76, 1996.



Referências 158
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