UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO - UNIRIO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE - CCBS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ALIMENTOS E NUTRICAO - PPGAN

Fernanda de Sousa Bezerra

ESTUDO DE SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS NATURAIS NA EXTRACAO,
ESTABILIDADE E APLICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DE FARELO DE
GIRASSOL

Rio de Janeiro — RJ
2020



Fernanda de Sousa Bezerra

ESTUDO DE SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS NATURAIS NA EXTRACAO,
ESTABILIDADE E APLICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DE FARELO DE
GIRASSOL

Dissertacdo de Mestrado apresentada em
cumprimento as exigéncias Programa de
P6s-Graduagcdo em  Alimentos e
Nutricdo, da Universidade Federal do
Estado do Rio de Janeiro, como requisito
parcial para obtencao do titulo de Mestre
em Alimentos e Nutri¢do.

Orientadora: Prof* Dr* Maria Gabriela
Bello Koblitz

Coorientadora: Prof* Dr* Danielly C.
Ferraz da Costa

Rio de Janeiro - RJ

2020



Catalogacdo informatizada pelo(a) autor{a)

de Bousa Bazerra, Fernandsa

Estudo de solwventes eutéticos profundos naturais
na extragdo, estabilidade e aplicagio de compostos
fendlicos de farelo de girassol. / Fernanda de ZSousa

Bezerra. — Rio de Janeirao, 2020.
104

Orientadora: Maria Gabriela Bello Hoblitz.

Coorientadora: Danielly C. Ferraz da Costa.

Dissertacis {(Mestrado) — Universidade Federal do
Estado do Rio d= Jansiro, Programa de Pés-Graduagdo
em Alimantos & Nutriegds, 2020.

1. solvantes eutéticos profundos naturais. 2.
farelo de girassocl. 3. compostos fendlicos. 4. céncer
de mama. 5. subprodutos. I. Belle Kablitz, Maria
Gabriela, orient. II. Ferraz da Costa, Danielly C.,
coorient. IIT. Titulo.




Fernanda de Sousa Bezerra

ESTUDO DE SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS NATURAIS NA EXTRACAO,
ESTABILIDADE E APLICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DE FARELO DE
GIRASSOL

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pos-Graduacdo em Alimentos e
Nutricdo da Universidade Federal do Estado do
Rio de Janeiro

Aprovada em 18/06/2020

BANCA EXAMINADORA

(l-” v-'k(r;:-;ﬁ(_ N JQ} [-i' JL

e

Profa. Dra. Maria Gabriela Bello Koblitz

UNIRIO — Programa de Poés-Graduagio em Alimentos ¢ Nutrigdo

Whwiana Slpuio.

Profa. Dra. Mariana Simdes Larraz Ferreira

UNIRIO — Programa de Pés-Graduacdo em Alimentos e Nutrigdo

(oo Do

Prof. Dr. Julio Beltrame Daleprane

UERJ — Programa de Pés-Graduagio em Alimentacdo. Nutricio e Saude



Para minha mae, que me ensinou o valor do estudo

E meu adordvel irmao, revisor oficial



Agradecimentos

Queria agradecer primeiramente a minha mae, por me criar, educar e aturar durante
toda a minha vida. Por ter ensinado a mim e meu irmao, o valor que tem o estudo e nos
incentivado neste caminho desde nossa infancia, mesmo que significasse sacrificios no final

do més. Tudo que faco € pra tentar te deixar o mais orgulhosa possivel.

Em seguida, agradeco a meu amor, Alef. Obrigada por estar sempre ao meu lado,
mesmo quando estou errada, pelos Reiki quando estava extremamente ansiosa ou estressada e
por tudo que vocé fez e faz por mim, ndo sei o que seria de mim sem vocé. O que as
olimpiadas uniram, distancia e quarentena nenhuma € capaz de afastar. Vocé também € meu

orgulho! Te amo muito.

Obrigada ao meu irm3o e meu cunhado, Guilherme e Raphael, os melhores
professores de portugués e afins, pelo suporte ortografico tdo necessario nessa vida académica

e pela melhor sobrinha canina que eu poderia ter, Zoé.

Um agradecimento mais que especial para minha orientadora, Professora Gabriela, que
me recebeu de bracos abertos pra essa nova fase e me atura desde a graduacdo. A vida

académica é muito mais divertida e enriquecedora com vocé. Muito obrigada!!!

Também a minha coorientadora, Professora Danielly, que me ensinou tudo sobre
células, abriu as portas do LEING na UERJ para mim e aceitou participar dessa jornada.

Obrigada a todos os professores do PPGAN que foram muito receptivos.
A CAPES, pelo financiamento da minha bolsa de ensino.

Gostaria de agradecer a minha banca por aceitarem o convite de participagdo da minha

defesa.

Obrigada Anninha, Roberta, Ingrid, Nathélia, Milena, Carol, Helena, Giovana, Jussara,
Andrea e a todos do laboratdrio, que me ajudaram seja em uma andlise, a rir quando as coisas
nido saiam como planejado ou s6 pela companhia. A todos da UERJ que me auxiliaram

durante as analises também.

A todos os meus amigos, que me apoiaram e ficaram felizes por mim quando iniciei
meu mestrado. E (de novo) me aturaram e/ou ficaram no vdcuo durante esse periodo de

quarentena enquanto estava escrevendo minha dissertagao.



Por dltimo, mas ndo menos importante, em memoria ao meu avd Antonio Bezerra que
se foi antes que eu pudesse lhe contar que sua neta se tornaria mestre, mas que com certeza

esteve ao meu lado e vai ver seu sobrenome ganhar reconhecimento pela sua neta preferida.

Obrigada a Deus, pela oportunidade de fazer o que amo e aprender coisas incriveis

todos os dias.



BEZERRA, F.S. Estudo de solventes eutéticos profundos naturais na extragdo, estabilidade e

aplicacdo de compostos fendlicos de farelo de girassol.

O girassol (Helianthus annuus L.) € uma planta oleaginosa anual nativa da América do Norte.
Em 2019 os maiores produtores foram Ucrania, Russia e Unido Europeia. Na América Latina,
o Brasil ndo se encontra uma grande produ¢do desta semente, sendo mais expressiva na regiao
no Centro-Sul. A maior parte da produgdo € usada para obtenc¢do de 6leo que, quando
prensado a frio, gera a torta do girassol, e ainda ser usada para uma segunda extracdo com
solvente, dando origem ao farelo de girassol, ambos coprodutos pouco rentdveis para a
inddstria, mas ricos em compostos fendlicos e proteinas. Os compostos fendlicos presentes
em maior quantidade sdo os 4cidos clorogénicos, que representam cerca de 70% dos
compostos fendlicos que, por sua vez, podem chegar a 4% da massa seca do farelo. Os
solventes eutéticos profundos naturais (NADES) se ddo pela mistura de dois ou mais
componentes derivados de metabdlitos primdrios e sais quaterndrios com baixo ponto de
fusdo, porém misciveis em temperatura ambiente, e vem sendo estudados por serem atoxicos
e ndo inflamdveis. Diferentes compostos fendlicos possuem atividade antioxidante,
antitumoral, anti-inflamatdria, entre outras, que podem ser potencializadas quando dissolvidos
em NADES. Esta dissertacdo teve por objetivo investigar a extracdo de compostos fendlicos
do farelo de girassol, utilizando diferentes formulacdes de NADES, bem como a acgdo
citotoxica dos extratos obtidos em linhagem de célula humana de cancer. Foram combinados
acido latico, 4cido citrico, glicose, sacarose, cloreto de colina e glicerol em relagdo molar e
temperatura adequada para formacao dos NADES e escolhidos os dois solventes com melhor
potencial de extracdo para realizagdao de um estudo de estabilidade ao calor, luz e diferentes
formas de armazenamento e aplicagdo em células linhagens de células de cancer de mama
para avaliacdo citotoxica dos extratos obtidos por NADES e dos mesmos puros. Os melhores
NADES na extracdo de compostos fendlicos foram as combinagdes de dcido latico:glicose
(5:1) e cloreto de colina:glicerol (1:1), na avaliacdo da estabilidade e no ensaio de
citotoxicidade o NADES de 4cido lético:glicose teve melhores resultados. Nao foram
encontrados na literatura estudos que tenham aplicado NADES na extracdo, estabilidade e

aplicac@o de compostos fendlicos do farelo de girassol.

Palavras-Chave: Helianthus annuus L., NADES, dcido clorogénico, cincer de mama,

coprodutos



BEZERRA, F.S. Study of deep natural eutectic solvents in the extraction, stability and

application of phenolic compounds from sunflower meal.

The sunflower (Helianthus annuus L.) is an annual oil plant native to North America. In 2019,
the largest producers were Ukraine, Russia and the European Union. In Latin America, Brazil
does not have a large production of this seed, it is more expressive in the Center-South region.
Most of the world’s production is used to obtain oil that, when cold pressed generates the
sunflower cake, which can also be used for solvent extraction, originating the sunflower meal;
both by-products that are not very profitable for the industry, but are rich in phenolic
compounds and proteins. The phenolic compounds that are present in greater quantity are
chlorogenic acids, which represent about 70% of the phenolic compounds, which, in turn, can
run to 4% of the dry mass of the meal. Natural deep eutectic solvents (NADES) occur by
mixing two or more components derived from primary metabolites and quaternary salts with a
low melting point, but miscible at room temperature and have been studied for being non-
toxic and non-flammable. Different phenolic compounds have antioxidant, anti-tumor, anti-
inflammatory activity, among others, which can be enhanced when dissolved in NADES. The
aim of this dissertation was to investigate the extraction of phenolic compounds from
sunflower meal, using different formulations of NADES, as well as the cytotoxic action of
extracts obtained in human cancer cell line. Lactic acid, citric acid, glucose, sucrose, choline
chloride and glycerol in molar ratio and appropriate temperature were combined to form the
NADES and the two solvents with the best extraction potential were chosen to carry out a
study of heat, light and different stability forms of storage and application in cell lines of
breast cancer cells for cytotoxic evaluation of extracts obtained by NADES and of the same
pure. The best NADES in the extraction of phenolic compounds were the combinations of
lactic acid: glucose (5: 1) and choline chloride: glycerol (1: 1), in the stability assessment and
in the cytotoxicity test the NADES of lactic acid: glucose had better results. No studies have
been found in the literature that have applied NADES in the extraction, stability and

application of phenolic compounds from sunflower bran.

Keywords: Helianthus annuus L., natural deep eutectic solvents, chlorogenic acid, breast

cancer, by-products
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1. INTRODUCAO

O girassol (Helianthus annuus L.) € uma planta nativa da América do Norte e é
utilizada como fonte dietética na alimentagdo, para fabrica¢do de dleo, para obtengao
de corantes e como planta ornamental (DUNFORD et al., 2015). Segundo o USDA
(United States Department of Agriculture), a sua producao mundial € de 50,55 milhdes
de toneladas, sendo ela liderada pela Ucrania, com 15 milhdes de toneladas no biénio
2018/19, seguida da Russia e da Unido Europeia. O Brasil € o pais da América do Sul
com menor producdo de girassol, com 0,05 milhdes de toneladas por ano, sendo os
maiores produtores Argentina e Paraguai (USDA, 2020). A regido brasileira com
maior parte da producdo é a Centro-Sul, com 104,9 mil toneladas (CONAB, 2020).

O principal uso do girassol € para a producdo de 6leo, a partir da semente,
sendo 90% do 6leo produzido usado para consumo humano e 10% para producdo de
biodiesel e aplicacdes industriais (DUNFORD; MARTINEZ; SALAS, 2015). Como a
maioria dos 6leos vegetais, o 6leo de girassol tem composi¢cdo predominante de
triacilglicerdis e pequena proporcao de fosfolipidios (GUNSTONE, 2011).

O dleo € obtido de graos inteiros ou parcialmente descascados, uma vez que a
casca possui mecanismos de protecdo natural, como ceras que, presentes no 6leo, sdo
insoliveis em baixas temperaturas (RABONATO et al., 2016). A partir da produgdo
do ¢6leo, € gerado um coproduto ao final do processamento, a torta — apds a prensagem
a frio; e o farelo — ap6s extragdo por solvente do dleo residual presente na torta. Ambos
sdo considerados coprodutos dessa industria e, geralmente, destinados a racdo animal,
em virtude de seu alto contetddo proteico (DUNFORD; MARTINEZ:; SALAS, 2015).

Gentil (2012) demonstra que 45% da semente de girassol gera 6leo, 25% casca
e 30% farelo. Levando em consideragdo estas porcentagens, estima-se que, no Brasil,
sdo produzidas cerca de 15 mil toneladas de farelo por ano. A semente de girassol é
fonte de compostos fendlicos, cujas propor¢do e quantidade sdo afetadas pela
variedade do girassol. Pelo menos dez tipos de compostos fendlicos ja foram
identificados, porém os principais sdo o acido clorogénico, 4cido cafeico e o 4cido
quinico (WEISZ; KAMMERER; CARLE, 2009).

Ja estdo disponiveis diversos estudos que procuram desvendar os efeitos
benéficos dos compostos bioativos contra os diferentes tipos de cancer (MENENDEZ
et al., 2007; NIEDZWIECKI et al., 2016; SANCHEZ-TENA et al., 2013). O consumo

de alimentos ricos em tais compostos, como frutas, vegetais, graos e outros, foi
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evidenciado como um fator protetivo ao consumidor (MARTINS; PINHO;
FERREIRA, 2017).

O cancer é um conjunto de doencas caracterizado pelo crescimento
desordenado de células que sofrem uma alteracdo no DNA, levando-as a agir de modo
atipico, invadindo tecidos e 6rgdos — esta divisdao ocorre de forma répida, dando a elas
uma caracteristica agressiva. Os tipos de cancer se diferenciam quanto ao tipo de
célula atingida, velocidade de multiplicacdo celular e capacidade de invasdo de tecidos
e 6rgdos proximos ou ndo, sendo esta chamada metdstase. A carcinogénese pode levar
varios anos até a proliferacdo e geracdo de tumor e pode ser afetada ainda por agentes
carcindgenos (INCA, 2019). A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) prevé que no
ano de 2040 mais de 29,5 milhdes de individuos sejam diagnosticados com algum tipo
de cancer no mundo. Destes, sdo esperados cerca de 970 mil de casos de cancer de
mama (IARC, 2020a)

A extracdo convencional de compostos fendlicos de coprodutos alimentares é
usualmente feita empregando solventes organicos volateis como etanol, metanol e/ou
acetona. Estes, porém, sdo reconhecidos como solventes toxicos e/ou altamente
inflamdveis (OZTURK; PARKINSON; GONZALEZ-MIQUEL, 2018). Atualmente,
hd a busca por uma quimica mais verde, cujo os principios sdo seguranga aos
manipuladores, ao uso, a0 ambiente e sustentdveis. Estes podem ser obtidos aplicando
o uso de solventes biodegradaveis e mais eficientes, que agreguem valor a coprodutos
(CVIJETKO BUBALO et al., 2018). Uma alternativa de novo solvente verde sdo os
chamados solventes eutéticos profundos ou DES (deep eutectic solvents) da sigla em
inglés (CUNHA; FERNANDES, 2018; OZTURK; PARKINSON; GONZALEZ-
MIQUEL, 2018).

Considerando a producdo anual de farelo no Brasil, sdo descartadas,
anualmente, cerca de 15 mil toneladas de dcido clorogénico. Esta dissertacdo pretendeu
investigar a melhor forma de extracio de compostos fendlicos do farelo
desengordurado do girassol, utilizando diferentes formulacdes de solventes eutéticos
profundos naturais, bem como a agdo citotéxica dos extratos obtidos em linhagens de
células humanas de cancer de mama MCF-7. Dessa forma, pretendemos agregar valor
a este coproduto da fabricacio do 6leo de girassol, reduzindo o desperdicio de
compostos bioativos.

O capitulo 1 consiste em uma revisao bibliogréfica cldssica sobre as temadticas

abordadas nesta dissertagao.
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O capitulo 2 consiste em um artigo de revisdo bibliografica, intitulado
“Aproveitamento integral de matérias-primas oleaginosas com solventes “verdes’:
revisdo e oportunidades”. O artigo foi submetido a publicacdo na Revista Research,
Society and Development. Com o objetivo de revisar a literatura disponivel sobre a
extracdo de compostos fendlicos de matérias-primas oleaginosas e seus coprodutos,
com a utilizacdo de DES, de modo a identificar as muitas oportunidades de pesquisa e
aplicacdo ainda abertas nessa area de estudo.

Os métodos, resultados e discussdo do presente estudo estdo apresentados em
capitulos, divididos como segue:

No capitulo 3 apresentam-se os resultados preliminares da andlise de extracdo e
estabilidade dos compostos fendlicos do farelo de girassol utilizando NADES. Neste
estudo foram utilizadas diferentes combinacdes de NADES na extracdo de compostos
fendlicos do farelo de girassol e foi avaliada a estabilidade sob luz, calor, temperatura
ambiente, congelamento e refrigeracdo dos extratos em comparagdo a extracdo com
um solvente organico, neste caso, etanol 40%.

No capitulo 4, apresentam-se os resultados preliminares da aplicacdo dos
extratos selecionados em linhagens de células humanas de cancer de mama. Neste

estudo, os extratos foram investigados quanto a sua atividade citotéxica em linhagem

de células humana de cancer de mama MCF-7.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Obter extrato contendo compostos fendlicos, a partir do farelo desengordurado
de girassol e utilizando diferentes formulacdes de solventes eutéticos profundos

naturais e investigar sua atividade citotoxica sobre células de cancer de mama.

2.2 ESPECIFICOS

. Extrair os compostos fendlicos com oito combinacdes de solventes
profundos eutéticos naturais e selecionar os dois melhores solventes com maior

capacidade de extracdo de composto fendlicos.

. Avaliar a estabilidade ao calor, a luz, e ao armazenamento em diferentes

temperaturas dos compostos fenélicos nos extratos selecionados.

. Avaliar a atividade citotéxica dos extratos selecionados sobre linhagens

de células humanas de cancer de mama.
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CAPITULO 1
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1. FARELO DE GIRASSOL

O farelo de girassol é o coproduto gerado pela extracido do 6leo, por prensagem
seguida de extracdo com solvente, das sementes de girassol parcialmente descascadas,
que € destinado sobretudo para alimentacdo de ruminantes. H4, porém, um grande
interesse, por parte da inddstria, na utilizacdo dos coprodutos industriais gerados a
partir dos processamentos realizados — dessa forma, ndo ha geracao de residuo, mas o
aproveitamento integral da matéria-prima. Esses coprodutos s@o ricos em ingredientes
funcionais, que podem ser aplicados na industria, em produtos de panificac@o, nutricao
e na promog¢do de satde. Na nutricio humana, sdo fontes atrativas de proteina: esta,
por sua vez, constitui a0 menos metade da composicdo do farelo, que possui apenas
pequenas quantidades de fatores anti-nutricionais ou toxicos, quando comparado ao
farelo de outras fontes oleaginosas (MARTINS; PINHO; FERREIRA, 2017;
PICKARDT et al., 2011; WEISZ; KAMMERER; CARLE, 2009).

Dunford et al. (2015) afirma que o farelo possui 11 a 12 % de umidade, 38 a 40
% de proteina, 14 a 17 % de fibra e 0,5 % de lipidios. As proteinas da semente do
girassol sdo basicamente albuminas (17 a 34% do total) e globulinas (50 a 70%). O
Unico aminodcido essencial deficiente € a lisina, limitante também no farelo, que é,
porém, rico em arginina e possui mais metionina do que o farelo de soja. A aplicacdo
de altas temperaturas durante o processamento para obtencao do dleo de girassol pode
afetar a digestibilidade negativamente de lisina no farelo (RAMACHANDRAN et al.,
2007; SENKOYLU; DALE, 1999).

Apesar do alto valor proteico do farelo de girassol, a presenca de compostos
fendlicos prejudica a funcionalidade desta proteina: quando purificada, pela remogado
dos compostos fendlicos, a fragdo proteica apresenta a capacidade de estabilizar
emulsoes e espumas. O complexo proteina-fenol altera a qualidade e funcionalidade
das proteinas do girassol ainda de outras formas, tais como: diminuindo a solubilidade,
reduzindo a digestibilidade e alterando as propriedades de cor e sabor. Quando em
condi¢cdes alcalinas ou por acdo de polifenol-oxidases (PFO), as interacOes entre
proteinas e compostos fendlicos se tornam irreversiveis. A acdo enzimatica torna os
compostos fendlicos altamente reativos que, ao interagir com grupos de proteicos
funcionais, causam reagdes de escurecimento, levando a destrui¢io de aminoacidos
essenciais, prejudicando a digestibilidade das proteinas e, possivelmente, levando a

formacgdo de compostos toxicos (KAREFYLLAKIS et al., 2017; ZARDO et al., 2017).
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No farelo de girassol, 79% dos compostos fendlicos sdo soliveis e 21% formam o

complexo proteina-fenol (LOMASCOLO et al., 2012).

2. COMPOSTOS FENOLICOS

Compostos fendlicos sdo substancias aromdticas hidroxiladas que variam de
estruturas monociclicas a polimeros e que podem ser encontradas em cereais,
hortalicas, frutas, chds, ervas, chocolate, café e vinho, entre outros produtos de origem
vegetal (CHRIST-RIBEIRO et al., 2016). Sdo compostos amplamente distribuidos: ja
foram detectados mais de 8.000 compostos fendlicos em plantas. Trata-se de produtos
do metabolismo secundério vegetal, que podem ser pigmentos ou derivados de reagdes
de defesa das plantas contra agressoes (SILVA et al., 2010). Muitos desses compostos
apresentam  propriedades  antialergénicas,  antimicrobianas, antioxidantes,
antitrombdticas, cardioprotetoras e vasodilatadoras (VICHAPONG et al., 2010).

Agua, metanol e etanol, puros ou misturados, sdo usados para extrair
compostos fendlicos de materiais vegetais. Extratos brutos de ervas e outros vegetais
ricos em compostos fendlicos t€ém gerado interesse para a industria de alimentos, pois
esses compostos agem como antioxidantes. Além de doar hidrogénio ou elétrons, eles
impedem a oxida¢@o de varios ingredientes do alimento, particularmente lipidios, pois
formam radicais intermedidrios estdveis, sendo capazes de retardar a degradacdo
oxidativa da peroxidacdo lipidica, retardando a perda de qualidade e do valor
nutricional dos alimentos (AYDEMIR; BECERIK, 2011; SILVA et al., 2010).

Taha (2011) otimizou a extracdo de compostos fendlicos do farelo de girassol
utilizando metanol, etanol e acetona na concentracdo de 80%. A acetona, por ser
menos polar, foi o solvente organico que obteve melhor rendimento, extraindo 1802,76
mg de compostos fendlicos/100g de farelo. Além da extracdo convencional foram
utilizados ultrassom e micro-ondas, com os trés solventes testados € a acetona teve
melhores resultados nas duas estratégias aplicadas. Ye (2015) extraiu os compostos
fendlicos do girassol — flores do raio e do estigma (Figura 1), utilizando solventes
organicos e dgua. Nas flores do raio houve melhor rendimento com 90% metanol e nas

do estigma nao houve diferenca entre 50% metanol, 90% metanol e 50% etanol.
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Figura 1. 1. Morfologia do girassol

O farelo de girassol possui naturalmente compostos fendlicos e, assim, estas
moléculas bioativas podem apresentar atividade antioxidante, anti-inflamatéria,
antimicrobiana, dentre outras (LAGUNA et al., 2018). O principal composto fendlico
encontrado na semente do girassol é o dcido clorogénico, um ester do 4cido cafeico e
do 4cido quinico. A quantidade de compostos fendlicos no girassol pode chegar a 4%
da massa seca da semente, os principais 4dcidos presentes sdo o 4cido cafeico, 4cido
quinico e o acido clorogénico, sendo este em maior quantidade, representando até 70%
da massa seca dos compostos fendlicos (KAREFYLLAKIS et al., 2017; PEDROSA et
al., 2000; WEISZ; KAMMERER; CARLE, 2009).

Alto contetido de 4cido clorogénico livre € consumido junto a proteina, gerando
aminoécidos primdrios e formag¢do de uma coloracdo verde nos produtos de semente de
girassol, o que pode afetar propriedades nutricionais. Liang & Were (2018)
demonstraram que, na producdo de cookies, a partir de manteiga de girassol com
diferentes tipos de agucar, os que obtiveram coloracdo verde mais significativa foram
aqueles que tinha pH mais alcalino e maior agucar total; além disso, esses também
tiveram conteddo fendlico menor apds cozimento e armazenamento (LIANG; WERE,
2018).

Alguns artigos apresentaram alternativas para a remog¢do dos compostos
fendlicos antes da extracdo proteica. Weisz (2013) aplicou métodos de adsor¢cdo por
resinas dos compostos fendlicos de coproduto de girassol, porém alguns parametros —
pH, temperatura, tipo de eluente e concentragdo do soluto, afetaram o rendimento e o

perfil fendlico do produto final (WEISZ; CARLE; KAMMERER, 2013).

Os 4acidos clorogénicos (CQA) sdo a familia de ésteres formados entre um

acido quinico esterificado a um dos 4cidos trans-cinamicos, representados na Fig. 2.
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Ainda podem ser classificados como mono, di, tri e tetra ésteres e também como
ésteres mistos dos dcidos cafeico e ferulico. O mais comum e abundante é o 5-O-
cafeoilquinico (5-CQA), o mono-éster do acido cafeoilquinico (CLIFFORD, 2000;
OLIVEIRA; BASTOS, 2011). Amostras de sementes e cascas de girassol
desengorduradas foram avaliadas por HPLC para determina¢do de 4cidos clorogénicos.
O é4cido fendlico predominante foi o 5-CQA, seguido do acido neoclorogénico (3-
CQA) e 4cido criptoclorogénico (4-CQA) em ambas as amostras (WEISZ; CARLE;
KAMMERER, 2013).

e
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Figura 1. 2. Estrutura quimica do dcido quinico, 4cidos trans-cindmicos e do acido 5-cafeoilquinico

A absorcdo dos dcidos clorogénicos por seres humanos foi evidenciada por
meio do aumento da capacidade antioxidante do plasma apds consumo de alimentos
fonte. Sabe-se que a mucosa gastrointestinal ndo possui esterases para digestdo dos
CQA, reduzindo sua absor¢do no estomago € no intestino delgado, porém é&cidos
hidroxicinamicos livres sdo facilmente absorvidos. Isto ocorre porque os CQA s6
conseguem ser absorvidos por transporte paracelular e os 4dcidos hidroxicindmicos sao
absorvidos por transporte ativo (OLIVEIRA; BASTOS, 2011).

O é4cido clorogénico tem agdo antibacteriana, anticarcinogénica, antioxidante,
previne a oxidacdo lipidica, reduzindo a formacao de radicais livres, e inibe a oxidacdo
do LDL e do DNA in vitro (KAREFYLLAKIS et al., 2017; LIANG; WERE, 2018;
PEDROSA et al., 2000).
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3. CANCER DE MAMA

O cancer € um conjunto de doengas que causam o crescimento desordenado de
células que sofrem uma alteragdo no DNA, levando-as a agir de modo atipico,
invadindo tecidos e 6rgdos — esta divisdo ocorre de forma rdpida, dando a elas uma
caracteristica agressiva. Os tipos de cancer se diferenciam quanto ao tipo de célula
atingida, velocidade de multiplicacdo celular e capacidade de invasdo de tecidos e
orgdos proximos ou ndo, sendo esta chamada metdstase. A carcinogénese pode levar
vdrios anos até uma proliferacio significativa e geracdo de tumor e pode ser afetada

ainda por agentes carcindgenos (INCA, 2019).

As células tumorais sdo compostas das mesmas estruturas biomoleculares de
uma cé€lula normal, que s@o necessdrias para sobrevivéncia e fungdes bdsicas. Quando
ha uma falha nestas func¢des, hd uma alteracdo no fendtipo e geracdo de uma célula
tumoral. Na neoplasia, quatro funcdes bdsicas ndo sdo adequadamente executadas: a
proliferacdo, diferenciacdo, organizacdo cromossdmica e a apoptose (HOLLAND;
FREI, 2017). Hanahan & Weinberg (2017) propuseram que o cancer € constituido de
oito marcos que juntas geram uma légica de compreensdo desta patologia, sdo elas:
sinalizacdo proliferativa sustentadora, impedimento de supressores de crescimento,
resisténcia a morte celular, habilidade de replicacdo sem morte celular, inducido da
angiogénese, ativacdo da invasdo e metdstase, desregulacdo energética celular e

metabdlica e prevencdo da destruicdo do sistema imune (HOLLAND; FREI, 2017).

Cancer de mama € uma doenca na qual ocorre a proliferacdo desordenada de
células malignas no tecido mamario. Segundo a OMS, esse € o tipo de cancer que
apresenta a maior taxa de mortalidade entre mulheres e € o segundo com maior
incidéncia em todo o mundo, com mais de 2 milhdes de casos em 2018 em ambos os
sexos, ficando atrds somente do cancer de pulmao. Esta patologia pode comecar nos
16bulos, ductos ou tecido estromal, dando inicio ao processo carcinogénico. Os dois
tipos mais comuns de cincer de mama sdo o invasivo ductal e o invasivo de mama
lobular: estes, somados, representam 70% de todos os casos. Ainda ha o muito raro,
porém agressivo, cancer de mama metaplasico, além da diferenciacdo ndo glandular,
representada por um grupo heterogéneo de tumores (BUDZIK et al., 2019; IARC,
2020a; JORDAN; KHAN; PRILL, 2018).

A maioria dos canceres de mama sdo assintomdticos e sdo diagnosticados

através da mamografia: alguns sintomas que podem ocorrer sdo inchaco mamdrio,
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carogos firmes e fixos com bordas irregulares, mudancas na pele sobrejacente, retracao
do mamilo, entre outros. As mulheres tém diferentes niveis de risco ao cancer de
mama, uma vez que hd correlacdo com sua genética, vida reprodutiva e do ambiente
em que se encontra. Entre os fatores de risco, estdo a idade — mulheres acima de 50
anos, a histéria familiar de cancer de mama, nuliparas, obesidade e sedentarismo
(DESREUX, 2018; JORDAN; KHAN; PRILL, 2018).

O diagndstico precoce aumenta as chances de sobrevivéncia, tratamentos
menos invasivos e maior qualidade de vida. Na Dinamarca, por exemplo, a
mortalidade foi reduzida ndo sé pelo diagndstico por intermédio da mamografia, mas
pela prevencdo dos fatores de risco, citados acima, associados ao tratamento
melhorado. Porém, o aumento do risco do desenvolvimento de cancer de mama é
previsto para as proximas décadas, principalmente entre mulheres jovens, em virtude
do aumento da incidéncia da diabetes e obesidade (DESREUX, 2018).

Mesmo com um aumento nos diagndsticos precoces de cancer e nas
intervengdes terapéuticas atuais, ainda had casos tanto de toxicidade quanto de
resisténcia as drogas — destaca-se também o alto custo para o tratamento. Por este
motivo, hd um maior apelo ao uso de extratos de plantas, mais seguros e efetivos,

dando inicio a novas estratégias de medicina preventiva ou a elaboracdo de novas

drogas (OYENIHI; SMITH, 2019).

Os compostos fenodlicos influenciam o metabolismo de pro-carcindgenos
através da modulacdo da expressdo das enzimas do citocromo P450, enzima de fase I
responsdvel pela ativacdo dos carcindgenos, e facilitam sua excre¢do pelo aumento da
expressdo das enzimas de conjugacgdo da fase Il da detoxificagdo. A inducdo da fase II
ativa a formacdo, a partir dos compostos fendlicos, de quinonas téxicas, que sao
substrato das enzimas de detoxificacdo. Ao ingerir os compostos fendlicos, esse
processo € ativado para eliminacdo das quinonas, mas acaba ajudando a induzir a
defesa contra xenobidticos téxicos (DHANASEKARAN; JAGANATHAN, 2018;
PANDEY; RIZVI, 2009).

Além destes mecanismos cldssicos, os compostos fendlicos podem prevenir ou
atrasar a progressdo e manifestacdo clinica do céancer, posto que também sdo
antioxidantes e anti-inflamatérios (OYENIHI; SMITH, 2019). O consumo de
compostos fendlicos pode controlar a proliferagao de células cancerigenas devido a sua

capacidade de prevenir oxidacdo e proliferacdo. Tais compostos induzem a acdo da
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fase II das enzimas de detoxificagdo como, por exemplo, a glutationa redutase e a
peroxidase; além de atuar como anti-inflamatérios e regularem o sistema imune

(GONCALVES et al., 2018; OYENIHI; SMITH, 2019).
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Aproveitamento integral de matérias-primas oleaginosas com solventes “verdes”:

revisao e oportunidades

Resumo

As oleaginosas estdo entre as plantas de maior produ¢do mundial e sdo utilizadas para
obtencdo de O6leos e gorduras para consumo humano. Nesse processo, geram-se
coprodutos, ricos em compostos fendlicos com comprovados beneficios a saide, mas
geralmente destinados para a alimentacdo animal. A extracdo destes compostos
fendlicos € comumente realizada por solventes organicos, toxicos, inflamdveis e nao
biodegraddveis. Os extratos obtidos, como consequéncia, requererem extensa
purificacdo para aplicagdo em alimentos, farmacos e cosméticos. Por este motivo, ha
um apelo maior para o uso de solventes e tratamentos que sigam os principios da
quimica “verde”, evitando a poluicdo ambiental e diminuindo os riscos de acidentes na
manipulacdo de solventes toxicos. Com estas caracteristicas, vém sendo introduzidos
os solventes eutéticos profundos (DES), formados principalmente de metabdlitos
primdrios, como acidos organicos, acgucares, dlcoois e aminodcidos associados a sais
quaterndrios de amonio naturais. Os DES j4 foram utilizados para extrair compostos
bioativos de plantas, ervas e bebidas, sendo mais frequentemente empregados para a
extracdo de compostos fendlicos e obtendo, muitas vezes, resultados melhores que os
solventes comuns. Os extratos com DES também estdo associados a uma maior
estabilidade, devido as ligacdes de hidrogénio entre seus componentes, responsaveis
ainda pela maior solubilidade e extracdo de compostos fendlicos. O objetivo desta
revisdo foi reunir estudos que utilizaram DES e suas variantes na extracdo de
compostos fendlicos de matérias-primas oleaginosas, além de fazer um levantamento
dos estudos sobre a estabilidade de compostos fendlicos nesses solventes sob
condigdes de armazenamento diversas. Com isso pretendeu-se apontar as

oportunidades de estudo e aplicacio nessa drea promissora.

Palavras-Chave: solventes eutéticos profundos, coprodutos, estabilidade
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Abstract

Oilseeds are among the plants with the highest production in the world and are used
for the manufacture of oils and fats for human consumption. In this process, co-
products are generated, rich in phenolic compounds with proven health benefits,
commonly intended for animal feeding. The extraction of these polyphenols is
commonly done with organic, toxic, flammable and non-biodegradable solvents. The
extracts obtained, as a consequence, require extensive purification step to apply in
food, drugs and cosmetics. Consequently, there is a greater appeal for the use of
solvents and treatments that focus on “green” chemistry, avoiding environmental
pollution and reducing the risks of accidents when handling toxic solvents. Due to
these characteristics, deep eutectic solvents (DES), which are presented here, are
formed mainly of primary metabolites, such as organic acids, sugars, alcohols and
amino acids associated with natural quaternary ammonium salts. DES have already
been used to extract bioactive compounds from plants, herbs and beverages, and this
way they are more often used for the extraction of phenolic compounds and often
achieving, more frequently, better results than common solvents. DES extracts are also
associated with a greater stability, due to the hydrogen bonds between their
components, responsible for even greater solubility and extraction of phenolic
compounds. The aim of this review was not only to collect studies that used DES and
its variants in the extraction of phenolic compounds from oilseeds raw materials, in
addition to surveying the studies on the stability of these solvents under different
storage conditions. This was intended to point out the opportunities for study and

application in this promising area.

Keywords: deep eutectic solvents, by-products, stability
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1. INTRODUCAO

Compostos fendlicos sao metabdlitos secundarios bioativos de plantas, que se
caracterizam pelo anel aromdtico com a presenca de ao menos um grupo hidroxila e
que podem se apresentar de forma livre ou ligada a outros componentes da matriz
alimentar, sendo genericamente subdivididos em: 4cidos fendlicos, flavonoides,
taninos e estilbenos (ALU’DATT et al., 2017; SINGH et al., 2017). O consumo desses
compostos, que podem sem encontrados em fontes alimentares de origem vegetal, vem
sendo associado a diversos beneficios a saide, em virtude de sua potencial acdo anti-

hipertensiva, anti-inflamatdria, hipoglicemiante, entre outras (SINGH et al., 2017).

Oleaginosas sdo fontes vegetais de 6leos ou gorduras como girassol, coco,
palma e azeitona, por exemplo, podendo ser classificadas, em certos casos, também
como leguminosas, como a soja e o amendoim (BAJAJ, 1990; ORNELAS, 2006).
Oleaginosas sdo ainda fontes de compostos fendlicos e diversas, como azeitona, soja,
girassol e canola, por ex., j4 tiveram sua composi¢do de compostos fenolicos descrita
(NOLLET; GUTIERREZ-URIBE, 2018). No entanto, por seu cardter
predominantemente hidrofilico, os compostos fendlicos ndo se dissolvem
eficientemente nos lipideos extraidos, permanecendo, em grande parte, na torta ou
farelo, coprodutos da extragdo de 6leo, geralmente destinados para alimentagdo animal
(KAREFYLLAKIS et al., 2017; NOLLET; GUTIERREZ-URIBE, 2018). Esse tipo de
coproduto, além de ndo apresentar alto valor de mercado, ainda sofre com a redugdo da
digestibilidade das proteinas presentes, pela agdo anti-nutricional apresentada por
diversos compostos fendlicos (KAREFYLLAKIS et al., 2017; PICKARDT et al.,
2011). Dessa forma, a extracdo desses compostos do farelo ou da matéria-prima, de
forma prévia a extragdo do 6leo, ndo apenas aumenta o valor agregado a esses
vegetais, pelo aproveitamento de compostos bioativos de interesse comercial, mas

também melhora a qualidade da proteina para consumo humano ou como ra¢do animal.

A extracdo de compostos fendlicos de diversas fontes vem sendo estudada
detalhadamente (RENARD, 2018), no entanto, de forma geral, essa extracdo €&
alcancgada pela aplicacdo de solventes organicos como metanol (ROCCHETTI et al.,
2019), etanol (CALDAS et al., 2018), outros élcoois (iso-propanol, por ex.) (WEISZ;
CARLE; KAMMERER, 2013) ou acetona (MOKRANI; MADANI, 2016). Esse tipo
de solvente, além de inflamdvel e de alta volatilidade (CULL et al., 2000), ainda
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apresenta toxidez e seu uso leva a polui¢do do meio-ambiente (CVETANOVIC, 2019).
Os compostos fendlicos extraidos com uso desse tipo de solventes dependem de
muitos passos de purificagdo para aplicacdo em alimentos, fairmacos e cosméticos
(CVETANOVIC, 2019). Em adi¢io a isso, hd uma busca por técnicas mais
sustentdveis de processamento industrial, de modo a promover a preservacdo do
ambiente (FERNANDEZ et al., 2018b). Uma alternativa de “solvente verde” para
extracdo de compostos fendlicos € a aplicacdo de DES: solventes eutéticos profundos
(da sigla em inglés: deep eutectic solvents) (CVIETKO BUBALO et al., 2018). O
presente trabalho se propde a revisar a literatura disponivel sobre a extragdo de
compostos fendlicos de matérias-primas oleaginosas e seus coprodutos, com a
utilizacdo de DES, de modo a identificar as muitas oportunidades de pesquisa e

aplicacdo ainda abertas nessa area de estudo.

2. OLEAGINOSAS - PRODUCAO E COMPOSICAO FENOLICA.

Segundo o USDA (United States Department of Agriculture) a oleaginosa com
maior producdo mundial s3o as nozes, améndoa, soja, azeitona, seguida da palma ou
dendé e da canola e, por dltimo, girassol e amendoim (Tabela 1) (USDA, 2020a,
2020b).

Tabela 2. 1. Produ¢dao Mundial e Brasileira de oleaginosas.

Matéria- prima Produciao mundial Milhées de toneladas Brasil
p (milhoes de toneladas) Maior produtor (mil toneladas)
1000
Nozes 2123 China -
N 998
Améndoa 1290 Estados Unidos )
. 124
Soja 336 Brasil 120000
. 201
Azeitona 314 Unido Europeia )
Palma 74 44, ) -
Indonésia
Canola 68 19 48
Canada
. 17
Girassol 55 N 75
Ucrania
. 18
Amendoim 45 China 557

Fonte: (CONAB, 2020; FAO, 2018; USDA, 2020a, 2020b)
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Todas essas oleaginosas geram torta, farelo ou bagaco' ou outros coprodutos

apos a extragdo do dleo pela industria, que sdo destinados, na maioria dos casos, para

alimentacdo animal (KURKI; BACHMANN; HILL, 2008), mas onde se concentram

os compostos fendlicos (Tabela 2).

Tabela 2. 2. Composi¢do de compostos fendlicos em coprodutos de oleaginosas.

Matéria Prima Composto Fenoélico Referéncia
Farinha de Soja Acido Ferilico (ALU’DATT et al., 2017)
Acido Sérico
Acido Vanilico
Isoflavonas
Farelo de Canola Acido Sindptico (ALU’DATT et al., 2017)
Taninos
Coprodutos da 3-Glicosideo Cianidina (CRISOSTO; FERGUSON;
Azeitona Apigenina NANOS, 2011; SERVILI et
Luteolina al., 2004)
Acido Vanilico
Tirosol
Hidroxitirosol
Oleuropeina
Casca do Girassol Acido Clorogénico (ALU’DATT et al., 2017)

Pele do Amendoim

Fruto da Palma

Casca da Améndoa

Casco de Nozes

Catequina
Acido clorogénico
Acido Gilico
Acido Cafeico
Acido Coumdrico
Acido Cafeico
Acido Gilico
Catequina

3-Glicosideo Cianidina

Catequina

Acido Protocatecuico

Acido Vanilico
Acido Elagico

Acido hidroxibenzoico
Acido 3-O-cafeoilquinico

(CHANG et al., 2016)

(AGOSTINI-COSTA, 2018;
ZHOU et al., 2019)

(ESFAHLAN; JAMEI,;
ESFAHLAN, 2010)

(CHANG et al., 2016;
CHUDHARY et al., 2020)

As sementes das nozes (Juglans regia L.) possuem 65% de 6leo e 15% de

proteina e contém todos os aminodcidos essenciais. Dentre os compostos fendlicos

mais abundantes estdo os dcidos elégico,

gélico,

vanilico e protocatecuico

! Torta é denominado o produto obtido apés a extragdo do Gleo por prensagem, apds este processo a
torta passa por extracdo com solventes, gerando o farelo. Bagaco compreende os fragmentos de polpa,
caroco e pele de frutos apds extragdo do 6leo.
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(CHUDHARY et al., 2020; GUPTA; BEHL; PANICHAYUPAKARANAN, 2019).
Nozes podem ser consumidas in natura e/ou na forma de farinha, em produtos de
panificacdo e confeitaria. A casca verde do fruto (anterior ao casco) e a casca dura da
noz (que protege o nicleo — noz) sdo moidos finamente e usados em cosméticos, na
inddstria para polir metais, entre outros (CHUDHARY et al., 2020). Os compostos
fendlicos permanecem majoritariamente no farelo apds a extracdo do 6leo e podem
precipitar as proteinas presentes, influenciando negativamente sua solubilidade e
digestibilidade (KHIR; PAN, 2019). Entre os coprodutos das nozes os compostos
fenolicos encontram-se, sobretudo, na casca verde, e sdo mais abundantes o acido

hidroxibenzoico e o pentosideo do 4cido eldgico (Figura 1) (CHANG et al., 2016).

0

HG”

Figura 2. 1. Estrutura quimica do (A) 4cido hidroxibenzoico e (B) dcido eldgico presentes nas nozes

7z

A améndoa (Prunus dulcis), assim como as nozes, € consumida in natura
(torrada) ou na forma de farinha (ESFAHLAN; JAMEI, ESFAHLAN, 2010). O teor de
6leo na semente é de 38 a 52%, essa variacao ocorre, entre as safras, devido a fatores
associados ao solo, irrigacdo, variedade plantada, entre outros. A proteina corresponde
aproximadamente a 20% da semente e € limitante em aminodcidos sulfurados -
metionina e cisteina (YADA; LAPSLEY; HUANG, 2011). A torta de améndoas,
possui aproximadamente 49% de proteina e 8% de Oleo residual, além dos compostos
fendlicos galocatequina, 4cido gélico, 4cido cumadrico e quercetina (KARAMAN et al.,
2015). Na pele da améndoa sao encontrados 60% do total de compostos fendlicos do
fruto como o 4cido clorogénico, dcido sindptico, catequinas e procianidinas em maior
escala em comparagdo as outras partes do fruto (ESFAHLAN; JAMEI; ESFAHLAN,
2010; SIRACUSA; RUBERTO, 2019). Na casca dura os principais compostos

fendlicos sdo 4cido cafeico, cumadrico e ferulico (Figura 2) (CHANG et al., 2016).
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Figura 2. 2. Compostos fendlicos (A) dcido cafeico, (B) p-cumarico e (C) ferulico presentes na
améndoa.

O principal uso dos graos de soja (Glycine max) € para a extracdo do 6leo (18-
23%), além de ser uma leguminosa com alto teor proteico (25-45%), rica em lisina e
deficiente em metionina e cistefna. E amplamente cultivada, principalmente no Brasil,
EUA, Argentina e China (PRATAP et al., 2016). A soja também possui alguns fatores
anti-nutricionais como os inibidores de tripsina, que provocam uma menor retencao de
nitrogénio em animais, e oligossacarideos, que podem causar flatuléncia e diminui¢cdo
da digestibilidade (ARRUTIA et al., 2020). As isoflavonas sdo os principais
compostos fendlicos da soja. Tratam-se de fito-estrogenos com beneficios a saide
humana que aparecem, sobretudo, nas formas glicosiladas da genisteina, daidzeina,
gliciteina, ononeina e sissotreina (Figura 3) (BOLCA, 2014; ORTS et al., 2019). O
farelo de soja, derivado da extracdo do 6leo, é consumido mundialmente em virtude da
sua composicao rica em proteinas, 98% € destinado a alimentacdo animal e o restante €
utilizado na produgdo de produtos de soja para consumo humano (PRATAP et al.,

2016; SINGH et al., 2017; THRANE et al., 2017).

OH
0
' ®
S Q0
HOHO 0 o (A) HO
OF o OH
OH MeO
Ho,, O |
(C) H()'“"O% ) h o o (D)

Figura 2. 3. Estruturas quimicas de glicosideos e agliconas de algumas das isoflavonas presentes na soja
(A) daidzina, (B) daidzeina, (C) genisteina e (D) glicitina.

35



A azeitona (Olea europaea L.) é a matéria-prima para producio do azeite® de
oliva, contém de 12 a 35% de 6leo, mas em virtude da presenca da oleuropeina (Figura
4), um composto fendlico que causa amargor, ndo pode ser consumida in natura.
Diversos compostos fendlicos ja foram identificados no azeite, e contribuem para as
caracteristicas sensoriais € de promog¢do da saide do produto final (CRISOSTO;
FERGUSON; NANOS, 2011; SERVILI et al.,, 2004). A azeitona gera diversos
coprodutos: folhas, carogo, bagaco — correspondente a torta ou ao farelo das
oleaginosas de grao - e dgua residual de moinho, que também sdo fonte compostos
fenolicos, além de celulose, carboidratos, aminodcidos essenciais entre outros
(RODRIGUES; PIMENTEL; OLIVEIRA, 2015). Os principais compostos fendlicos
do bagaco da azeitona sio oleuropeina, hidroxitirosol, 4cido cafeico, vanilina, rutina e

luteolina (CHANIOTT; TZIA, 2018).

(A) (B) (€

o] o
HO COOCH, _0
CH
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. HO OCHs
oleuropeina OH
OH OH

Figura 2. 4. Estruturas quimicas dos principais compostos fenélicos da azeitona (A) oleuropeina, (B)
hidroxitirosol, (C) 4acido cafeico e (D) vanilina.

O ¢leo de palma ou azeite de dendé € extraido do fruto do dendezeiro (Elaeis
guineenses), da polpa extrai-se um 6leo rico em 4cido oleico e pigmentos carotenoides,
da semente é extraida uma gordura rica em dcido palmitico (DO PRADO; BLOCK,
2012). Alguns dos coprodutos dessa oleaginosa sdo as folhas e o tronco da palmeira, o
casco da semente, cachos vazios dos frutos, fibra do mesocarpo, além da dgua do
moinho (HOSSEINI; WAHID, 2014). Isto faz com que haja uma grande geracdo de
biomassa ligninocelulésica, ainda sem destinacdo econOmica, na extracdo do O6leo.
Devido a alta estabilidade a temperaturas elevadas da gordura, a palma € aplicada na
induastria de congelados pré-fritos como batatas fritas, por exemplo. Essa gordura é
ainda utilizada como substituto da manteiga de cacau e para produzir sabonetes,

detergentes, pomadas (AGOSTINI-COSTA, 2018; CHANG, 2014; DO PRADO;

? Azeite é o produto da extracdo do 6leo de frutos. Oleos sdo obtidos a partir de grios e sdo liquidos a
temperatura ambiente. Gorduras sdo sélidas a temperatura ambiente.
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BLOCK, 2012). O fruto da palma contém 73% de 6leo, 13% de carboidratos e 3,4% de
proteina, enquanto a semente da palma possui 32% de gordura (DO PRADO; BLOCK,
2012). O teor de compostos fendlicos do 6leo ndo chega a 100 mg/L mas esses sdao
responsaveis pela ocorréncia de escurecimento durante a fritura (ACOSTA-
ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014; MBA; DUMONT;
NGADI, 2015). Os principais compostos fendlicos no fruto da palma sdo 4cido
hidroxibenzoico (Figura 1) e 4cido fertlico (Figura 2), mas a maior parte estd na forma
insoldvel ou esterificada, como parte da lignina, e os mondmeros livres presentes sao
lixiviados e descartados na dgua do moinho (NEO et al., 2010). O dendé € rico em
lignina (14 a 30%) que, junto com a celulose, forma uma rede que impede a extracdao
dos demais compostos fendlicos, quando a biodisponibilidade € aumentada, por meio
de lise da lignina, hd& um aumento do teor de 4cidos hidroxibenzoico (Figura 1) e

sindpico livres (Figura 5) (CHANG, 2014; ZHOU et al., 2019).

O
H
3CO A OH

HO
OCH,

Figura 2. 5. Estrutura quimica do 4cido sindpico presente na palma.

A canola (Brassica napus), assim como a soja, € rica em lipideos e proteinas,
35 a 38% e 21 a 23%, respectivamente. As principais proteinas da canola sdo
globulinas, soldveis em solugdes salinas, e prolaminas, insoliveis em dgua e solugdes
salinas, mas solubilizdveis em solu¢des hidroetanélicas (WANASUNDARA et al.,
2017). Os compostos fenodlicos da canola permanecem no farelo e sdo considerados
fatores anti-nutricionais, por imobilizarem minerais como cdlcio, zinco, magnésio e
ferro, impedindo sua absorcdo satisfatéria. Além disso, interagem com a proteina em
condi¢des alcalinas extremas, normalmente utilizadas para solubilizagdo proteica,
gerando cor escura indesejdvel (ARRUTIA et al., 2020; WANASUNDARA et al.,
2017). A sinapina (Figura 6), éster do 4cido sindpico (Figura 5) e da colina, representa
80% dos compostos fendlicos do farelo de canola (LAGUNA et al., 2018). O farelo de
canola possui aproximadamente 44% de proteina que, assim como a da soja, €
destinada para uso animal e, mais recentemente, vem sendo purificada em isolados

proteicos para consumo humano (BARTHET; DAUN, 2011).
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Figura 2. 6. Estrutura quimica da sinapina presente na canola.

A semente do girassol (Helianthus annuus) é rica em Oleo e proteina, com
aplicag@o na industria alimenticia e nutrac€utica. Assim como na canola, hd formacao
de um complexo proteina-fenol irreversivel em condi¢des alcalinas, causando perdas
nas propriedades sensoriais, estabilidade e vida-de-prateleira (KAREFYLLAKIS et al.,
2017; ZOUMPOULAKIS et al., 2017). A semente do girassol descascada é composta
de 20% proteina, basicamente globulinas e albuminas, sendo o Unico aminodcido
limitante a lisina; e possui de 38 a 50% de 6leo (DUNFORD; MARTINEZ; SALAS,
2015; WILDERMUTH; YOUNG; WERE, 2016). O mais abundante composto
fendlico da semente de girassol € o dcido clorogénico (70%) (Figura 7), com utilizagdo
como antibacteriano, anticarcinogénico e antioxidante (AMAKURA, 2013;
KAREFYLLAKIS et al., 2017). O farelo de girassol (30%), que pode ser usado com
substituto da soja na alimentagdo animal, possui em média 32% de proteina e pode
conter até 4% de compostos fendlicos na sua massa seca. A casca (25%) contém cerca
de 6% de proteina e 3% de 6leo e € majoritariamente composta por fibras, que
representam até 60% da massa (DUNFORD; MARTINEZ; SALAS, 2015; GENTIL;
SERRA; CASTRO, 2012; LOMASCOLO et al., 2012).
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Figura 2. 7. Estrutura quimica do dcido 5-cafeoilquinico presente no girassol.

O amendoim (Arachis hypogaea) é uma leguminosa, utilizada majoritariamente

para consumo humano (60%) na forma torrada ou de manteiga de amendoim, por
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exemplo, enquanto o restante é destinado 2 producdo do éleo. E um alimento com
potencial alergénico e que vem sendo relacionado a possivel contaminacdo por
aflatoxina (CHANG; SREEDHARAN; SCHNEIDER, 2013; SUCHOSZEK-
LUKANIUK et al., 2011). A semente do amendoim possui 46% de 6leo e 28% de
proteina, sendo as principais a araquina € a conaraquina, que apresentam alta
funcionalidade de espumacio (GHATAK; SEN, 2013; MUHLBAUER; MULLER,
2020). Os principais compostos fendlicos do amendoim sao as catequinas e os acidos
clorogénicos, encontrados na semente crua e torrada (CHANG et al., 2016). O farelo
do amendoim também € destinado para alimentacdo animal, com teor de proteina que
pode atingir até 45% (BALANDRAN-QUINTANA et al., 2019) e os principais
compostos fenodlicos presentes no farelo sdo os dcidos cafeico, cumarico e galico. Na

pele do amendoim os principais sdo os dcidos cafeico, gélico, coumaroil-tartérico,

caftarico e coutdrico (Figura 8) (CHANG et al., 2016).
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Figura 2. 8. Estrutura quimica dos principais compostos fendlicos do amendoim: (A) 4cido coutdrico e
(B) acido caftarico.

3. EXTRACAO POR SOLVENTES

Diversos métodos de extracdo foram estabelecidos para obtencdo dos
compostos fendlicos da sua fonte alimentar de origem, dentre eles extracdo auxiliada
por enzimas, por micro-ondas ou por ultrassom, entre outras (ALAN ON et al., 2020;
FERNANDEZ et al., 2018b; KHEZELI; DANESHFAR; SAHRAEI, 2016). Porém, a
extracdo mais comum € alcangcada pelo contato com solventes organicos, por ser
simples e frequente, devido a quantidade de estudos que a utilizam. Sdo varidveis desta
metodologia o tipo de solvente, a temperatura, o tempo e a relacdo entre amostra e
solvente (NOLLET; GUTIERREZ-URIBE, 2018). Os solventes orginicos sdo muito
eficientes para a extracdo de compostos fendlicos de matrizes alimentares, mas
possuem como principais desvantagens a inflamabilidade e toxicidade, além de nao
serem biodegradaveis, por isso alternativas mais sustentdveis vem sendo desenvolvidas

para substituir estes solventes. Uma alternativa para este caso sdo 0s solventes
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eutéticos profundos (RUESGAS—RAMON; FIGUEROA-ESPINOZA; DURAND,
2017).

3.1 SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS

Os DES foram descritos primeiramente por Andrew Abbott, a principio como
sendo uma mistura de sais de amdnio quaterndrio e sais de fons metélicos, formando
um solvente liquido em temperatura ambiente, com ponto de congelamento mais
baixo. Sua capacidade de se manter no estado liquido estd relacionada a formacao de
pontes de hidrogénio entre compostos que doam ou aceitam elétrons ou prétons
(ABBOTT et al., 2003). Com a busca por uma quimica mais ambientalmente
compativel, os DES foram classificados como “verdes”, pois sdo biodegradaveis,
biocompativeis e sustentdveis, que sdo alguns dos principios da extracido verde. Além
disso, a quimica verde prevé que os solventes devem ser seguros, atoxicos € nao
inflamaveis (CVJETKO BUBALO et al., 2018; FERNANDEZ et al., 2018b). Os DES
sdo a alternativa sustentdvel dos liquidos idnicos (IL do inglés ionic liquids),
compostos de anions inorganicos ou organicos € cdtions organicos € que podem ser
liquidos em temperaturas proximas a ambiente. Os IL sdo considerados tdxicos e
pouco degraddveis, mas possuem similaridades com os DES, como ponto de fusao
baixo, alta viscosidade, baixa pressdao de vapor, além do baixo custo (ITOH; KOO,
2019; SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2020). Algumas aplica¢des dos DES sio o uso
como veiculo solvente em fiarmacos com baixa solubilidade em dgua, extracdo de
compostos bioativos de produtos e coprodutos, meio para preservacdo de bactérias,

entre outros (VANDA et al., 2018).

Devido ao apelo como solvente verde, diferentes formulacoes de DES vém
sendo utilizadas para extrair compostos bioativos de plantas, ervas e bebidas, sendo o
mais frequente a extracdo de compostos fendlicos, muitas vezes obtendo resultados

melhores que os obtidos com solventes comuns (SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2020).

Existem trés formas comuns de preparar os DES, que podem sofrer
modifica¢des, os métodos: ‘heating and stirring’ aquecer e agitar, ‘freeze-drying’
liofilizar e ‘evaporating’ evaporar. O primeiro consiste em aquecer 0s componentes
para formagdo do DES a 80°C e agitar até obtencao de um liquido homogéneo, mas

pode sofrer modificacdes de temperatura no caso do preparo de um DES natural; a
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liofilizacdo € feita a partir de solucdes aquosas dos componentes do solvente
misturadas e congeladas, seguidas de liofilizacdo para remocao da dgua e, assim, obter
o DES; no tltimo método, os componentes sdo dissolvidos em dgua e levados a
evaporador rotatério a 50°C, para evaporacdo da dgua, até obter peso constante (DAI

et al., 2015; SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2020).

Para obter-se um DES é necessdrio misturar dois ou trés componentes, dos
quais ao menos um deve estar no estado sélido, sendo um receptor e um doador de
hidrogénio, em molaridades adequadas, que interagem gerando uma mistura eutética,
ou seja, uma substancia que se comporta como pura durante um processo de fusdo. Os
componentes dos DES possuem separadamente pontos de fusdo diferentes e a
interagem entre si formam liga¢cdes de hidrogénio, provocando uma queda “profunda”
nesta temperatura de fusdo (Figura 9). Existem quatro tipos de DES, formados de sais
quaterndrios de amodnio, halogenetos metdlicos hidratados ou ndo e doadores organicos
de hidrogénio (Tabela 3) (CVJETKO BUBALO et al., 2018; SMITH; ABBOTT;
RYDER, 2014; SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2020; VANDA et al., 2018).

Liquido [A+ B]

p£(A) p£(B)

A(s) + Liquido B(s) + Liquido

l'emperatura

—————————————————— DES

A(S)+B(S)

100%A %A/B 100%B

Figura 2. 9. Esquema do ponto eutético de duas substancias sélidas (S).
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Tabela 2. 3. Composi¢do dos tipos de DES com exemplos.

DES Componente 1 Componente 2
Sais quaterndrios Halogenetos metélicos
Tipo 1 .
Ex. ChCl Ex. ZnCl,; CuCly; LiCl,
Sais quaterndrios Sais metalicos hidratados
Tipo II )
Ex. ChCl Ex. CuCl, ou CrCl, ou NiCl, * H,O;
Sais quaterndrios Doadores de hidrogé€nio
Tipo 111
Ex. ChCl Ex. C3H803; C6H1206; C3H603
Sais metélicos Doadores de hidrogénio
Tipo IV
Ex. ZHCIQ Ex. CH4N20; C2H602; C2H5NO

ChCl: Cloreto De Colina;
C3HgOs5: Glicerol; CcH,04: Glicose; CsHgOs: Acido Litico;
CH,4N,O: Ureia; C,H¢O,: Etilenoglicol; C,HsNO: Acetamida

3.2 SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS NATURAIS

Os solventes eutéticos profundos naturais (NADES da sigla em inglés de
natural deep eutectitc solvents) sdo uma derivacdo dos DES que utilizam, na sua
composicdo, metabdlitos primdrios como acucares, dlcoois, aminodcidos, dcidos
organicos e sais quaterndrios de amonio naturais (Figura 10) como o cloreto de colina,
componente do complexo B, e a betaina, um aminoédcido ndo proteico amplamente
distribuido em tecidos animais e vegetais, como aceptores e doadores de hidrogénio
(CRAVEIRO et al., 2016; FERNANDEZ et al., 2018b; SOCAS-RODRIGUEZ et al.,
2020). A proposta dos NADES € obter um solvente alternativo, composto somente de
ingredientes naturais, que acredita-se aparecerem em todas as células vivas, através da
combinacdo de compostos presentes, como uma terceira fase liquida imiscivel nas
outras duas fases: dgua e lipidios, desenvolvendo funcdes de biossintese, solubilizacado
e armazenamento (CHOI et al., 2011; CVJETKO BUBALO et al., 2018; VANDA et
al., 2018). Os NADES siao preparados pelos mesmos métodos dos DES e podem ser
classificados de quatro formas: derivados de acidos organicos, derivados de cloreto de
colina, misturas de aguicares ou outras combinacdes. Esperava-se que estes solventes se
tornassem solventes universais, mas eles sdo extremamente seletivos e, por isso, cada

aplicagdo depende do NADES mais propicio (CHOI; VERPOORTE, 2019;

42



FERNANDEZ et al., 2018b). Cada solvente tem uma propriedade fisico-quimica
propria, as combinacdes de componentes alteram a polaridade e consequentemente, a
capacidade de extragdo de compostos bioativos. Os solventes naturais com menor
polaridade tiveram menos eficdcia na extragdo de compostos polares e alta para nao
polares. Radosevic et al. (2016) mostrou que NADES a base de acticares e outros
polidlcoois tem polaridade similar a do metanol e sdo menos polares que os NADES a

base de 4dcidos organicos (DAI et al., 2015).

CHy (A cH,0 (®
4 - H3C\ /+ ”

HO\/_l\I-l_CHB Cl / \C/ \O—
CHsj HC  H,

Figura 2. 10. Estrutura quimica do (A) cloreto de colina e da (B) betaina.

Tanto NADES como DES possuem alta viscosidade, associada a presenga das
ligacdes de hidrogénio, que reduzem a mobilidade molecular, e esta caracteristica pode
interferir no tempo que é gasto manipulando um solvente viscoso (FERNANDEZ et
al., 2018b). Dai e colaboradores (2015) indicaram que a adicdo superior a 50% (v/v) de
dgua rompe as interagdes de hidrogénio e desfaz a supermolécula que forma os
NADES, porém, adicdes menores sdo benéficas, pois modelam o solvente para
dissolugdo de substancias com caracteristicas diferentes. A adi¢do de dgua pode ser
realizada durante a preparacdo do solvente ou depois de pronto, entre 20 e 30% ajuda a
otimizar a seletividade do NADES e ajustar a polaridade (CVJETKO BUBALO et al.,
2018; FERNANDEZ et al., 2018b; VILKOVA; PLOTKA-WASYLKA; ANDRUCH,
2020).

Os NADES, por estarem presentes em células, estdo relacionados a aplicagdes
na area da sadde, como na industria farmacéutica, cosmética e alimenticia. Por isso ha
estudos que visam extrair compostos fendlicos de coprodutos (CHOI; VERPOORTE,
2019; CVIJIETKO BUBALO et al., 2018; VANDA et al., 2018). Ha estudos diversos
sobre 0 uso dos NADES/DES para extracdo de compostos fendlicos de sementes de
café (AHMAD et al., 2018), alecrim (BARBIERI et al., 2020), casca de toranja (EL
KANTAR et al., 2019), folhas de amoreira (GAO et al., 2020).

Em suma, NADES sdo solventes biodegraddveis de baixo custo e simples

preparacdo, sem gerar residuos, com grande faixa de polaridade e grande poder de
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solubilizacdo. Além disso, ndo sdo inflaméveis e téxicos, como os solventes organicos.
Mas ha algumas desvantagens, porque tem pressdao de vapor proxima a zero o que
dificulta a recuperacdo do composto extraido permitindo, atualmente, seu uso em
escala industrial apenas para obtencdo de produtos que nao necessitam de recuperacao

(CVIETKO BUBALO et al., 2018; SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2020)

3.3 SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS TERAPEUTICOS

Como uma alternativa farmacéutica, se apresentaram os solventes eutéticos
profundos terapéuticos (THEDES — da sigla em inglés de therapeutic deep eutectitc
solvents), que podem ser formados por um componente farmacéutico associado a um
constituinte do THEDES ou o farmaco pode ser solubilizado em um DES pré-formado.
THEDES sdo capazes de aumentar o potencial de solubilidade, penetracio e absorcao
do ingrediente farmacéutico na mistura eutética (BARROS et al., 2017; SOCAS-
RODRIGUEZ et al., 2020). Os THEDES foram propostos pela primeira vez em um
estudo que verificou o efeito de misturas eutéticas compostas de ibuprofeno e
diferentes terpenos no aumento da absorcao transdérmica, sugerindo que, com uso dos
DES, se atinge a mixima permeacdo de ibuprofeno, o que foi atribuido a reducdo do
ponto de fusdo para a mesma temperatura do experimento de permeacdo (STOTT,
1998). As vantagens do uso dos THEDES sdo as altas estabilidade e solubilizacio de
diversos compostos, inclusive os pouco soliveis em 4gua, € o aumento da
biodisponibilidade de compostos farmacéuticos (BARROS et al., 2017). Outro estudo
mostrou que um DES formado de cloreto de colina:dcido ascérbico foi capaz de
solubilizar dexametasona, um medicamento que, associado a vitamina C, ajuda a

diferenciagdo de células-tronco em células osteogénicas (SILVA et al., 2018).

3.4 ESTABILIDADE DOS COMPOSTOS FENOLICOS EM DES

Apesar da recente introducdo dos DES, estdao disponiveis na literatura estudos
que avaliaram a estabilidade dos compostos fendlicos apds a extracdo com DES, em
comparacdo com o uso de solventes organicos convencionais. A composi¢do dos DES
justifica seu potencial estabilizante, uma vez sdo formadas liga¢gdes de hidrogénio entre

seus componentes, que além de melhorar a solubilidade e o poder de extracdo de
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compostos fendlicos, pode também evitar sua rdpida degradacdo (CHOI et al., 2011;

DAI; VERPOORTE; CHOI, 2014).

Dai et al. (2014) avaliaram a estabilidade da cartamina, um pigmento natural do
cartamo (Carthamus tinctorius) usado como aditivo alimentar e cosmético. A
cartamina foi extraida com cinco tipos de NADES, com etanol (40%) e com 4gua e sua
estabilidade foi avaliada sob calor, por até 120 min, quanto ao armazenamento em
diferentes temperaturas (-20°C, 4°C e 25°C), por 60 dias, e sob exposicao a luz branca,
por 15 dias. A cartamina foi mais estdvel ao tratamento térmico no NADES formado
de xilitol:cloreto de colina em compara¢do com a extra¢do aquosa, tendo a perda mais
expressiva sido verificada na maior temperatura testada (80°C). A solucdo de
NADES:cartamina foi exposta a 24 horas de luz em temperatura ambiente. Ocorreu
degradacdo entre as amostras que ficaram cobertas e expostas a luz, mas ndo houve
diferenca para os NADES compostos de glicose:cloreto de colina, sacarose:cloreto de
colina e dgua e a perda mais acentuada foi vista nos extratos de solvente organico e na
agua, expostas a luz. Sob congelamento, a cartamina se manteve estavel por 7 dias,
mas depois de 15 dias houve uma perda de aproximadamente 10% na maioria dos
NADES e de 50% em 4gua e 40% no extrato hidroetanélico. Armazenado a 4°C, o
pigmento ficou estdvel pelo periodo de 30 dias no NADES composto de
sacarose:cloreto de colina e sofreu degradacdo de 80% do extrato aquoso € 60% no

hidroetandlico.

Em outro estudo, o mesmo grupo de pesquisa (DAI et al., 2016) avaliou a
estabilidade da antocianina cianidina extraida com NADES de dcido lético:glicose de
pétalas de duas variedades de Catharanthus roseus, uma planta ornamental, ao calor,
por até 120 minutos, e ao armazenamento a -20°C, 4°C e 25°C, por 90 dias. A
cianidina se mostrou mais estdvel do que o extrato etandlico acidificado a 60°C,
enquanto que a 80°C e 40°C ndo houve diferenga entre o solvente organico € o
NADES. O NADES formado de 4cido latico:glicose manteve a cianidina estavel por
90 dias a -20°C, por 30 dias a 4°C e, em temperatura ambiente, houve degradacdo de
60% apos o periodo de armazenamento. O etanol acidificado, a -20°C, apresentou
curva de degradacdo similar ao extrato de NADES armazenado em temperatura bem

superior: 4°C.

Fernandez et al (2018) estudaram a estabilidade de compostos fendlicos de

diferentes tipos de residuos (bagago de azeitona; escapas e umbelas da cebola; pele,
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semente e frutos descartados de tomate e pera) ao armazenamento a -18°C, 4°C e
25°C, por 60 dias, em NADES de &cido latico:glicose, em dgua e em metanol. A
estabilidade de oito compostos fendlicos, presentes nos coprodutos de cebola, tomate,
pera e azeitona, foi avaliada ao armazenamento, a -18 e 4°C. Todos os compostos
permaneceram estaveis em solvente natural de 4cido l4tico:glicose e metanol por todo
o periodo da andlise e no extrato aquoso foi registrado uma perda de 90% de
quercetina e apigenina, principalmente. Sob temperatura ambiente (25°C) apenas
oleuropeina, quercetina, apigenina e hidroxitirosol apresentaram perdas de 30 a 50%

(FERNANDEZ et al., 2018a).

Jelinsky et al. (2019) analisaram a estabilidade da curcumina, um polifenol
presente na curcuma (Curcuma longa), a luz branca, em NADES de cloreto de
colina:glicerol, em metanol e na ctircuma em pé, por de 15 a 120 minutos (JELINSKI;
PRZYBYLEK; CYSEWSKI, 2019). A curcumina em NADES se manteve estavel por
toda a andlise, enquanto a extraida com metanol e a clircuma em p6 tiveram uma perda
progressiva chegando a apenas 5% de concentragdo de curcumina no metanol e 19%
na ciircuma em pé ao final do experimento (J ELINSKI; PRZYBYLEK; CYSEWSKI,
2019).

Panic¢ et al. (2019) observaram a estabilidade de antocianinas do bagago da uva
utilizando duas combinacdes de NADES e extrato hidroetandlico acidificado sob
armazenamento a -18°C, 4°C e 25°C, por 60 dias. Aproximadamente 70% das
antocianinas do bagaco da uva foram degradadas em armazenamento a 4°C na
formulacdo de NADES cloreto de colina:prolina:acido maélico, tendo uma reducdo
igual ou pior ao extrato hidroetanodlico acidificado, enquanto o NADES composto de
cloreto de colina:dcido citrico teve a melhor estabilidade a 4°C e -18°C (PANIC et al.,

2019b).

Barbieri et al (2020) utilizaram cinco combina¢des de NADES para extrair e
investigar a estabilidade de compostos fendlicos do alecrim (Rosmarinus officinalis L.)
ao armazenamento, por 72h, a 25°C. A degradacdo dos compostos fendlicos do
alecrim foi mensurada comparando a atividade antioxidante inicial e do dia de
armazenagem. Apds as 72h, a maior degradacdo ocorreu no extrato etandlico e o
NADES que manteve melhor os compostos fendlicos foi o formado por cloreto de

colina:acido oxalico: (BARBIERI et al., 2020).
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Como pode ser observado, os trabalhos disponiveis na literatura mostram um
grande potencial para a capacidade estabilizante de DES sobre compostos fendlicos
extraidos, quando em comparagdo com solventes convencionais. Mais avalia¢des
devem ser realizadas, uma vez que a composi¢do do solvente utilizado parece ter

enorme influéncia no resultado final.

4. USO DE DES EM OLEAGINOSAS

Como anteriormente relatado, as oleaginosas sdo ricas fontes de compostos
fendlicos e os estudos vem apontando para uma melhora no rendimento de extracdo
desses compostos, além do aumento de sua estabilidade, pelo uso dos DES, que sao
ainda uma alternativa verde aos solventes organicos. Em uma busca, nas bases de
dados disponiveis, por trabalhos que objetivaram a extracdo de compostos fendlicos
em oleaginosas e seus coprodutos com uso de DES/NADES/THEDES, foram
coletados 16 artigos, que corresponderam aos objetivos desta revisdo. Destes, 9
utilizaram azeitona ou seus coprodutos, 2 de coprodutos da palma, 1 de soja, 1 de
amendoim, 1 de canola, 1 de améndoa, 1 de coproduto de nozes e 1 utilizou o
coproduto de uma leguminosa ndo-oleaginosa, o grdo-de-bico. A seguir estdo
apresentados os principais achados desses estudos, que também se encontram

sumarizados na Tabela 4.

4.1 EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DE OLEAGINOSAS E
SEUS COPRODUTOS COM USO DE DES
4.1.1 Folhas de nogueira

Folhas de nogueira, arvore da qual provém as nozes, foram extraidas sob
aquecimento a 50°C, por 60 minutos e 600 rpm, com quinze combina¢des de DES
usando etanol:dgua, etanol puro e dgua pura como controles. Foram quantificados o
dcido 3-O-cafeoilquinico, glicosideo de quercetina e pentosideo de quercetina por
UFLC (Ultra fast liquid chromatography). O DES composto por cloreto de
colina:acido fenilproprionico obteve melhor rendimento e o cloreto de colina:4cido

latico gerou a pior extragdo dos compostos fendlicos analisados (VIEIRA et al., 2018).
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4.1.2 Oleo de Améndoa

Khezeli et al. (2016) em seu estudo, analisaram a capacidade dos DES de
cloreto de colina:etilenoglicol (1:2) de extrair compostos fendlicos previamente
adicionados ao 6leo de améndoa. Foram adicionadas quantidades conhecidas de
compostos fendlicos ao 6leo de améndoa e a melhor recuperagdo se deu para os dcidos

ferdlico e cinamico e a pior para o 4dcido cafeico.

4.1.3 Produtos de soja

Diversos produtos de soja como farinha, graos, macarrdo, cereais matinais,
bebidas de soja, entre outros, foram testados para extracao de isoflavonas por dezessete
tipos de NADES, com dois ou trés componentes. Um experimento de otimiza¢do usou
um cereal matinal com uma quantidade conhecida de isoflavonas, buscando a melhor
combinacdo de NADES, porcentagem de dgua adicionada, relacdo NADES:amostra,
tempo e temperatura de extra¢do e poténcia de sonicacdo, e foram definidos cloreto de
colina:acido citrico; 1:1; 30% de agua; relacio NADES:amostra 3:1; 60°C por 60
minutos, 616 W. Daidzeina foi a isoflavona em maior concentracdo nos produtos

derivados da soja (BAJKACZ; ADAMEK, 2017).

4.1.4 Azeitona: produtos e coprodutos

A extragdo de compostos fendlicos em azeitona e seus coprodutos utilizando
solventes eutéticos profundos foi a mais explorada dentre as oleaginosas. Garcia et al
(2016) utilizaram 11 combinacgdes diferentes de DES, com dois ou trés componentes
cada, a fim de identificar, no azeite de oliva virgem, compostos fenélicos. As amostras
foram agitadas em banho aquecido a 40°C, por 1lh, utilizando agua e solucio
metandlica como controles e os extratos obtidos foram avaliados por HPLC. Foram
identificados 13 compostos no azeite de oliva virgem em praticamente todos os
extratos de DES e os que tiveram maior rendimento foram os DES formados por
cloreto de colina:xilitol e cloreto de colina:1,2-propanodiol enquanto o menor
rendimento foi obtido com o DES composto de cloreto de colina:sacarose. Os
solventes compostos por acidos organicos (cloreto de colina:acido latico e cloreto de
colina:dcido malonico) extrairam melhor fendis simples, hidroxitirosol e tirosol. Os

DES formados com 4dlcoois (cloreto de colina:glicerol, cloreto de colina:1,4-
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butanodiol; cloreto de colina:1,2-propanodiol) extrairam melhor oleacina e oleocanto e
obtiveram resultados similares aos da amostra extraida com solu¢do metandlica
(GARCIA et al., 2016). Outro estudo com azeite de oliva utilizou duas combinacdes de
DES (cloreto de colina:etilenoglicol e cloreto de colina:glicerol) para verificar o poder
de extracdo dos DES de compostos fendlicos adicionados ao azeite. Para a extracdo, a
amostra foi adicionada dos acidos ferulico, cafeico e cindmico e diluida em hexano
(1:1) e em seguida misturada ao DES, sonicada por 5 minutos, centrifugada e a fase
correspondente ao DES foi avaliada em HPLC. O DES de cloreto de
colina:etilenoglicol foi mais eficiente na extracdo dos compostos fendlicos adicionados
previamente e os compostos mais abundantes foram os dcidos cafeico e ferilico, 100%
recuperados em relacdo a quantidade adicionada (KHEZELI; DANESHFAR;
SAHRAE]I, 2016). Em 2019, Paradiso et al. investigaram a concentracao de compostos
fendlicos do azeite de oliva extra virgem usando NADES de écido latico:glicose:4gua,
extraindo a amostra com hexano e NADES por agitacdo em vortex. O teor de
compostos fendlicos foi quantificado por método de Folin-Ciocalteu e o perfil de
compostos extraido foi identificado por andlise em HPLC. No azeite de oliva extra
virgem as melhores extracdes obtiveram derivados do hidroxitirosol e tirosol,
utilizando NADES composto de um 4cido organico (dcido lético:glicose:agua)
(PARADISO et al., 2019), de modo similar ao obtido por Garcia et al. (2019) no
mesmo tipo de amostra. Shabani et al (2020) também utilizaram DES composto de
acido latico:glicose:dgua (6:1:6) sobre azeite de oliva extra virgem, mas realizaram
uma otimizagcdo da extracdo dos compostos fendlicos totais variando temperatura,
tempo de sonicacdo, tempo e velocidade de centrifugacdo e relacio DES/amostra. A
quantificagdo foi alcangada por método eletroquimico. Os melhores resultados foram
obtidos com relacdo DES:amostra de 1:2, 10 minutos de sonicacdo e centrifugagdo a
9000 rpm por 10 min em temperatura ambiente (SHABANI et al., 2020). Em
comparagdo entre 0 método espectrofotométrico realizado por Paradiso et al. (2016), o
método proposto por Shabani et al (2020) obtive resultados similares na determinacio
dos acidos cafeico e vanilico.

Os compostos fendlicos do bagaco da azeitona, coproduto gerado apds a
extracdo do 6leo, foram extraidos por diferentes métodos (homogeneizador de alta
velocidade, micro-ondas, ultrassom e pressdo hidrostitica) com quatro tipos de
NADES de cloreto de colina associado a maltose, glicerol, acido citrico e acido latico

(CHANIOTTI; TZIA, 2018). Na extragao por micro-ondas e pressdo hidrostética, o
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melhor NADES foi cloreto de colina:dcido ldtico e utilizando ultrassom e
homogeneizagdo, o melhor NADES foi composto com dacido citrico, em todas as
extracdes houve melhor rendimento de oleuropeina e quando aplicadas temperaturas
mais altas, a extragdo com NADES de hidroxitirosol e rutina melhorou em relacdo aos
solventes controle (dlcool e 4gua). Foi definido como o melhor método a
homogeneizagdo para os NADES de 4cido ldtico, acido citrico e glicerol, que
extrairam as maiores quantidades de oleuropeina, sem diferencga significativa entre os
NADES (CHANIOTI;, TZIA, 2018). Fernandez-Prior et al. (2020) testaram, em
experimentos de otimizacdo, para extracdo de compostos fendlicos do bagaco de
azeitona: dez formulacdes de DES, temperatura, tempo e relacio DES:amostra. Dos
dez tipos de NADES testados, se destacou o formado de cloreto de colina:4dcido
glicolico:4cido oxalico que obteve melhor extracdo em banho termostatico a 120°C,
com relacdo de 1:1 de NADES:bagaco de azeitona (FERNANDEZ-PRIOR et al.,
2020).

Outro coproduto da producdo de azeitonas sdo as folhas da oliveira, que
representam até 10% da massa das azeitonas colhidas, que chegam ao moinho. Alafion
et al. (2020) extrairam das folhas da oliveira compostos fendlicos com nove
combinacdes de DES auxiliado por aquecimento em micro-ondas, por 20 minutos, a
65°C, e usando solu¢do hidrometandlica como controle. Um total de 48 compostos
foram identificados por HPLC, dentre eles oleuropeina, acido elendlico e glicosideo de
luteolina. O melhor DES testado foi o de cloreto de colina:etilenoglicol e os piores
cloreto de colina:acido tartdrico e cloreto de colina:acido oxélico, coincidentemente 0s
dois solventes com as maiores viscosidades. Apds otimizagdo, o estudo concluiu que
as melhores condi¢Oes de extracdo para o DES de cloreto de colina:etilenoglicol foram
79,6°C, 43,3% de agua adicionada e aquecimento em micro-ondas por 16,7 min.
Também usando folhas de oliveira como matéria-prima, Kaltsa et al. (2020) utilizaram
DES formado por glicina:4cido latico, em diferentes proporc¢des, em banho de dleo a
50°C, sob agitacdo magnética a 500 rpm, por 150 minutos. A melhor relacdo molar
entre os componentes do DES foi 5:1, que obteve melhor rendimento de extracdo do
que os controles: metanol, etanol e 4gua. Dentre os compostos fendlicos identificados
pelo estudo em maior quantidade estava o hidroxitirosol, seguido de oleuropeina e
glicosideo de luteolina (KALTSA et al., 2020), em acordo com o encontrado por
Alafién et al (2020). Um ultimo estudo, com folhas de oliveira, testou oito preparacdes

de NADES na extracdo de hidroxitirosol, extraindo em banho ultrassdonico a 35°C por
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24h, com 4gua e etanol:dgua como controle. Quatro formulagdes se mostraram
melhores do que os solventes convencionais na extragdao do polifenol, sendo o NADES
composto de 4cido citrico:glicina:dgua (2:1:1) o que alcancou a maior eficiéncia de

extracdo (ZUROB et al., 2020).

4.1.5 Coprodutos da palma

Fu et al. (2017) avaliaram a possibilidade do uso de DES como uma forma
verde de extrair compostos fendlicos da casca seca da palma, para isto utilizaram oito
combinacdes de DES usando o cloreto de colina como receptor de hidrogénio e
etilenoglicol, glicerol, xilitol, fenol e os dcidos férmico, citrico, oxdlico e maldnico
como doadores de hidrogénio. A amostra e o DES passaram por extragcdo em banho
térmico a 40°C por 6h e foram avaliadas por HPLC. Os DES com 4cidos organicos na
sua composi¢do alcancaram melhores resultados e dentre estes o cloreto de
colina:dcido férmico se mostrou o mais eficiente e atingiu maiores valores de 4cido
protocatecuico, epicatequina, catequinas e acido cafeico, em ordem decrescente (FU et
al., 2017).

Tan et al (2018) utilizou outro coproduto da palma, cachos vazios dos frutos,
para extrair lignina com seis tipos de DES com pH 4cido, basico e neutro, extraindo
em banho de 6leo, a 120°C, por 8h. Os DES de cloreto de colina:acido lético e
glicose:acido latico obtiveram melhor dissolu¢do da lignina, em comparagdo a outras
composi¢des, mostrando que DES formados por dcidos organicos apresentaram melhor

afinidade pela biomassa de palma (TAN; NGOH; CHUA, 2018).

4.1.6 Farelo de Canola

Wongsirichot et al. (2019) aplicaram trés diferentes propor¢des molares de
cloreto de colina com glicose, glicerol e etilenoglicol, gerando nove combinacdes de
NADES para extracdo de 4cido sindpico do farelo de canola, usando metanol como
controle. As amostras passaram por aquecimento a 40, 50 e 60°C, por 2 horas sob
agitagdo a 1000 rpm. O aumento da temperatura elevou a concentragdo de acido
sindpico nos NADES, mas ndo interferiu na extracio com o solvente organico; a
relacdo molar dos componentes nao interferiu no rendimento final do polifenol em
questdo. O melhor NADES foi o que continha glicerol (WONGSIRICHOT;
GONZALEZ-MIQUEL; WINTERBURN, 2019).
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4.1.7 Casca de amendoim

Flavonoides da casca do amendoim foram extraidos através de combinagdes de
liquidos idnicos, usando imidazol como aceptor de hidrogénio e 4cidos organicos
como doadores de hidrogénio. As amostras foram submetidas a extracdo por micro-
ondas por 10 minutos a 333K (59,85°C) e quantificado por HPLC. O melhor solvente
foi o composto de imidazol:4cido latico, apds uma otimiza¢do foram definidos as
seguintes condicdes: 8 minutos de extracdo, a 323 K (49,85°C) (BALARAMAN;
SIVASUBRAMANIYAM; RATHNASAMY, 2020).

4.1.8 Brotos de grao de bico

Shang et al. (2019) propuseram extrair isoflavonas dos brotos de grao-de-bico
através da aplicacdo de ultrassom a 25kHz, 100 W, por 20 minutos, usando vinte
combinacdes de DES. Foram quantificadas ononina, sissotrina, formononetina e
biocanina-A. Este estudo testou como aceptores de hidrogénio o cloreto de colina, a
betaina e a prolina, e as quatro isoflavonas obtiveram maiores rendimentos de extragao
com uso de cloreto de colina, em combina¢do com propilenoglicol e etilenoglicol

(SHANG et al., 2019)
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Tabela 2. 4. Resumo da literatura disponivel sobre extracdo de compostos fendlicos de oleaginosas com uso de DES/NADES/THEDES

Matéria- Composto Composicao DES RM" Método de Quantificacao/Det Resultados Referéncia
prima Alvo Extracao erminacio
Folhas de Compostos Cloreto de colina:Acido latico 1:2 MAE’ por 20 Folin-Ciocalteu — Melhor DES — CC:Etg (ALANON et al.,
oliveira fendlicos Cloreto de colina:Acido oxdlico 1:1 min a 65°C Quantificacdo Pior DES — CC:AT 2020)
Cloreto de colina:Acido tartrico 2:1 (escolher o Otimizac¢do do MAE com
Cloreto de colina:1,4-Butanodiol 1:6 melhor DES) HPLC-DAD-ESI- o melhor DES — 79,6°C,
Cloreto de colina:Etilenoglicol 1:2 TOF-MS - 43,3% de agua, 16,7 min
Cloreto de colina:Xilitol 2:1 Determinacao
Cloreto de colina:1,2-Propanodiol 1:1
Cloreto de colina:Maltose 3:1
Cloreto de colina:Ureia 1:2
Metanol:dgua 8:2
Produtos Isoflavonas 17 combinacdes de NADES Otimizacdo de UHPLC-UV Melhor NADES — CC:AC (BAJKACZ;
de soja UAE’ 1:1 ADAMEK, 2017)
30% de agua 60°C, 60
min
Casca de Flavonoides Imidazol:Acido litico MAE-LLME?, RP-HPLC - Melhor pDES —I:L (BALARAMAN;
amendoim | (Quercitina) Imidazol:Acido citrico 10 min a 60°C Quantifica¢dao Otimiza¢do — 8 min a SIVASUBRAMA
Imidazol: Acido maélico 50°C NIYAM;
Imidazol:Acido oxdlico NMR - Maior degradacdao —I:C ~ RATHNASAMY,
Determinagao 89,6% em 30 dias 2020)
Bagaco de Compostos Cloreto de colina:Acido citrico 1:2 HAE’ Folin-Ciocalteaue =~ HAE foi o mais eficiente (CHANIOTI;
azeitona fendlicos Cloreto de colina:Acido latico (homogenato) HPLC - Melhores DES - CC:AL e TZIA, 2018)
virgem Cloreto de colina:Maltose MAE Quantificacdo CC:AC
Cloreto de colina:Glicerol UAE (banho)
HHPAT® (alta
pressdo
hidrostatica
Orujo - Compostos Cloreto de Colina:Glicerol 1:2 Tratamento Folin Ciocalteu —  Melhor DES até 90°C —5,  (FERNANDEZ-
azeitona fendlicos Cloreto de Colina:Xilitol 2:1 térmico até Quantificacdo 6e9 PRIOR et al.,
Cloreto de Colina:Sacarose 1:1 90°C Até 180°C —CC:BT e 2020)
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Betaina:Sacarose 2:1 Os dois HPLC - CC:AG:AO
Cloreto de Colina:Acido malbnico 1:1 melhores Identificacdo
Betaina:Acido levulinico 1:2 solventes —
Cloreto de Colina:1,4-Butanodiol 1:5 vapor a 180°C
Cloreto de Colina:1,2-Propanodiol 1:1  Otimizacao do
Cloreto de Colina:Acido glicélico:Acido  1:1,7 melhor
oxalico :0,3 solvente
Cloreto de Colina:Etilenoglicol 1:2
Casca de Compostos Cloreto de Colina:Etilenoglicol 1:1 Extracdo por HPLC-MS Melhores DES CC:AF, (FU et al., 2017)
palma fendlicos Cloreto de Colina:Glicerol 1:1  refluxo a 40°C CC:AC,CC:AOe
Cloreto de Colina:Xilitol 1:1 por 6h CC:AM
Cloreto de Colina:Fenol 5c¢b
Cloreto de Colina:Acido Férmico 1:1
Cloreto de Colina:Acido citrico 1:1
Cloreto de Colina:Acido oxélico 1:1
Cloreto de Colina:Acido maldnico 1:1
Azeite de Compostos Cloreto de Colina:Glicerol 1:2 Agitacdo em HPLC-DAD - Melhor DES CC:X (GARCIA et al.,
oliva fendlicos Cloreto de Colina:Acido ltico 1:2  banho térmico Quantificacdo Pior DES CC:S (4:1), pior 2016)
virgem Cloreto de Colina:Urea 1:2  a40°C, 60 min que metanol 80%
Cloreto de Colina:Sacarose 1:1
Cloreto de Colina:Sacarose 4:1
Cloreto de Colina:1,4-Butanodiol 1:5
Cloreto de Colina:Xilitol 2:1
Cloreto de Colina:1,2-Propanodiol 1:1
Cloreto de Colina: Acido maldnico 1:1
Cloreto de Colina:Urea:Glicerol 1:1:1
Frutose:Glicose: Sacarose 1:1:1
Folhas de Compostos Glicina:Acido litico 5:1  Banho de dleo, Folin Ciocalteu - Melhor DES a 5:1, mais (KALTSA et al.,
oliveira fendlicos 7:1 500 rpm, Determinagao que a etanol e metanol 2020)
9:1 50°C, 150 min 60%, o dobro da dgua.
11:1 Melhor a 80°C
13:1
Oleo de Acidos Cloreto de colina:Etilenoglicol 1:2 UAE (banho HPLC DES1 melhor que o DES (KHEZELLI,
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améndoa,
gergelim,
canela e
oliva
Azeite de
oliva extra
virgem

Azeite de
oliva extra
virgem

Azeite de
oliva extra
virgem

Broto de
grao de
bico

Cachos de

feralico,
cafeico e
cinamico

Compostos
fendlicos

Compostos

fendlicos

Acido gélico
Acido vanilico

Isoflavonas

Lignina

Cloreto de colina:Glicerol

Acido latico:Glicose: Agua

Acido lético:Glicose: Agua

Acido ltico:Glicose: Agua

20 combinacdes de Cloreto de colina

com frutose, etilenoglicol,

proprilenoglicol, glicerol, 1,4-
butanodiol, acido malico, acido latico,
maloato, ureia, acido malico e xilitol,

acido malico e prolina, ureia e
propilenoglicol; betaina com glicerol,

acido citrico, acido malico, acido malico
e glicose; prolina com glicose, dcido

madlico, sacarose, glicerol.

Cloreto de colina:Acido l4tico

1:2

1:5

ultrassdnico)
por 5 min

Agitacdo em
vortex

Agitacdo em
vortex

UAE
otimizacao
temperatura,
tempo de
sonicacao,
centrifugacdo
(tempo e
velocidade),
DES:amostra
UAE, 20 min
100W

Incubado em

Folin Ciocalteau —
Determinacdo

UV-VIS

UV-VIS e HPLC

GC/MWCNT/TiO2

UPLC-TSQ -
Quantificacdo

Protocolo NREL?

DES foi capaz de extrair
CFT dos 6leos, similar ao
Folin

NADES foi capaz de
extrair hidroxitirosol e
derivados do tirosol do

azeite
Otimizagao:
1:2 DES:amostra;
10 min UAE,
sem aquecimento;
12000 rpm; 5 min

Melhor DES — CC:PPG
1:1
Pior DES — B:AM:G
Otimizacao: 33% égua,
35 min, 59°C

Melhor DES — CC:AL

DANESHFAR;
SAHRAEI, 2016)

(PARADISO et
al., 2016)

(PARADISO et
al., 2019)

(SHABANTI et al.,
2020)

(SHANG et al.,
2019)

(TAN; NGOH;
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frutos de
palma
vazios

Folhas de
nogueira

Farelo de
canola

Folha de
oliveira

Glicose:Acido latico
Cloreto de colina:Glicose
Cloreto de colina:Glicerol

Cloreto de colina:Urea
Carbonato de potdssio:Glicerol
Cloreto de colina:Acido dcetico

Cloreto de colina:Acido propionico
Cloreto de colina:Acido butirico
Cloreto de colina:Acido valérico
Cloreto de colina:Acido glicolitico
Cloreto de colina:Acido l4tico
Cloreto de colina: Acido fenilacético
Cloreto de colina:Acido 3-
fenilproprionico
Cloreto de colina:Acido malico
Cloreto de colina: Acido maldnico
Cloreto de colina:acido glutarico
Cloreto de colina:Acido citrico
Cloreto de colina:Glicose
Cloreto de colina:Glicose
Cloreto de colina:Glicose
Cloreto de colina:Glicerol
Cloreto de colina:Glicerol
Cloreto de colina:Glicerol
Cloreto de colina:Etilenoglicol
Cloreto de colina:Etilenoglicol
Cloreto de colina:Etilenoglicol
Cloreto de colina:Frutose
Cloreto de colina:Frutose
Cloreto de colina:Acido citrico
Cloreto de colina:Acido l4tico
Cloreto de colina:Glicose
Cloreto de colina:Acido citrico

Compostos
fendlicos

Acido sindpico

Hidroxitirosol

1:5
1:1
1:2
1:2
1:6
1:2
1:2
1:2
1:2
1:2

1,5:1

banho de 6leo

a 120°C por 8h

HAE’ por 60
min, 50°C 600
rpm

Extracdo a
1000rpm por
2hem40,50¢
60°C

UAE (banho
ultrassonico) a
35°C por 24h

UFLC -
Quantificacao

Melhor DES — CC:AB
Otimizagao: 180 min,
30°C, 53% de agua

Folin-Ciocalteau — Melhor DES — CC:Gl 1:1

Quantificacdo
HPLC -
Identificacdo
HPLC-UV - Melhor NADES — AC:G e
Quantificacao AC:Gli
O dobro do Etanol 50%
Melhor propor¢ao

amostra:NADES — 1:4

CHUA, 2018)

(VIEIRA et al.,
2018)

(WONGSIRICHO
T; GONZALEZ-
MIQUEL;
WINTERBURN,
2019)

(ZUROB et al.,
2020)
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Acido latico:Glicose 5:1
Acido citrico:Glicina 2:1
'Relagio Molar
?Extragdo assistida por micro-ondas (Microwave assisted extraction)
*Extracdo assistida por ultrassom (Ultrasound assisted extraction)
*Microextragdo liquido-liquido assistida por micro-ondas (Microwave-assisted liquid-liquid microextraction)
SExtragdo assistida por homogeneiza¢do (Homogenate assisted extraction)
SExtragdo assistida por alta pressdo hidrostatica (High hydrostatic pressure assisted extraction)
"Extracio assistida por calor (Heat assisted extarction)
¥ American National Renewable Energy Laboratory — Protocolo de remogcio de extrativos
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A crescente preocupacdo ambiental, social e econOmica atribuida ao desperdicio de
alimentos, tem levado governos, academia e o publico em geral a reconhecer que esse € um
assunto urgente a ser abordado (SCHANES; DOBERNIG; GOZET, 2018). A inddstria de
alimentos inclui muitos processos complexos que produzem um grande nimero de coprodutos
(GARCIA-GARCIA; STONE; RAHIMIFARD, 2019). Na indistria de Oleo vegetal,
aproximadamente 10 a 30% do total de matéria-prima usada para produzir 6leo se torna
coproduto ou desperdicio, levando a problemas econdmicos e ambientais (KARAMAN et al.,
2015). Uma alternativa interessante € a recuperacdo de constituintes nutricionais e/ou
bioativos dos residuos alimentares, que apresentam uma ampla gama de potenciais aplica¢des
comerciais (GARCIA-GARCIA; STONE; RAHIMIFARD, 2019; KARAMAN et al., 2015), o
que contribui para o aproveitamento integral dos recursos agricolas. Entre os principais
componentes bioativos de oleaginosas estdo os compostos fendlicos (GAN et al., 2017;
SINGH et al., 2017), no entanto, sua extracdo por solventes organicos convencionais, embora
eficiente, traz uma série de problemas de cunho ambiental e de aplicagdo nas industrias de
alimentos, cosméticos e firmacos (CVETANOVIC, 2019). O presente trabalho objetivou
levantar e discutir a utilizac@o de solventes alternativos, os solventes eutéticos profundos, em
concordancia com os preceitos da “quimica verde”, na extragdo de compostos fendlicos de
matérias-primas oleaginosas, seus produtos e coprodutos. Os resultados disponiveis na
literatura sdo extremamente promissores, ndo apenas com relacdo a eficiéncia de extragdo,
mas também na extensdo da estabilidade dos compostos extraidos. No entanto, muito ainda
precisa ser avaliado para uma melhor compreensdo do efeito da composi¢do dos DES sobre a
extracdo e a estabilidade dos diferentes compostos fendlicos e para destinacdo e aplicacao

econdmica dos extratos obtidos.
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CAPITULO 3
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Solventes Eutéticos Profundos Naturais na extracio e estabilidade dos compostos

fenoélicos de coproduto de girassol

Resumo

O farelo de girassol, principal coproduto gerado a partir da extragdo do 6leo desta semente, é
normalmente destinado a alimentac¢do animal, mesmo rico em compostos fendlicos, onde 70%
sdo representados pela familia do 4cido clorogénico. Tradicionalmente, solventes orgéanicos
sao utilizados para extracdo de compostos fendlicos, mas ha uma busca por solventes mais
sustentdveis a fim de evitar etapas de purificacdo dos extratos. Os solventes eutéticos
profundos naturais (NADES) ja se mostraram como uma alternativa biodegraddvel e mais
eficiente, podendo ainda melhorar a estabilidade dos compostos fendlicos nos extratos. O
objetivo deste trabalho foi a obtencdo de extratos fendlicos utilizando diferentes formulagcdes
de NADES e a avaliacdo da estabilidade dos compostos fendlicos nesses. Foram preparadas
oito combina¢des de NADES para extracdo dos compostos fendlicos do farelo de girassol e os
dois melhores solventes passaram por estudo da estabilidade ao calor em 40°, 60° e 80°C de 0
a 120 minutos, a luz branca durante 15 dias, e ao armazenamento a 25 +4°C; 8§ +4°Ce -18 +
3°C por um periodo de 60 dias, utilizando extrato obtido com etanol (40%) como controle. Os
melhores resultados foram obtidos pela combinacdo de 4cido ltico:glicose (5:1) e cloreto de
colina:glicerol (1:1), com 95,54 e 60,39 mg de 4cido clorogénico/L, respectivamente. Embora
o teor de acido clorogénico nos extratos tenha variado significativamente com o método de
quantificacdo utilizado, essas duas formulacdes foram sempre mais eficientes entre os
NADES testados. Foi possivel observar que o NADES formado por 4dcido organico foi o que
promoveu maior estabilidade ao calor, enquanto que o composto por cloreto de colina:glicerol
foi o que teve a estabilidade a luz branca melhor observada pela menor atividade dgua. Todos
os extratos apresentaram perda significativa apés 7 dias de armazenamento, nas temperaturas
avaliadas. Novos ensaios estdo previstos para melhor esclarecer o efeito da composi¢ao do
solvente sobre a estabilidade dos compostos fendlicos do farelo de girassol nos extratos. Até o
presente momento, ndo foram encontrados estudos que utilizaram NADES na extragdo de
compostos fendlicos do farelo desengordurado de girassol e a estabilidade em diferentes

condi¢des de armazenamento.

Palavras chave: NADES, farelo de girassol, 4cido clorogénico, ultrassom
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Abstract

Sunflower meal, the main by-product generated from the extraction of the oil from this seed,
is normally destined for animal feeding, although it is a raw material rich in bioactive
compounds, such as phenolic compounds, in which 70% of these are represented by the
chlorogenic acid family. Traditionally, organic solvents are used to extract polyphenols, but
there is a search for more sustainable solvents to avoid purification stages for the application
of extracts obtained in the food, cosmetics, and pharmaceutical industries. Natural deep
eutectic solvents (NADES) have already demonstrated to be a more biodegradable and
efficient alternative, and they can also improve the stability of phenolic compounds in
extracts. The objective of this work was to obtain phenolic extracts using different
formulations of NADES and evaluate the stability of phenolic compounds in these extracts
under different forms of storage. Seven NADES combinations for the extraction of phenolic
compounds from sunflower meal were prepared and the two best solvents underwent stability
examination, such as heat, light, refrigeration, freezing and storage at room temperature, using
the extract obtained with ethanol (40%) as the control. The best results were obtained by the
combination of lactic acid:glucose (5:1) and choline chloride:glycerol (1:1) with 95.54 mg of
chlorogenic acid/L and 60.39 mg of chlorogenic acid/L, respectively. Although the
chlorogenic acid portion in the extracts varied significantly according to the quantification
method used, these two formulations were always more efficient among the NADES tested.
Difficulties to store portions of highly viscous extracts and the possible occurrence of solvent
evaporation throughout the analysis made the results inconclusive, however, it was possible to
observe that the NADES formed by lactic acid:glucose was the one that promoted greater
stability to heat, while choline chloride:glycerol was the one that increased white light
stability even more. All extracts showed significant loss after 7 days of storage at the
temperatures evaluated. New tests are planned to better clarify the effect of the solvent

composition on the stability of the phenolic compounds of sunflower meal in the extracts.

Keywords: NADES, sunflower meal, chlorogenic acid, ultrasound
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1. INTRODUCAO

A semente de girassol € a oleaginosa com a terceira maior produ¢do mundial, com
50,55 milhdes de toneladas por ano e os maiores produtores sao Ucrania (29,7%), Riussia
(25,1%) e Unido Europeia (18,8%) (USDA, 2020a). A principal finalidade desta semente € a
producdo de dleo para consumo humano, porém 30% da semente € farelo, um coproduto da
extracdo do 6leo de girassol, utilizado principalmente na alimenta¢do animal, que possui alto
teor proteico (DUNFORD; MARTINEZ; SALAS, 2015; GENTIL; SERRA; CASTRO,
2012). Considerando a producdo mundial, sdo gerados, por ano, cerca de 15,16 milhdes de
toneladas de farelo de girassol. Este coproduto € rico em compostos fendlicos, principalmente
os pertencentes a familia do 4cido clorogénico (CGA), que representam 70% da quantidade de

compostos fenolicos da massa seca do farelo (KAREFYLLAKIS et al., 2017).

Alguns das caracteristicas para obtencdo de produtos que denominados como quimica
“verde” sdo produtos atoxicos, ndo inflamdveis e/ou explosivos, biodegraddveis, nao
poluentes, possibilidade de reuso ou reciclagem, entre outros (CVIETKO BUBALO et al.,,
2018). Com a crescente busca por este tipo de quimica, os solventes eutéticos profundos
naturais (NADES) surgiram como uma alternativa aos solventes organicos. Os NADES sado
formados pela mistura de, ao menos, dois componentes, um doador e um receptor de
hidrogénio que, quando misturados em condicdes ideais, formam uma mistura eutética,
liquida em temperatura ambiente (SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2020). Esses solventes nio
sdo toxicos, inflamdveis ou volateis como os solventes organicos, caracteristicas que estao
entre as principais vantagens de seu uso. Mas, além disso, NADES vém sendo utilizados para
extracdo de compostos fendlicos devido a suas propriedades fisicas — viscosidade e polaridade
que, quando otimizadas, apresentam maior eficiéncia em relagdo aos solventes orgéanicos e a

adgua (PAIVA et al., 2014).

A extragdo de compostos fendlicos vem sendo estudada com a aplicacao de diferentes
técnicas. Em algumas matérias-primas sdo utilizados métodos de longa duracdo, como
extragdo por agitacdo mecédnica ou Soxhlet, usando solventes organicos como etanol e
metanol (TUNCHAIYAPHUM; ESHTIAGHI; YOSWATHANA, 2013; KARAMI et al.,
2014). Porém, estes métodos podem levar a hidrélise e oxidacdo dos compostos fendlicos
devido ao risco de degradagdo térmica da maioria dos fito-constituintes (WANG; WELLER,
2006). Métodos de extracdo auxiliada por ultrassom (ZARDO et al., 2017) ou micro-ondas

(CALDAS et al., 2018) vém sendo estudados como alternativa de obtencdo de extratos em
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menor tempo, com melhor rendimento, qualidade e pureza, principalmente em frutas e seus
coprodutos. O uso do ultrassom consiste na implosao de bolhas no meio liquido, gerando uma
compressdo adiabdtica de gases e vapores dentro das bolhas, aumentando a temperatura e a
pressao e favorecendo a inser¢ao do solvente na matriz da amostra (CALDAS et al., 2018). A
sonicacdo ¢ um método acessivel e simples, que pode ser utilizado para melhorar a eficiéncia
da extracdo, aumentando a superficie de contato entre as fases e o transporte de compostos

bioativos para a fase liquida (ZARDO et al., 2017).

A estabilidade dos compostos fendlicos depende da temperatura e do tempo de
armazenamento, além da forma que a matéria-prima foi obtida e armazenada (CHENG et al.,
2017). Alguns trabalhos avaliaram a estabilidade dos compostos fendlicos utilizando NADES
como solvente da extracao de Catharanthus roseus, uma planta ornamental (DAI et al., 2016),
cdrcuma (JELINSKI; PRZYBYLEK; CYSEWSKI, 2019) e cartamo (DAI; VERPOORTE;
CHOI, 2014), em comparacdao com solventes organicos convencionais ou dgua. Os extratos
que utilizaram NADES como solvente tiveram maior estabilidade devido as fortes ligacOes de
hidrogénio entre os solutos e o solvente. A viscosidade alta destes solventes também ajuda a

estabilizar as interagdes moleculares (DAI; VERPOORTE; CHOI, 2014).

O objetivo deste trabalho foi investigar a extragdo de compostos fendlicos do farelo
dessolventizado de girassol utilizando formulacdes diversas de NADES e UAE. As
formulacdes mais eficientes foram utilizadas na avaliacdo da estabilidade do extrato, ao longo

do tempo (em diferentes temperaturas de armazenamento), a exposi¢ao ao calor e a luz.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIA-PRIMA VEGETAL

O farelo de girassol utilizado neste trabalho foi cedido pela Empresa Caramuru,
situada no municipio de Itumbiara — GO, Brasil. O material foi enviado seco, desengordurado,
dessolventizado e peletizado. A matéria-prima foi armazenada em geladeira até o0 momento do

uso.

2.2 PREPARACAO DOS SOLVENTES
Foram utilizados cloreto de colina, acido ldtico, 4cido citrico, glicose, glicerol e

sacarose, de grau analitico (P.A.), em diferentes propor¢des e combinacgdes, para o preparo
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dos solventes, segundo a Tabela 1. Como solu¢do de extragdo controle foi utilizada solucao

hidroetandlica a 40 %, conforme Zardo et al. (2017).

Os componentes foram pesados e levados para agitacdo magnética a 50°C, até que um
liquido transparente e homogéneo se formasse. Os solventes foram adicionados de dgua ultra-

pura na propor¢io de 30% (m/m) (RADOSEVIC et al., 2016).

Tabela 3. 1. Combinacdes dos NADES preparados e relagdo molar

Sigla Componentes do NADES Relacdo

molar
AC:S Acido citrico Sacarose 1:1
AC:G Acido citrico Glicose 2:1
AL:G | Acido lictico Glicose 5:1
CC:G | Cloreto de colina Glicose 1:1
CC:GL | Cloreto de colina Glicerol 1:1
CC:AC | Cloreto de colina Acido citrico 1:1
CC:AL | Cloreto de colina  Acido lctico 1:1

Et Etanol Agua 40%*

*(v/v)

2.3 EXTRACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

Foram pesados 10 g da amostra vegetal e adicionado em 100 mL de etanol 40% e 4,5
g da amostra em 15 mL de NADES. Todas as amostras foram aquecidas sob agitagcdo
magnética até a temperatura de 45°C e, em seguida, foram sonicadas em ultrassom de probe
(Ecosonics, QR500, Indaiatuba, Brasil) por 1 minuto, em poténcia de 500 W/cm? e frequéncia
ultrassonica de 20 kHz, segundo Zardo et al. (2017). Apds a extragcdo, os extratos foram
filtrados em filtro de poliéster para eliminacdo das particulas s6lidas e armazenados a -80°C,

em ultra-freezer (Indrel Scientific, IULT 335D, Londrina, Brasil), até 0 momento das analises.

2.4 QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

O contetdo fendlico total (CFT) dos extratos foi avaliado pelo método proposto por
Wang et al. (2019), usando d4cido clorogénico como padrdo. Os extratos foram
homogenizados em voértex e, a aliquotas de 200 uL, foram adicionados 200 uL da Solugao de
Fe' (composta de uma solucdo 1,5 mM de cloreto férrico e solucdo 1,5 mM de ferricianeto de

potdssio, na proporcao de 2:1,5) e a mistura foi agitada em vértex e reservada por 10 minutos.
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Em seguida, 200 pL de cada mistura foram transferidos para microplaca de 96 pocos e foi
realizada a leitura das amostras por espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-VIS), a 790 nm
(FlexStation III, Molecular Devices, California, EUA - com Softmax PRO 5.4).

Todas as andlises foram realizadas em triplicata, os valores de contetido fendlico total
(CFT) foram comparados por andlise de variancia (one-way ANOVA) utilizando o software
Graphpad Prism (versdao 5.0) para selecdo dos melhores solventes de extracdo, o nivel de
confianga utilizado foi de 95%. Foram selecionados os 2 solventes que apresentaram a maior
capacidade de extragdo de compostos fendlicos do farelo do girassol para avaliacdo da

estabilidade.

2.4.1 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS
FENOLICOS POR HPLC

Os extratos com os melhores resultados obtidos pelo método de quantificagdo
utilizado (WANG et al., 2019) e o controle foram analisados em HPLC, para quantificagdo e
avaliacdo do perfil de compostos fendlicos. Esses resultados foram usados como critério de
desempate para selecdo dos solventes que ndo apresentaram diferenca significativa da
capacidade extratora. Foi utilizado cromatégrafo liquido de alta eficiéncia com detector PDA
(arranjo de diodos) e forno de coluna (Perkin Elmer, Flexar, Connecticut, EUA). Coluna de
fase reversa 100-5-C18 4.6 x 250 mm (Kromasil), na temperatura de 40 °C, volume de
injecdo de 20 pL, fluxo de 0,8 mL/min. Nas fases mdveis foram utilizadas: 0,3% de acido
férmico em H,O (A); Metanol 100% (B); Acetonitrila 100% (C) e gradiente de eluicao: 0,1
min, 85% A, 14,5% B e 0,5% C; 7 min, 55% A, 43,5% B e 1,5% C; 14 min, 5% A 93% B e
2% C; 20 min, 1% A, 97% B e 2% C; 23 min, 15% A, 83% B e 2% C; e 23-33 min, 85% A,
145% B e 05% C. O padrio utilizado foi o 4&cido clorogénico (1,4,5-
trihydroxycyclohexanecarboxylic acid 3-(3,4-dihydroxycinnamate)), grau de pureza > 95%,
Sigma-Aldrich). Uma solucao de H,O:Metanol (97:3, v/v) foi usada para diluir os padrdes e
as amostras. A analise dos compostos foi feita em duplicata e duplicata de injecdo, em 260,

280 e 320 nm e a identificacdo foi realizada de acordo com os tempos de retencgdo.
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2.5 ESTUDO DA ESTABILIDADE

Os dois extratos selecionados e o extrato hidroetandlico, usado como controle,
passaram por teste de estabilidade ao calor, a luz e ao armazenamento ao longo do tempo, em
diferentes temperaturas (25 + 4°C; 8 £ 4°C e -18 + 3°C), segundo Dai et al (2014).

Para a estabilidade térmica, os extratos foram acondicionados em tubos de vidro
vedados e submetidos a banho térmico pré-aquecido a 80, 60 e 40 °C. Aliquotas foram
amostradas ap6s 10, 30, 60 e 120 minutos, seguidos de resfriamento em banho de gelo.

A acdo da incidéncia de luz artificial foi determinada com os extratos em temperatura
ambiente; os tubos de vidro vedados foram expostos diretamente a luz fluorescente com
radiacdo ativa (RFA) = 10 umol/mz/s (dia-luz, OSRAM®, 20 W) e fotoperiodo de 16 h de luz.
Tubos controle foram expostos as mesmas condi¢des, porém protegidos por papel aluminio.
Aliquotas foram amostradas apds 3, 7 e 15 dias para anélise.

Para avaliar o efeito do armazenamento dos extratos sob refrigeracdo, congelamento e
em temperatura ambiente, as amostras foram mantidas em tubos de microcentrifuga em
refrigerador (8 + 4°C), congelador (-18 + 3°C) e temperatura ambiente (25 + 4°C). Apos 1, 7,
15, 30 e 60 dias, aliquotas foram amostradas para andlise.

O tempo O de todas as andlises foi avaliado no dia do preparo dos extratos e utilizado
para comparacgdo da perda de compostos fendlicos.

A andlise consistiu na quantificacdo, pelo método proposto por Wang (2019), do teor
de compostos fendlicos totais/residuais (CFT) nas amostras. As amostras foram analisadas em
triplicata e o estudo da estabilidade foi avaliado em duplicata. Os resultados foram avaliados
por andlise de variancia (two-way ANOVA) utilizando o software Graphpad Prism (versdo

5.0) com nivel de confianca de 95%.

3. RESULTADOS
3.1 EXTRACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

No total foram realizadas sete combinagdes de NADES, além do controle (etanol
40%), e os resultados destas andlises estdo apresentados na Tabela 2. O NADES que
proporcionou a melhor extragdo de compostos fendlicos foi o composto por AL:G, seguido de
CC:AC; CC:GL e AC:S. Estes trés dltimos ndo apresentaram diferenca significativa entre si,
por isso passaram por uma andlise em HPLC onde foi escolhido o solvente que conseguiu
extrair maiores quantidades de 4cido clorogénico de acordo com esse método de

quantificacgdo.
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Tabela 3. 2. Composi¢do dos NADES, concentracido de compostos fendlicos, pH e atividade dgua

Sigla Componentes do NADES R;lﬁgaio CFT (mg/L) pH Aw
AC:S Acido citrico Sacarose 1:1 56,7715,96b 0,98 0,67
AC:G Acido citrico Glicose 2:1 29,3015,25d 0,10 0,58
AL:G Acido léctico Glicose 5:1 95,54+1,76" 0,73 0,68
CC:G | Cloreto de colina Glicose 1:1 44,19+4.88°¢ 7,98 0,20
CC:GL | Cloreto de colina Glicerol 1:1 60,39+5,16° 6,35 0,08
CC:AC | Cloreto de colina Acido citrico 1:1 62,67£3,.64° 0,00 051
CC:AL | Cloreto de colina Acido léctico 1:1 48,68+4,65¢ 1,10 0,16
Et Etanol Agua 40%* 33,72+4,03% 554 0,92
*(VIV)

3.1.1 Identificacdo e quantificacdo por HPLC

Os cromatogramas apresentam o pico do dcido clorogénico a 320 nm nos extratos do
farelo de girassol (Figura 1). O extrato com maior concentragdo foi o hidroetanolico, em
seguida 0 NADES AL:G com 22% menos que o Et e, por ultimo, CC:GL, 45% menor que o
controle e 29% menor que o extrato AL:G (Tabela 2), a concentracdo de acido clorogénico foi

determinada por estimativa em comparacdo a drea do pico na concentracdo de 10 mg/L

(Tabela Suplementar 1).

Tabela 3. 3. Valores médios de concentracio de acido clorogénico, tempo de retencio, area do pico dos
cromatogramas nos extratos a 320 nm.

Tempo de ) Fator de [acido
Amostras retencao Area diluicao clorogénico]

(min) (fd) mg/l*

ET 8,545 3420835 25 1034,27
AL:G 8,576 1335880 50 807,79
CC:GL 8,511 946030 50 572,05
AC:S 8,310 11277,7 100 87,06
CC:AC 8,248 47871,4 100 370,75

*Estimativa pela drea do pico do 4cido clorogénico a 10 mg/L.
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Figura 3. 1. Cromatogramas de uma repeti¢ao da inje¢do do extrato hidroetanolico (A), AL:G (B), CC:GL (C),
AC:S (D) e CC:AC (E) do farelo de girassol a 320nm, diluido 25x%, 50x, 50x, 100x e 100x respectivamente.

3.2 ESTUDO DA ESTABILIDADE

A partir da identificacdo e quantificacdo por HPLC e pelo método de Wang et al.
(2019) foram escolhidos como para a avaliagdo da estabilidade os NADES formados por

acido latico:glicose e cloreto de colina:glicerol, além do controle realizado com Etanol 40%.

3.2.1 Estabilidade ao calor

Na Figura 2 estdo apresentados os resultados obtidos para estabilidade ao tratamento
térmico dos 3 extratos avaliados. A Figura 2 apresenta a estabilidade do extrato
hidroetanélico. O tratamento a 40°C provocou degradacdao no extrato controle apds 10
minutos, apresentando reducdo significativa de 44,83 mg/L para 34,32 mg/L de dacido
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clorogénico, mas teve um aumento de 38% apds 120 min. A 60°C este comportamento se
repetiu, com reducdo de 7% e aumento de 42% nos T10 e T120, respectivamente. Nao houve
perda registrada na temperatura de 80°C. Nao houve diferenca significativa entres as

diferentes temperaturas aplicadas apds 120 min. de tratamento.

No extrato obtido com NADES AL:G (Figura 2), de um modo geral ndao houve perdas
de CFT, apenas manuten¢do ou aumento, apenas o T60 a 60°C nao diferiu significativamente
do tempo zero. Em todos os outros tempos, nas diferentes temperaturas, o CFT foi superior ao
TO, sendo os maiores aumentos no T10 em 40°C e 80°C, com 18% e 16%. Nas outras
temperaturas houve maiores concentracdoes de CFT, com um aumento significativo no T30 a

80°C de 15% em comparagio do tempo O.

Em contrapartida, no extrato obtido com NADES CC:GL (Figura 2), ndo houve
diferenca significativa entre os tempos de tratamento a 40°C e 80°C, apenas a 60°C houve
uma reducdo de 17% na concentracdo de compostos fendlicos do extrato, que nao se manteve
até o T120, pelo contrédrio, aumentou 12% em compara¢do com o TO. O teor de compostos
fendlicos desse extrato no T10 a 40°C (70,82 mg/L) foi igual ao teor nos extratos testados nas
temperaturas de 60° e 80°C, porém estas foram diferentes entre si com 61,48 mg/L e 76,98

mg/L, respectivamente.
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Figura 3. 2. Estabilidade ao calor dos extratos fendlicos do farelo de girassol. (A) 40°C; (B) 60°C; (C) 80°C.
Letras minusculas diferentes representam diferenga significativa entre os tempos de tratamento no mesmo
solvente.
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3.2.2 Estabilidade ao armazenamento

A Figura 3 apresenta os resultados obtidos para a concentracdo de compostos fendlicos
nos diferentes extratos armazenados em temperatura ambiente (25°C + 4°C), de refrigeracao
(8°C + 4°C) e de congelamento (-18°C + 3°C), ao longo do tempo. De um modo geral nao
houve diferenca em relacdo a temperatura, apenas em relagdo ao tempo de armazenamento. A
perda mais significativa se deu apds 7 dias (D7) para todas as temperaturas de
armazenamento, sendo mais expressiva em temperatura ambiente (25°C) com 46% de perda,

mas essa perda ndo foi mantida apds os 60 dias de armazenamento.

No extrato AL:G (Figura 3), com excecdao do D60, as temperaturas de armazenamento
ndo apresentaram diferenca significativa ao longo do tempo. Assim como no extrato
hidroetanolico, a maior perda aconteceu no D7 (-18°C: 74,79 mg/L; 8°C: 73,5 mg/L; 25°C:
74, 77Tmg/L) e estes ndo diferiram significativamente do D30 (-18°C: 77,25 mg/L; 8°C: 78,4
mg/L; 25°C: 77,89 mg/L).

A maior perda do extrato CC:GL (Figura 3) foi no D30, no armazenamento a 8°C a
perda atingiu 71% em comparagdo com o DO. Este tipo de armazenamento obteve uma
reducgdo constante até o D30, com um aumento de 55% em 30 dias de armazenamento (D60).
Os extratos armazenados em freezer (-18°C) e temperatura ambiente tiveram maior perda no

D7, mas aumentaram durante os 53 dias seguintes.

Ao final dos 60 dias de tratamento, as seguintes temperaturas de armazenamento
foram as que melhor preservaram o CFT: temperatura ambiente (25°C + 4°C) para o NADES
CC:GL com 86,04 mg/L de acido clorogénico, freezer (-18°C + 3°C) para o NADES AL:G
com 95,90 mg/L e geladeira (8°C + 4°C) para o Etanol 40% com 47,87 mg/L.
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Figura 3. 3. Estabilidade ao armazenamento, em diferentes temperaturas, do extrato fendlico do farelo de

girassol. (A) 8°C +4°C; (B) -18°C + 3°C; (C) 25°C + 4°C. Letras mintisculas diferentes representam diferenca
significativa ao longo do tempo de armazenamento no mesmo solvente.
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3.2.3 Estabilidade a luz

A Figura 4 apresenta os resultados obtidos para a concentragdo de compostos
fendlicos nos diferentes extratos que foram expostos a luz artificial branca e o controle, que
passou pelo tratamento envolto em papel aluminio. Levando em consideragdao que o dia 0 é
100% foi observado um aumento de 135% na amostra e no controle apds 1 dia de exposicao
no extrato hidroetanolico (Figura 4A e B). Nado houve diferenca significativa entre a amostra e

o controle nos dias analisados.

No NADES formado por AL:G (Figura 4) ndo houve perda significativa de CFT até
o dia 15, quando houve uma perda de 4% da amostra e 3% do branco em comparagdo ao dia
0.

Porém pela observacdo da Figura 4, verifica-se que o NADES composto de CC:GL
ndo foi capaz de manter o CFT do extrato estdvel sob luz branca, uma vez que ocorreu uma

reducdo significativa a partir do dia 7 de 21% e de 35% no dia 15 na amostra.
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Figura 3. 4. Estabilidade a luz do extrato fendlico do farelo de girassol. (A) Amostra; (B) Branco. Letras
mindsculas diferentes representam diferenca significativa entre os dias de tratamento no mesmo solvente
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4. DISCUSSAO
4.1 EXTRACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

O principal método utilizado para quantificagdo de compostos fendlicos € o que se
utiliza do reagente de Folin-Ciocalteu (FOLIN; CIOCALTEU, 1927), inclusive nas extragdes
utilizando NADES (BARBIERI et al., 2020; CHANIOTTI; TZIA, 2018; FERNANDEZ et al.,
2018a), porém durante a aplicacdo desse método houve a formagdo de gis nos solventes que
continham dacidos e, nos NADES formados por cloreto de colina, ocorreu uma precipitacao
quando em contato com o reagente de Folin-Ciocalteau. Por isso, um método alternativo foi
proposto (WANG et al., 2019) e este ndo mostrou nenhuma incompatibilidade com os
NADES. A viscosidade dos NADES foi uma das dificuldades para andlise do CFT dos
extratos. Mesmo com a adi¢do de 30% de dgua, esta caracteristica dificultou a separacio da
parte soOlida da liquida. Algumas combina¢des de NADES, principalmente as que continham
sacarose ou dcido citrico em sua composi¢do, se mostraram mais viscosas que outras,

dificultando retirada da aliquota.

Entre os métodos utilizados para quantificagdo a cromatografia apontou o etanol 40%
como o extrato com maior teor de 4cido clorogénico, porém pelo método proposto por Wang
et al. (2019) o mesmo extrato obteve um resultado 30 vezes menor e, em analises
preliminares, utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu, obteve 51,50 mg de 4cido galico/mL
que, quando comparado ao valor encontrado pelo método de Wang et al. (2019) para esse
mesmo extrato, foi 1,5 vezes maior, porém ainda inferior aos valores obtidos para os extratos
com NADES. Houve uma diferenca de quantificacao entre o HPLC e o método de Wang et al.
(2019), na cromatografia a ordem de concentracio de CGA foi: Et > AL:G > CC:GL,
enquanto que pelo método de Wang et al. (2019) a ordem foi: AL:G > CC:GL > Et. Ocorreu
um aumento entre os dois métodos de 30 vezes no extrato de etanol 40%, 8 vezes no NADES
formado por AL:G e 9 vezes no NADES formado por CC:GL, mostrando que o método
quimico é menos eficiente para quantificacdo do &dcido clorogénico em todos os extratos
avaliados. Os melhores NADES foram escolhidos por comparacdo entre eles, porém a
comparacdo destes com o etanol depende do método aplicado. O grupo dos CGA apresenta
diversos isomeros (CLIFFORD, 2000; OLIVEIRA; BASTOS, 2011), mas apenas o maior
pico a 320 nm, correspondente ao isomero do CGA: 3-(3,4-di-hidroxicinamato) do acido
1,4,5-trihidroxiciclohexanocarboxilico foi quantificado no HPLC, por isso € importante

ressaltar que outros ésteres, assim como outros compostos fendlicos, agentes redutores e
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compostos hidroxilados também reagem no método proposto por Wang e no de Folin-

Ciocalteu.

O método de Folin-Ciocalteau se baseia na reducdo dos 6xidos de tungsténio e
molibdénio, reagentes que compdem a solucdo, identificada pela formacdo de uma cor
azulada. Este método identifica todos os compostos aromdticos, que se torna uma
desvantagem do método: por ser inespecifico pode reagir com aminas aromdticas e proteinas,
por exemplo (ROVER; BROWN, 2013). O método proposto por Wang et al. (2019) se baseia
na oxidacdo dos grupos hidroxila do dcido clorogénico devido a incorporacdo da solucdo de
Fe (III), que causa uma alteracdo conformacional nos CGA e gera uma coloragdo azulada com
absorbancia maxima a 790 nm, o CGA ¢ degradado em temperaturas acima de 100°C, por
i1sso uma das interferéncias nesse método € a temperatura da amostra no momento da analise
(WANG et al., 2019). A ocorréncia de outros compostos fendlicos, diferentes do CGA usado
como padrdo, pode ser observada nas Figuras Suplementares 2, 3 e 4, que apresentam o0s
cromatogramas dos extratos obtidos em comprimentos de onda de 260 e 280 nm. Verifica-se
nesses cromatogramas, especialmente a 260 nm, que ha uma maior diversidade de compostos,
especialmente com maiores tempos de retencdo, nos extratos obtidos com NADES, indicando
uma maior eficiéncia na extracdo de compostos mais apolares, quando em comparac¢ido com a

solucao etandlica.

Ye (2015) utilizou diversos solventes organicos a fim de obter os compostos fendlicos
das flores do raio e estigma do girassol, conseguindo melhores resultados com metanol 90% e
50% em ambas as amostras. Isopropanol alcangcou melhor extracio em fendlicos de
coprodutos do girassol quando comparado com etanol e metanol (WEISZ; CARLE;
KAMMERER, 2013) mostrando que o poder de extragao depende da proporg¢ao utilizada e do
solvente organico. Diferentes formulacdes de NADES apresentaram maior eficiéncia do que
os solventes orgdnicos convencionais em outras oleaginosas como no bagaco de azeitona
(CHANIOTTI; TZIA, 2018; FERNANDEZ et al., 2018a) e pele do amendoim (SYAHDI et al.,
2020). Dai (2016) usou NADES para extrair antocianidinas das pétalas de Catharanthus
roseus comparando com metanol com 3% de 4cido férmico. Tiveram maior poder de
extragdo, entre os NADES, aqueles formados por 4cido latico:glicose, 1,2-propanodiol:cloreto

de colina e glicose:frutose:sacarose, sem diferenca significativa para o solvente organico.
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4.2 ESTUDO DA ESTABILIDADE

Apenas alguns estudos avaliaram a estabilidade dos compostos fenodlicos extraidos
com NADES em condi¢des e matérias-primas diversas como cartamo (DAI; VERPOORTE;
CHOI, 2014), pétalas de Catharanthus roseus (DAI et al., 2016), circuma (JELINSKI;
PRZYBYLEK; CYSEWSKI, 2019), bagaco de oliva, semente de cebola, coprodutos do
tomate e pera (FERNANDEZ et al., 2018a). Os resultados obtidos no presente trabalho nao
foram de acordo com o esperado, mas ainda pode-se tirar algumas indicacdes dos resultados

obtidos.

4.2.1 Estabilidade ao calor

O etanol é volatil, portanto, o aumento da CFT no extrato hidroetanolico quando
exposto ao calor pode ser justificado pela concentracdo do extrato devido a volatilizacdo do
etanol com o aumento da temperatura. Por isso os resultados a 40°C mostraram maiores
redugdes do teor de CFT quando comparado a 60 e 80°C: possivelmente, houve degradagdao
dos compostos fendlicos sem significativa evaporacdo solvente. No extrato hidroetandlico
ocorreu uma perda significativa a 40°C ap6s 10 minutos, os NADES sob estas mesmas
condi¢cdes ndo apresentaram perdas significativas. De uma forma, geral o NADES formado
por AL:G apresentou boa estabilidade, com mas aumento da concentracdo de CFT nas
temperaturas e tempos de tratamento mais elevados, o que pode ter sido gerado pela
evaporacdo da agua, adicionada na proporcao de 30%, a fim de diminuir a viscosidade. O
NADES composto de CC:GL foi o solvente que teve melhor estabilidade em todas as
temperaturas e tempos. O estudo da estabilidade ao calor de todos os solventes precisa ser
repetido, utilizando frascos com melhor vedacgao, além de ampliagdao dos tempos/temperaturas

a fim de verificar a degradagdao do CGA em ambos os NADES.

Nos testes para avaliacdo da estabilidade, Dai et al. (2016) observaram que houve
menor degradacdo de antocianinas em NADES do que em etanol com 3% de acido foérmico, a
60°C. Em outro estudo, Dai et al. (2014) avaliaram a estabilidade ao calor da cartamina, que
teve melhor estabilidade em NADES de xilitol:cloreto de colina (5:2) em todas as

temperaturas, em comparagao com a agua.
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4.2.2 Estabilidade ao armazenamento

Os resultados deste ensaio foram os mais inesperados, houve reducao e recuperagdo do
teor de CFT ao longo do tempo, com uma redug@o expressiva em todos os extratos no dia 7.
Pode ter ocorrido algum erro de homogeneizacdo das amostras no momento de aliquotar para
o estudo ou no dia da andlise do dia 7, visto que todas as amostras tiveram esta redu¢cdo neste
dia especifico. A alta viscosidade dos NADES pode ter sido responsdvel pela dificuldade na
aliquotagem dos extratos, o que pode ter levado a diferencas de concentracdo inicial nas
aliquotas avaliadas. Apos o dia 7, ocorreu uma precipitacdo das amostras de NADES que
ficaram sob refrigeracdo e congelamento, mas isto ndo ocorreu em amostras que foram
armazenadas em ultrafreezer a - 80°C para andlises futuras. Esta alteracdo poderia ter afetado
a concentracdo de CFT das amostras. A avaliacdo da estabilidade dos extratos ao
armazenamento precisa ser repetida para averiguar possiveis erros analiticos e também uma
avaliacdo acelerada da estabilidade utilizando uma temperatura mais alta que a temperatura

ambiente em um tempo mais curto.

Dai (2016) também avaliou o armazenamento de extratos com NADES, apds trés
meses armazenados a -20°C. Neste estudo a concentragdo de CFT se manteve estdvel nos
solventes testados, porém o mesmo nao ocorreu com os extratos obtidos com etanol
acidificado. Em Dai (2014) houve estabilidade da cartamina ao armazenamento em todos os
NADES testados por 7 dias a -20°C, porém, no solvente formado por cloreto de
colina:sacarose (4:1), a estabilidade se estendeu até o 15° dia. Os compostos fendlicos
extraidos de coprodutos de oliva, semente de cebola, tomate e pera com NADES de acido
latico:glicose (5:1) tiveram a estabilidade mantida por dois meses a -18°C e 4°C, mas houve

perda de 90% de apigenina e quercetina no extrato aquoso (FERNANDEZ et al., 2018a).

H4 ainda relatos na literatura sobre estabilidade de compostos fendlicos em matérias-
primas ou produtos e ndo em extratos. Cheng et al. (2017) avaliaram o contetdo fendlico total
de bayberry (Myrica rubra) em po, obtido por liofilizagdo ou por aspersdo, durante 50 dias,
sob temperatura de 4°C ou 25°C e verificaram que houve pouca perda de compostos fendlicos
nos poés, tendo uma perda maxima 22% a 25°C em ambos os procedimentos. Segundo o
estudo, a perda maior foi nas amostras que passaram pela secagem por aspersdo, pois este é
um método que aplica altas temperaturas para obtencao do p6 de bayberry, levando a perda de
compostos fendlicos ja neste procedimento. Tavares et al. (2019) armazenaram suco de

jamboldo em pé6 por 150 dias a 4, 25 e 35°C e, no final do periodo, as amostras a 35°C ainda
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possuiam 96% do contetido fendlico total. Um estudo armazenou, por 6 meses, puré de cereja
acida, com diferentes edulcorantes, a 4°C e 30°C, e a menor perda foi de 7% na amostra de

puré com eritritol a 4°C, enquanto a maior perda foi de 54% a 30°C com adi¢do de glicosideo

de esteviol (NOWICKA; WOJDYLO, 2016).

4.2.3 Estabilidade a luz

No extrato hidroetandlico pode ter ocorrido evaporacdo do solvente durante a
exposicao a luz, mais perceptivel apds 1 dia, pois, possivelmente, a reducdo no teor de CFT
foi mais expressiva do que a volatilizacdo do solvente nos dias subsequentes. O mesmo
padrdo de aumento depois de 24 h foi visto no NADES formado por AL:G, com maior
concentracdo de CFT, mostrando que o tempo de tratamento ndo foi o suficiente para
compensar a evaporagdo de solvente. No solvente composto de CC:GL nao houve aumento no
primeiro dia, como nos outros extratos, e a luz acelerou a degradagdo significativamente até o
dia 15. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre a amostra exposta diretamente a luz
e a coberta por papel aluminio, indicando que este ndo foi eficiente na conservacdo da
amostra durante a exposicdo a luz branca. Como observado na Tabela 1, o NADES formado
por CC:GL foi o que mostrou menor Aw (0,08), ou seja, menor concentragdo de dgua livre
disponivel para evaporagdo ao longo dos experimentos, ao contrario do NADES de AL:G que

por apresentar uma Aw mais alta (0,68) e continha mais 4dgua livre.

Jelinski (2019) testou a estabilidade da curcumina utilizando NADES a base de cloreto
de colina apds exposicdo a luz artificial por 120 minutos. Apenas 5% da curcumina
permaneceu apos o tratamento em solu¢do de metanol, 19% no p6 da curcuma e no NADES
composto do cloreto de colina:glicerol (1:1) a curcumina permaneceu estdvel por todo o
periodo de exposi¢do a luz. Dai (2014) testou a estabilidade da cartamina a luz branca, no
NADES formado de é4cido latico:glicose e prolina:acido malico, a luz acelerou o processo de
degradacdo, assim como nas amostras com etanol 40%. Os melhores solventes deste estudo
foram sacarose:cloreto de colina, glicose:cloreto de colina e 4gua, porque ndo foram

registradas perdas apos a exposi¢ao a luz (DAI; VERPOORTE; CHOI, 2014).

79



5. CONSIDERACOES FINAIS

O reaproveitamento do farelo de girassol € necessdrio, pois esta ¢ uma matéria-prima
rica em diversos componentes, além dos compostos fendlicos, que nao apresenta destino
rentdvel e que, com a técnica certa, podem ser valorizados pela inddstria. Este trabalho
indicou que os compostos fendlicos podem ser extraidos por NADES, solventes que
reafirmam a presenca cada vez mais constante e desejada de uma quimica verde e, além disso,
melhorar a estabilidade dos édcidos clorogénicos do farelo de girassol. Novas andlises estao
previstas, com a aplicacdo de estratégias para evitar a evaporacao e uso de altas temperaturas
para provocar a degradacdo nos extratos preparados a partir dos NADES. Esperamos obter

maiores esclarecimentos a partir dos proximos experimentos
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Figura Suplementar 3. 1. Quantifica¢do de composto fenélicos totais em etanol (40%) e nos NADES testados
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Figura Suplementar 3. 2. Cromatogramas de uma repeti¢ao da inje¢do do extrato hidroetandlico do farelo de
girassol a (A) 260nm e (B) 280nm, diluido 25x, respectivamente.
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Figura Suplementar 3. 3. Cromatogramas de uma repeti¢do da injecéo do extrato AL:G do farelo de girassol a
(A) 260nm e (B) 280nm, diluido 50x, respectivamente.
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Figura Suplementar 3. 4. Cromatogramas de uma repeticio da injecao do extrato CC:GL do farelo de girassol a
(A) 260nm e (B) 280nm, diluido 50x, respectivamente.

Tabela Suplementar 3. 1. Tempo de reten¢ao e drea do pico do 4cido clorogénico na concentracao de 10 mg/L.

[acido clorogénico]

tempo de .
drea

mg/L retencao (min)
8,548 855295,2
- N 8.571 838422,9
Acido clorogénico 10 8.503 8043562
8,559 809405,8

Tabela Suplementar 3. 2. Média e desvio padrdo da estabilidade ao calor do extrato hidroetan6lico, NADES

0 min
10 min
30 min
60 min
120 min

0 min
10 min
30 min
60 min
120 min

0 min
10 min
30 min
60 min
120 min

formado por AL:G e CC:GL.

40°C

44,830 + 5,305
34,317 + 3,344
41,482 +2,312
44,522 + 6,364
61,758 + 10,05

94,769 + 1,374
111,737 £ 3,935
103,190 + 2,783
99,458 + 4,52
100,144 + 2,555

73,922 + 1,415
70,819 + 7,420
77,245 + 11,743
73,883 + 4,734
78,665 + 4,640

60°C

Et
44,831 + 5,305
41,790 + 7,095
50,585 + 1,688
61,289 + 13,285

80°C

44,831 + 5,305
58,084 + 14,830
57,187 £ 6,023
71,658 + 3,230

63,824 + 66,625 69,141 = 5,140
AL:G

94,769 + 1,374 94,769 + 1,374

98,753 + 8,960 109,939 + 1,488

103,184 + 2,602 109,129 + 2,765

98,055 + 3,108 106,876 + 2,204

102,838 + 2,686 104,810 = 0,990
CC:GL

73,922 + 1,415
61,479 + 3,645
66,130 + 4,122
73,231 £5,012
82,685 + 3,326

73,922 + 1,415
76,981 + 2,525
79,769 £ 6,395
74,035 + 14,445
76,505 + 15,230
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-18°C £ 3°C
8°C+4°C
25°C +x4°C

-18°C £ 3°C
8°C+4°C
25°C +x4°C

-18°C £ 3°C
8°C+4°C
25°C +x4°C

Tabela Suplementar 3. 3. Média e desvio padrdo da estabilidade a luz artificial branca do extrato hidroetandlico,
NADES formado por AL:G e CC:GL.

Teste
Branco

Teste
Branco

Teste
Branco

Dia 0

44,778 + 5,363
44,778 £ 5,636

94,769 + 1,374
94,769 + 1,374

73,922 + 1,415
73,922 + 1,415

Dia 1
Et

105,391 + 3,808
105,872 + 3,078

AL:G
99,305 £ 5,545
101,887 + 0,668

CC:GL
74,698 1,102
70,579 £ 3,414

Dia 7

52,016 + 15,582
65,984 + 17,427

97,063 + 4,826
90,831 +1,933

58,466 + 11,651
44,781 + 14,735

Dia 15

85,570 £ 11,056
67,677 2,144

91,209 +£2,134
92,021 + 2,247

46,802 + 5,653
46,726 + 3,074

Tabela Suplementar 3. 4. Média e desvio padrao da estabilidade ao armazenamento, em diferentes temperaturas

Dia 0

47,512 + 8,188
47,512 + 8,188
47,512 + 8,188

97,125 + 1,589
97,125 + 1,589
97,125 + 1,589

71,372 +0,995
71,372 +0,995
71,372 +0,995

do extrato hidroetandlico, NADES formado por AL:G e CC:GL.

Dial

48,613 +2,823
51,967 £2,572
49,801 + 5,067

97,486 + 2,060
93,225 £ 1,578
92,462 + 5,568

57,633 1,285
53,061 + 3,248
65,731 £2,512

Dia 7
Et

32,891 +2,042
34,327 £ 1,926
25,690 + 3,034

AL:G
74,786 + 7,805
73,501 + 3,075
74,769 + 1,547

CC:GL
35,313 £5,114
34,044 + 1,357
46,893 £ 4,163

Dia 15

46,614 + 0,756
41,940 + 8,895
39,950 + 17,324

86,864 + 7,260
84,041 + 7,600
81,236 + 2,586

48,797 + 4,107
38,959 £ 7,503
59,669 + 17,040

Dia 30

41,148 +7,012
46,570 + 4,250
41,0422 + 4,331

77,245 + 7,867
78,395 + 8,270
77,885 + 1,720

50,168 + 7,239
20,955 £2,235
62,545 £ 4,167

Dia 60

53,137 £ 6,362
47,873 + 6,197
49,086 + 5,522

95,896 + 2,210
93,237 + 3,292
86,612 £2,401

62,527 + 10,16

60,027 + 11,66
86,037 + 4,508
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CAPITULO 4
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Atividade citotéxica de compostos fenolicos do farelo de girassol extraidos por NADES

em células tumorais de mama MCF-7

Resumo

Cancer é o denominado o crescimento desordenado de células que sofreram uma alteragdo no
seu DNA, sendo considerada a principal causa de mortalidade prematura no mundo e as
neoplasias mais comuns sao de pulmao, mama, colén e prostata. No cancer de mama essa
proliferagdo desordenada acontece no tecido mamadrio e os dois tipos mais comuns, invasivo
ductal e o invasivo de mama lobular, representam 70% dos casos. Alguns fatores de risco para
o tumor mamario sao idade, histérico familiar de tumor e mulheres sem filhos e, mesmo com
programas de prevencdo e diagnostico precoce, o cincer de mama apresenta a maior taxa de
mortalidade em mulheres. Por possuirem capacidade antioxidante, os compostos fendlicos
atuam induzindo enzimas de detoxificacdo, prevenindo a oxidacdo e proliferacdo das células
tumorais. O girassol € rico em compostos fendlicos, principalmente os pertencentes a familia
do 4cido clorogénico. O uso destes compostos em células tumorais ja foi estudado a partir da
extracdo com solventes organicos do farelo de girassol, coproduto da extracdo do dleo, com
resultados promissores. O objetivo deste trabalho foi utilizar duas composi¢des de NADES
para extracdo de compostos fendlicos do farelo desengordurado de girassol na investigacao da
atividade citotoxica em células tumorais de mama MCF-7. Aplicando o ensaio de Alamar
Blue®, o NADES formado de 4cido ldtico:glicose (5:1) teve melhor desempenho na redugio
da viabilidade das células em comparacao ao NADES composto de cloreto de colina:glicerol,
com reducdes para 20% e 88% de viabilidade celular, respectivamente, nos extratos e para
40% e 80% quando aplicados os NADES puros. Apesar de sugerirem um potencial citotoxico,
estes resultados sdo preliminares, pois sdo necessarios ensaios em células nao tumorais para

confirmar que tanto os solventes, quanto os extratos nao sdo toxicos em células sauddveis.

Palavras chaves: citotoxicidade, coproduto, solventes eutéticos profundos naturais,

compostos fendlicos
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Abstract

Cancer is the name given to the abnormal growth of cells that have undergone a mutation in
their DNA, which is considered to be the main cause of premature mortality in the world and
the most common are lung, breast, colon and prostate neoplasms. In breast cancer, this
abnormal proliferation occurs in the breast tissue and the two most common types are:
invasive ductal carcinoma and invasive lobular breast cancer, which represent 70% of the
cases. Some risk factors for breast cancer are age, family history of tumor and women that did
not bear any children, and even with prevention programs and early diagnosis, breast cancer
has the highest mortality rate among women. Because they have antioxidant capacity,
phenolic compounds act by inducing detoxification enzymes, preventing the oxidation and
proliferation of tumor cells. Sunflower is rich in phenolic compounds, mainly the ones that
belong to the chlorogenic acid family. The use of these compounds in tumor cells has already
been studied based on the extraction of organic sunflower meal solvents, a by-product of oil
extraction, showing promising results. The objective of this work was to use two NADES
compositions for the extraction of polyphenols from defatted sunflower meal in the
investigation of cytotoxic activity in MCF-7 breast tumor cells. Applying the Alamar Blue®
testing, the NADES formed from lactic acid:glucose (5:1) performed better in reducing cell
viability compared to the NADES composed of choline chloride:glycerol, with reductions of
20% and 88% of cell viability, respectively, in the extracts and of 40% and 80% when pure
NADES were applied. Despite the fact they suggest a cytotoxic potential, these results are
preliminary since tests on non-tumor cells are necessary to confirm that both solvents and

extracts are not toxic in healthy cells.

Keywords: cytotoxicity, by-product, natural deep eutectic solvents, polyphenols
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1. INTRODUCAO

Dos 193 paises, em 134 o cancer € a primeira ou a segunda maior causa de morte
prematura em pessoas com idade entre 30 e 69 anos e terceira ou quarta nos paises restantes
(IARC, 2020b). Uma projecao do Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) (2020) preve
para 2040 um total de 29 milhdes de diagndsticos de cancer no mundo, principalmente em
paises de economia emergente. Dentre os tipos de cancer mais incidentes atualmente estdo

neoplasias de pulmao, mama, coldn e préstata (IARC, 2020a).

O farelo do girassol é um coproduto industrial cujo destino € a alimenta¢do animal,
porém de 3 a 4% desta matéria prima sdo compostos fendlicos, dos quais 70% sao
representados pelo grupo dos 4cidos clorogénicos, sendo o éster mais comum o 5-O-
cafeoilquinico (5-CQA) (LOMASCOLO et al., 2012). Os compostos fendlicos sdo compostos
bioativos e podem atuar no organismo protegendo-o diminuindo o risco de doengas cronicas
nao transmissiveis, como o cancer (LUNA-GUEVARA et al., 2018). Taha e colaboradores
(2011) estudaram o efeito antitumoral do acido clorogénico, principal composto fendlico da
torta do girassol, sobre uma variedade de células tumorais de figado, laringe, coldn, cervical,
mama e intestinal. A fracdao de compostos fendlicos extraida com metanol atingiu o ICs, a
dose do composto fendlico capaz de causar morte em 50% das células vivas da linhagem

tumoral de mama MCF-7.

Solventes eutéticos profundos naturais (NADES) sdo solventes alternativos compostos
de um doador e um receptor de hidrogénio que quando misturados possuem ponto de fusdao
menor do que quando separados, liquido a temperatura ambiente Sao preparados a partir da
mistura de dois ou mais compostos do metabolismo primarios como agtcares, aminoacidos e

acidos organicos (DAI; VERPOORTE; CHOI, 2014; PAIVA et al., 2014).

Alguns estudos jd avaliaram a citotoxicidade dos NADES em células cancerigenas,
que levantaram a hipdtese que NADES compostos por dcidos organicos sdo capazes de
aumentar a toxicidade (HAYYAN et al., 2016). Radosevi¢ (2016) teve melhor impacto na

viabilidade celular ao utilizar NADES em comparacdo ao metanol.

O objetivo deste trabalho foi utilizar extratos de compostos fendlicos do farelo
dessolventizado de girassol com duas formulacdes de NADES em linhagens de células

tumorais de mama MCF-7, investigando sua atividade citotoxica.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIA-PRIMA VEGETAL

O farelo de girassol utilizado neste trabalho foi cedido pela Empresa Caramuru,
situada no municipio de Itumbiara — GO, Brasil. O material foi enviado seco, desengordurado,

dessolventizado e peletizado.

2.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS

Duas combinagdes de NADES foram utilizadas, nas seguintes relagdes molares - dcido
latico:glicose (5:1) e cloreto de colina:glicerol (1:1). Os componentes foram pesados e
levados para agitagcdo magnética a 50°C, até que um liquido transparente e homogéneo se
formasse. Os solventes foram adicionados de dgua ultra-pura na propor¢do de 30% (m/m)
(RADOSEVIC et al., 2016). Como controle foi utilizado o Etanol 40% na extracio dos

compostos fendlicos.

Foram pesados 4,5 g da amostra e adicionados a 15 mL de NADES, no extrato
hidroetandlico foram pesados 10g da amostra e adicionados em 100 mL de etanol 40%. As
amostras foram aquecidas sob agitacdo magnética até a temperatura de 45°C e, em seguida,
foram sonicadas em ultrassom de probe (Ecosonics, QR500, Indaiatuba, Brasil) por 1 minuto,
em poténcia de 500 W/em® e frequéncia ultrassonica de 20 kHz (ZARDO et al., 2017). O
extrato hidroetanélico foi rotaevaporado a 50°C por 2 horas em SpeedVac™ (Thermo

Scientific, SPD121P-220, Massachusetts, EUA)

2.3 CULTURA DE CELULAS

A linhagem tumoral de mama MCF-7 foi cultivada em meio Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM) Gibco® contendo 4,5 g/L de glicose, suplementado com 2,0 g/L de
HEPES, 3,7 g/LL de bicarbonato de sédio, 10% de soro fetal bovino (SFB) Gibco® e 1% de
antibidticos (penicilina/estreptomicina) Gibco®, sendo submetidas a no maximo 20 passagens.

As culturas foram mantidas a 37°C em uma atmosfera umidificada contendo 5% de CO,.
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2.4 ATIVIDADE CITOTOXICA DO EXTRATO DE FARELO DE GIRASSOL
SOBRE CELULAS HUMANAS DE CANCER DE MAMA EM CULTURA

As células foram cultivadas em placas de 96 pocos e, apds aderéncia, a suplementag¢do
do meio de cultura com SFB foi reduzida a 2% para sincronizacao do ciclo celular e as células
foram assim mantidas por 24 h, a 37°C em atmosfera controlada com 5% de CO,, até
atingirem confluéncia de, pelo menos, 60%. Para as andlises em células, um estoque
padronizado contendo 10mg/mL de extrato fendlico foi preparado com os extratos de NADES
e hidroetandlico. Apds as 24 horas, o meio de cultura foi removido e adicionado das
concentracoes de estoque preparado contendo extrato fendlico e meio de cultura nas

concentracdes de 50 a 6000 uL/mL.

2.5 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE POR REDUCAO DE ALAMAR BLUE®

As células foram cultivadas em placas de 96 pocos e tratadas com os extratos
conforme descrito previamente. Apds o tratamento, as células foram expostas a 10% do
reagente de Alamar diluido em meio de cultura por 3 h e mantidas a 37°C em uma atmosfera
umidificada contendo 5% de CO,. Procedeu-se a leitura da placa em espectrofotometro a 570
nm e 600 nm, sendo os dados expressos em percentual de viabilidade em relacdo ao controle.
O controle foi considerado como contendo 100% de viabilidade celular e o que foi
determinado a partir de um branco, onde as células foram mantidas em meio de cultura e nao

sofreram nenhum tipo de tratamento.

3. RESULTADOS
3.1 ATIVIDADE CITOTOXICA

Quatro amostras foram testadas sobre células da linhagem tumoral de mama (MCF-7),
duas combinagdes de NADES puros (AL:G e CC:GL) e dois extratos obtidos da sonicagdo do
farelo de girassol em NADES (extrato AL:G e extrato CC:GL), a fim de testar a atividade

citotoxica tanto do solvente natural quanto dos extratos destes contendo compostos fendlicos.

Melhores resultados foram obtidos com a combinagdo de acido latico:glicose (5:1),
que provocou uma redu¢do da viabilidade celular de aproximadamente 34% na concentragdao
de 5000ug/mL. Na concentragao a 6000ug/mL, o extrato atingiu reducdo de 20% enquanto o
NADES puro AL:G atingiu reducao de 40% (Figura 1A), ndo houve diferenca significativa

entre extrato e NADES nesta amostra. Entre o NADES puro de CC:GL e seu extrato contendo
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os compostos fendlicos ndo ocorreu nenhuma diferenca significativa nas concentragdes
testadas e a menor reducdo da viabilidade celular foi no 88% e 82% no extrato CC:GL e
NADES CC:GL, respectivamente (Figura 1B). Os altos valores de erro das andlises indicam
que ocorreu uma grande variabilidade dentro da amostra, podendo ter sido causada devido a
alta viscosidade dos NADES que dificultam a homogeneizacdo e, consequentemente, a

avaliacdo dos reais efeitos citotdxicos.
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Figura 4. 1. Atividade citotéxica de NADES e extratos com compostos fendlicos na reducdo celular de linhagem
tumoral MCF-7.

4. DISCUSSAO

O reagente de Alamar Blue® trata-se de um corante solivel em 4gua, estivel e ndo
toxico as células que contém a substancia pouco fluorescente resazurina, que € metabolizada
por enzimas mitocondriais das células vidveis a resorufina, um composto de alta
fluorescéncia, gerando uma alteracdo na cor azul indigo para rosa fluorescente podendo ser
medida por colorimetria ou fluorimetria que pode ser quantificado (BONNIER et al., 2015),
sendo considerado mais sensivel que o ensaio de MTT., (AL-NASIRY et al., 2007; KUMAR;
NAGARAJAN; UCHIL, 2018).

N3ao h4 na literatura, estudos que avaliaram a a¢cdo dos compostos fendlicos do girassol
e/ou seus coprodutos extraidos por NADES. Porém, um estudo avaliou a bioatividade, em seis
linhagens tumorais (figado, laringe, colén, cervical, mama, intestinal), do dcido clorogénico
extraido através de micro-ondas e ultrassom do farelo de girassol com diversos solventes
organicos. Os melhores resultados foram obtidos pelo extrato com 60% etanol, extraido por 3
minutos com micro-ondas, com excecdo da linhagem de mama que apresentou reducdo mais

acentuada e, 80% etanol em agitagao por 60 minutos (TAHA et al., 2011).
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Pani¢ et al (2019) avaliaram a atividade citotéxica do bagaco da uva e azeitona
extraidas em NADES composto de cloreto de colina:dcido citrico (2:1) e também com
NADES puros em linhagens tumorais HeLLa e MCF-7 em ensaio de redu¢do de MTS. Apéds 72
horas, nao houve diferenca entre os extratos fendlicos dos coprodutos de uva e azeitona ou
NADES puros, tendo todos apresentado baixa viabilidade em ambas as linhagens testadas
(PANIC et al., 2019a). Nos dois estudos, os solventes naturais sdo compostos de um acido
organico, seria uma explicacdo para a melhor reducdo celular neste tipo de formagdo porque a
acidez diminui o pH 6timo para o cultivo das células, visto que o NADES preparado por

Pani¢ et al. (2019) tinha pH 0,6 e no NADES AL:G deste trabalho pH 0,73.

A citotoxicidade dos NADES foi avaliada por Ahmadi et al. (2018), preparando
diferentes relacdes molares entres o cloreto de colina e diferentes doadores de hidrogénio da
composi¢do dos solventes naturais. Quando a propor¢do de glicerol aumentou em relagdo ao
cloreto de colina, aconteceu uma reducio da toxicidade e o mesmo se repetiu utilizando
frutose e 1,2-propanodiol. Mas a viabilidade celular foi prejudicada com a propor¢do 2,5:1 de
cloreto de colina:glicose (AHMADI et al., 2018). A resisténcia célular ao glicerol pode ser
explicada porque em células cancerigenas hd uma maior demanda de glicerol no plasma,

aumentando a gliconeogénese e a lipogénese (HAYYAN et al., 2016).

5. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar do resultado obtido, com uma aparente redu¢do da viabilidade celular a partir
do extrato fenodlico de farelo de girassol de NADES formado por éacido latico:glicose e do
préprio solvente puro, estes resultados ainda sdo preliminares. O resultado pode sugerir que
os compostos fendlicos do farelo do girassol apresentem potencial citotéxico sobre a
linhagem tumoral de cincer de mama testada, porém sdo necessarios mais ensaios em
linhagens de células ndo tumorais para averiguar se os extratos e/ou os NADES ndo sdo
toxicas a estas, além de ensaios para verificar a a¢do antiproliferativa dos extratos e dos

solventes naturais.
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Figura Suplementar 4. 1. Atividade citotéxica do extrato hidroetandlico com compostos fendlicos na redugéo

celular de linhagem tumoral MCF-7.

Tabela Suplementar 4. 1. Média e desvio padrio da porcentagem de reducao de células MCF-7 sobre os extratos
hidroetandlico, extrato AL:G, CC:GL e NADES AL:G, CC:GL

Concentracao  Etanol (40%) Extrato AL:G NADES AL:G  Extrato CC:GL NADES CC:GL
(ng/mL)

50 116,89 = 23,02 99,22 + 0,86 123,73 £ 25,04 125,02 + 18,81 126,02 + 28,06
100 113,19 £ 3,46 101,50 + 4,96 147,54 £ 5,19 139,42 + 2,57 152,25 +£ 6,30
200 115,75 £ 5,69 101,64 +9,08 159,09 £ 0,86 148,11 + 21,61 161,65 £ 11,21
300 120,74 £ 5,14 104,63 + 6,08 127,58 +21,90 134,14 £ 22,89 122,17 £ 30,32
500 140,41 + 22,49 117,32 £ 9,08 150,96 + 7,46 115,89 £ 11,55 114,94 +7,73
1000 164,08 £ 4,53 110,48 + 1,78 118,46 + 27,68 104,21 + 3,56 112,76 £2,02
1500 134,72 + 1,40 107,57 £ 8,78 103,76 £ 13,92 105,49 +£ 10,40 104,33 + 12,58
2000 133,45 £ 3,08 97,28 £ 8,32 100,87 £ 3,08 104,22 £2,60 87,93 £ 6,54
3000 119,70 + 4,68 107,68 = 10,74 79,61 +£2,46 93,70 + 14,32 90,58 + 20,69
4000 108,03 £ 11,31 71,75 £ 47,22 67,71 + 34,03 91,16 + 4,85 99,94 + 19,46
5000 143,85 + 4,82 34,20 +4,02 88,73 + 26,21 111,61 +3,18 92,55 + 4,09
6000 105,72 £ 10,94 18,95+ 2,03 43,79 £32,31 88,27 £ 6,06 82,15 +5,58
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CONCLUSAO

O NADES constituido de 4cido organico obteve mais afinidade na extracdo dos
compostos fendlicos do farelo desengordurado de girassol, esta capacidade foi confirmada
pela identificacdo e quantificagio por HPLC. No NADES formado por cloreto de
colina:glicerol (1:1), por possuir menor Aw, a degradacdo a luz foi melhor observada. De
forma preliminar, tanto o NADES puro de édcido latico:glicose (5:1), quanto o extrato fendlico

obtido a partir desse resultaram em maior reducao da viabilidade celular.

Como perspectivas futuras estdo a avaliacido da estabilidade ao calor em temperaturas
> 100°C e o uso dos NADES como meio para hidroélise enziméatica do farelo de girassol. Nos
ensaios celulares, a atividade citotéxica em linhagens ndo tumorais e o ensaio de exclusio de

azul de tripan.
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