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RESUMO

O uso de plantas medicinais € um dos mais antigos saberes tradicionais e,
considerando que uma parte significativa das drogas terapéuticas deriva de produtos
naturais, o interesse pela busca de farmacos inovadores tem crescido nos ultimos
anos, causando o aumento da demanda por extragdes. Os metabdlitos secundarios
presentes nas espécies vegetais sao os responsaveis pelas atividades bioldgicas e
geralmente sdo extraidos com solventes organicos convencionais, que séo toxicos,
inflamaveis, caros e/ou prejudiciais a0 meio ambiente. No entanto, existem
alternativas mais sustentaveis para realizar a extragdo, como os solventes eutéticos
profundos, que tém se destacado por serem biodegradaveis, baratos, faceis de
sintetizar, reutilizaveis, ndo toxicos e que atendem a alguns dos principios da
Quimica Verde e aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel da Agenda 2030.
Nesse contexto, a regido do Sul da Bahia esta localizada na Mata Atlantica, uma das
florestas mais biodiversas do mundo, que abriga inUmeras espécies com potenciais
farmacolégicos ainda desconhecidos, ou nao muito exploradas, como a
Enterolobium contortisiliquum. No entanto, € também uma das areas mais
ameacgadas, especialmente devido a expansdo urbana. Diante disso, este estudo
teve como objetivo a sintese e uso de solventes eutéticos profundos (DES) para a
extracdo verde de compostos bioativos da Enterolobium contortisiliquum como
alternativa sustentavel aos solventes convencionais, além da analise da atividade
antioxidante, teor de fendlicos e flavonoides, atividade fotoprotetora e o perfil
quimico dos extratos por cromatografia liquida, visando a comparagdo dos
resultados da extragdo com DES em comparagdo aos solventes orgéanicos
convencionais: etanol e metanol. Para isso, foram sintetizados dois DESs: um
composto de cloreto de colina e ureia (DES 1) e outro constituido por cloreto de
colina, acido citrico e agua (DES 2), cuja sustentabilidade foi avaliada por meio da
Estrela Verde. Os resultados indicaram que, além de atender a diversos principios
da Quimica Verde e aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel 9 e 12, o indice
de Preenchimento da Estrela (IPE) foi de 66,67 para o DES 1 e de 75,00 para o DES
2, evidenciando a sustentabilidade dos solventes. Os DES demonstraram grande
potencial de extracdo, com o DES de cloreto de colina e ureia se destacando como o
mais eficiente. A espécie demonstrou capacidade fotoprotetora, possivelmente
atribuida a presenga de compostos antioxidantes. Esses resultados sugerem a
possibilidade de incorporar esses extratos em formulagdes de protetores solares,
resultando em produtos multifuncionais que aliam propriedades antioxidantes e
fotoprotetoras, além de reduzir a utlizacdo de substancias sintéticas e
potencialmente prejudiciais normalmente encontradas nessas formulacgoes.

Palavras-chave: estrela verde, orelha de macaco, quimica verde, DES



ABSTRACT

The use of medicinal plants is one of the oldest traditional knowledge and,
considering that a significant part of therapeutic drugs derives from natural products,
interest in the search for innovative drugs has grown in recent years, causing an
increase in the demand for extractions. The secondary metabolites present in plant
species are responsible for biological activities and are generally extracted with
conventional organic solvents, which are toxic, flammable, expensive and/or harmful
to the environment. However, there are more sustainable alternatives for carrying out
extraction, such as deep eutectic solvents, which have stood out for being
biodegradable, cheap, easy to synthesize, reusable, non-toxic and that meet some of
the principles of Green Chemistry and the Sustainable Development Goals of the
2030 Agenda. In this context, the southern region of Bahia is located in the Atlantic
Forest, one of the most biodiverse forests in the world, which is home to numerous
species with pharmacological potential that is still unknown or not very explored,
such as Enterolobium contortisiliquum. However, it is also one of the most threatened
areas, especially due to urban expansion. Therefore, this study aimed to synthesize
and use deep eutectic solvents (DES) for the green extraction of bioactive
compounds from Enterolobium contortisiliquum as a sustainable alternative to
conventional solvents, in addition to analyzing the antioxidant activity, phenolic and
flavonoid content, photoprotective activity and chemical profile of the extracts by
liquid chromatography, aiming to compare the results of extraction with DES in
comparison with conventional organic solvents: ethanol and methanol. For this, two
DESs were synthesized: one composed of choline chloride and urea (DES 1) and
another consisting of choline chloride, citric acid and water (DES 2), whose
sustainability was evaluated through the Green Star. The results indicated that, in
addition to meeting several principles of Green Chemistry and Sustainable
Development Goals 9 and 12, the Star Fill Index (SPI) was 66.67 for DES 1 and
75.00 for DES 2, demonstrating the sustainability of the solvents. The DES
demonstrated great extraction potential, with the DES of choline chloride and urea
standing out as the most efficient. The species demonstrated photoprotective
capacity, possibly attributed to the presence of antioxidant compounds. These results
suggest the possibility of incorporating these extracts into sunscreen formulations,
resulting in multifunctional products that combine antioxidant and photoprotective
properties, in addition to reducing the use of synthetic and potentially harmful
substances normally found in these formulations.

Keywords: green star, monkey ear, green chemistry, DES
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1 INTRODUGAO

Atualmente, tratamentos de inumeras enfermidades ocorrem por meio do
conhecimento tradicional passado por diferentes geragbes. Neste contexto, as
plantas medicinais representam as mais antigas formas de tratamento. Estima-se
que 25% a 30% de todas as drogas avaliadas como agentes terapéuticos sao
decorrentes de produtos naturais. Com isso, o interesse em espécies vegetais
cresceu bastante, fazendo com que as industrias farmacéuticas e institutos de
pesquisa tenham as plantas como foco na busca por farmacos eficientes e
inovadores. Logo, a busca por esses compostos naturais bioativos surge como uma
necessidade para atender a demanda crescente de forma eficaz (Branco et al.,
2021; Demartelaere et al., 2022).

O Brasil € um dos paises mais ricos do mundo em biodiversidade e, comporta
cerca de 20% das espécies do planeta. Entretanto, a maioria desta biodiversidade
ainda €& desconhecida cientificamente, visto que menos de 1% dessas espécies
foram estudadas sob o ponto de vista quimico (Branco et al., 2021).

Nesse cenario, a Mata Atlantica, um dos 36 hotspots, ou "pontos criticos" de
biodiversidade mundiais, esta ameagada, restando aproximadamente 11,26% de sua
cobertura original devido a ocupagdo de mais de 60% da populacdo brasileira
nessas areas. No Sul da Bahia, uma regido rica em biodiversidade e reconhecida
como Patriménio Mundial pela UNESCO, a expansao urbana, agricola, pecuaria e
industrial esta devastando os ultimos fragmentos desse bioma (Branco et al., 2021;
Lemos et al., 2013).

Essa destruicdo € ameagadora, pois muitos compostos quimicos bioativos
originados do metabolismo secundario das plantas possuem propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas, anticancerigenas e fotoprotetoras.
O potencial bioativo desses materiais vegetais esta especialmente ligado a presenga
de vitaminas, minerais, fibras dietéticas, acidos fendlicos, flavondides, carotendides
e outras classes de metabdlitos. Os compostos fendlicos tém sido amplamente
estudados devido aos seus efeitos benéficos a saude, como a prevengao de danos

oxidativos e protegdo contra os raios ultravioleta (UV), o que pode auxiliar na



prevencado do cancer de pele e do fotoenvelhecimento (Arend et al., 2022; Silva et
al., 2022; Zocoler et al., 2019).

A escolha do método de extragdo dos compostos quimicos no material
vegetal é fundamental no desenvolvimento de medicamentos a base de plantas,
pois influencia a sua eficiéncia, seguranca e sustentabilidade. Com a crescente
preocupagdo global com a sustentabilidade ambiental e os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Agenda 2030, a procura por técnicas de
extracdo mais sustentaveis e eficientes continua a ser uma prioridade. Nesse
contexto, os Solventes Eutéticos Profundos (DES), ou Deep Eutectic Solvents,
surgem como uma alternativa verde aos solventes tradicionalmente utilizados
(Penido; Nunes; Santos, 2022; Souza; Gasparoti; De Paula, 2022; STF, 2024).

Esses solventes verdes estdo alinhados com varios principios da Quimica
Verde, pois muitos estudos demonstram que eles ndo geram residuos, séo faceis e
seguros de produzir, apresentam pouca ou nenhuma toxicidade, podem ser
reciclados, reutilizados e s&o biodegradaveis. Assim, sdo uma opg¢ao de menor
impacto ambiental para a extragdo de compostos quimicos de espécies como a
Enterolobium cortisiliquum e outras espécies (Penido; Nunes; Santos, 2022; Unger,
2022).

A Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong € uma espécie de arvore nativa
da América do Sul, pertencente a familia Fabaceae, também conhecida como
“orelha-de-macaco” ou “tamboril”. Sua madeira € de alto valor econémico, o que tem
levado a exploragdo intensa e a inclusdo na lista de espécies ameagadas de
extingdo. Apesar disso, alguns estudos indicam que a planta possui atividades
bioativas promissoras, como potencial quimiopreventivo. No entanto, assim como
muitas outras plantas, o seu potencial bioativo ainda é pouco explorado (Araujo,
2007; Bezerra, 2014; Luz et al., 2021).

Nao foram encontrados registros sobre o uso de solventes eutéticos na
extracdo de compostos bioativos de E. contortisiliquum nem sobre a avaliacdo de
sua atividade fotoprotetora. Portanto, este trabalho tem como objetivo explorar a
aplicagcao de solventes eutéticos na extragcdo verde de compostos bioativos dos
frutos de E. contortisiliquum, oferecendo uma alternativa sustentavel aos solventes

convencionais. Assim como, a determinagao da fotoproteg¢ao dos extratos obtidos.



2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Uso de solventes eutéticos para a extracdo verde de compostos bioativos da

E. contortisiliquum como alternativa sustentavel aos solventes convencionais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir e caracterizar os DESs por espectrofotometria no infravermelho
(IRFT);

Construir a Estrela Verde dos DES e calcular o indice de Preenchimento da
Estrela (IPE);

Realizar a extragédo de compostos bioativos utilizando DESs e convencionais:
Etanol (EtOH) e Metanol (MeOH);

Avaliar a eficiéncia dos solventes quanto a capacidade extrativa tendo como
resposta os resultados para as analises: atividades antioxidantes e
fotoprotetora, teores de flavonoides, fendlicos e perfil quimico na
Cromatografia por Liquidos ( CLAE-DAD);

Contribuir para o desenvolvimento de metodologias mais limpas,
economicamente viaveis e nao toxicas, em acordo aos principios da Quimica

Verde (QV) e Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS).



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS: FUNDAMENTOS

Os Solventes Eutéticos Profundos (DES), também conhecidos como
solventes verdes, surgiram como uma alternativa mais sustentavel aos solventes
organicos volateis (SOV). Eles s&o formados pela combinagdo de compostos
doadores de ligacdo de hidrogénio (HBD) e aceitadores de ligagdo de hidrogénio
(HBA), que juntos apresentam um ponto de fusao consideravelmente mais baixo do
que seus compostos separadamente, se tornando liquidos a temperatura ambiente.
Isso ocorre devido as fortes interacbes de hidrogénio e de Van der Waals que
acontecem entre os compostos (Ferreira; Sarraguga, 2024; Jablonsky; Sima, 2022;
Silva, 2021).

A propriedade de redugdo do ponto de fusdo esta relacionada ao
comportamento n&o ideal dessas misturas eutéticas, o que pode ser visualizado em
diagramas de fases que demonstram a relagdo entre a temperatura e a composigao
da mistura. Essa caracteristica justifica o nome "Solventes Eutéticos Profundos"

(Figura 1) (Ferreira; Sarragucga, 2024).

Figura 1 - Diagrama de fases de uma mistura binaria de compostos A e B.
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Fonte: Sousa; Costa; Koblitz (2020)

Essas interagbes entre os HBDs e os HBAs formam uma rede de moléculas

(Figura 2) que confere ao DES diferentes propriedades fisico-quimicas, incluindo



baixo ponto de fusdo, ndo inflamabilidade, baixa pressdo de vapor, baixa
volatilidade, elevada estabilidade térmica, quimica e um alto poder de solubilizagao
de uma grande variedade de compostos, especialmente aqueles com baixa
solubilidade em agua. Além disso, os DESs podem ser adaptados e projetados para
aplicagdes especificas, permitindo o ajuste de suas propriedades fisico-quimicas por
meio da modificagdo de seus constituintes (Cremasco, 2024; EI Achkar;

Greige-Gerges; Ferreira; Sarraguga, 2024; Fourmentin, 2021).

Figura 2 - Estrutura do Solvente Eutético Cloreto de Colina-Ureia 1:2
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Fonte: Melo (2024)

Alguns exemplos de HBAs sdo a betaina, alanina, glicina, lidocaina, entre
outros. No entanto, o Cloreto de Colina € um HBA mais utilizado, por ser
biodegradavel e ser a forma sintética mais econémica de se obter colina, ele pode
ser extraido da biomassa ou ser sintetizado a partir de reservas fésseis. Em relacao
aos HBDs, alguns dos compostos utilizados incluem a tiouréia, ureia, acido citrico,
acido malico, acido tartarico, glicerol, mentol, xilitol, acido oxalico, entre outros. A
agua também pode estar presente em sua composicdo como HBA ou HBD.
(Ferreira; Sarraguca, 2024). Quando os DESs sao formados por metabdlitos
primarios, como acidos organicos, agucares ou derivados de colina, sdo também
conhecidos como Solventes Eutéticos Profundos Naturais (NADESs)(Jablonsky;
Sima, 2022).

Os DESs sao muito faceis de preparar e podem ser desenvolvidos por
métodos como aquecimento em banho-maria a temperaturas entre 50 e 100°C,
trituracdo em almofariz com pildo, liofilizagdo de solugdes aquosas dos
componentes, sintese assistida por micro-ondas e sintese assistida por ultrassom (El
Achkar; Greige-Gerges; Fourmentin, 2021). Além disso, apresentam alta pureza e

100% de economia atébmica, pois ndo geram subprodutos ou residuos. Os DESs tém



baixa ou nenhuma toxicidade, sdo biodegradaveis, eficientes em termos energéticos
e muitas vezes originados de fontes renovaveis, contribuindo para a redugdo dos
impactos ambientais e humanos adversos (Ferreira; Sarraguga, 2024; Penido;
Santos, 2022; Silva, 2021).

Uma das desvantagens dos DESs € sua viscosidade e alta densidade, que
reduzem a fluidez. No entanto, isso pode ser solucionado por métodos como o uso
de micro-ondas, aquecimento ou a adicdo de agua. Outra caracteristica € a baixa
pressdo de vapor dos DESs, que diminui sua volatiidade e pode dificultar a
separagdo, uma consideragdo importante em processos extrativos (Ferreira;
Sarragucga, 2024).

Alguns estudos, como o de Zhao et al. (2016), ja investigam formas de
reutilizar solventes eutéticos. Um DES composto por cloreto de colina e glicerol
(1ChCI/2Gly) foi avaliado quanto a sua capacidade de ser reutilizado. Apos a
primeira execug¢ado da reagao de Morita—Baylis—Hillman para a produc¢ao de adubo
sélido, o produto foi separado da fase liquida por filtragdo ou extracdo com éter
dietilico. O solvente restante foi reutilizado no ciclo seguinte da reagédo, sem a
necessidade de ativagcédo ou purificagdo adicional. Esse processo de reciclagem foi
bem-sucedido por até seis ciclos consecutivos, mantendo a eficiéncia e os

rendimentos das reagdes praticamente inalterados.

3.2 SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS: ALINHAMENTO COM OS
PRINCIPIOS DA QUIMICA VERDE E OS OBJETIVOS DE DESENVOLVIMENTO
SUSTENTAVEL

Os quimicos sdao um dos principais responsaveis pela utilizacdo e
desenvolvimento de novos materiais, que estdo em todos os lugares e trazem
qualidade de vida, no entanto quando nido desenvolvidos e aplicados de forma
consciente podem trazer diversas consequéncias para 0 meio ambiente e seres
humanos (Anastas; Eghbali, 2010; Ferreira; Sarragucga, 2024).

Devido a isso, em 1990, Paul Anastas, um quimico orgéanico que trabalhava
na Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA), escreveu um
manifesto a favor de um novo tipo de quimica mais inteligente, e entdo formulou o
conceito de “Quimica Verde”, que tinha como fundamento reduzir o impacto

ambiental das substancias quimicas e seus processos encontrando modos mais



sustentaveis de fazer ciéncia, diminuindo rejeitos e quantidade de energia (Birch,
2010).

Em 1998, Anastas e o quimico Polaroid John Warner apresentaram os 12
principios da QV que sao (Anastas; Warner, 1998; Birch, 2010; Lenardao et al.,
2003):

1. Prevencao: produzir o minimo de rejeito possivel, pois € mais vantajoso que
trata-lo apds sua geracgao.

2. Economia atdmica: projetar processos que incorporem o0 maior numero de
atomos no produto final.

3. Sintese segura: sempre que possivel, a sintese de um produto deve utilizar e
gerar substancias com pouca ou nenhuma toxicidade ao meio ambiente a aos
seres humanos.

4. Desenvolvimento de produtos seguros: desenvolver produtos que apés
utilizados ndo causem danos ao meio ambiente e sejam pouco ou nada
toxicos.

5. Solventes e auxiliares mais seguros: o uso dessas substancias precisa ser
evitado quando possivel, quando utilizadas, elas precisam ser inofensivas ou
em menor quantidade.

6. Eficiéncia energética: se possivel, os processos quimicos devem ser
realizados a temperatura e pressdo ambientes, pois o impacto ambiental e
econdmico precisa ser reconhecido.

7. Uso de fontes de matérias-primas renovaveis: o uso de matéria-prima
renovavel deve ser sempre priorizado em vez de matéria-prima nao
renovavel.

8. Evitar a formagcdo de derivados: projetar reacbes que produzem apenas as
substancias quimicas necessarias.

9. Catalise: fazer o uso de catalisadores mais seletivos possiveis para aumentar
a eficiéncia.

10.Produtos degradaveis: desenvolver produtos que se degradem com
seguranga na natureza.

11. Analise em tempo real para a prevencao da poluicdo: monitorar as reagdes

para evitar desperdicios e produtos secundarios perigosos.



12.Quimica intrinsecamente segura para prevengao de acidentes: a escolha de
substancias e sua utilizacdo deve ser escolhidas de modo que minimizem

acidentes, incéndios e explosoes.

A Quimica Verde demonstrou ser capaz de desenvolver produtos e processos
eficientes que também protegem a saude humana e o meio ambiente (Anastas;
Eghbali, 2010). No entanto, isso nédo é suficiente. Diante disso, em 2015, lideres
mundiais se reuniram na sede da Organizacédo das Nag¢des Unidas (ONU) em Nova
York e decidiram sobre os novos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS),
um plano conhecido como Agenda 2030 para o Desenvolvimento Sustentavel. Os
ODS consistem em 17 objetivos (Figura 3) e 169 metas associadas, integradas e
indivisiveis, que buscam equilibrar as dimensdes econdmica, social e ambiental do

desenvolvimento sustentavel (Nacdes Unidas Brasil, 2015; STF, 2024).

Figura 3 - Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
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Fonte: Supremo Tribunal Federal ( 2024)

Diante do exposto, alguns desses ODS podem ser relacionados a QV, sendo
eles: ODS 9 - Construir infraestruturas resilientes, promover a industrializagao
inclusiva e sustentavel e fomentar a inovagéao; e ODS 12 - Assegurar padrdes de
producdo e de consumo sustentaveis. Pois suas metas incluem o aumento da
eficiéncia no uso de recursos, adogédo de tecnologias e processos mais limpos e
ambientalmente corretos, produ¢do e consumo sustentavel, gestdo sustentavel e

uso eficiente dos recursos naturais, reduzir a geragdo de residuos, manejo



ambientalmente saudavel dos produtos quimicos e todos os residuos, entre outros
(Nacgbes Unidas Brasil, 2015; STF, 2024). Logo, a Quimica Verde desempenha um
papel importante no cumprimento dos objetivos sustentaveis estabelecidos na
Agenda 2030.

No entanto, apesar do avancgo do desenvolvimento sustentavel, ainda existem
desafios relevantes no campo de pesquisa em QV, como o uso de solventes
convencionais, pois sao 0s maiores responsaveis pela massa desperdicada em
sinteses e processos, além de serem uma das principais fontes de poluicdo do ar,
da agua e do solo devido a sua volatilidade e solubilidade. Além disso, muitos s&o
liquidos inflamaveis com pressdo de vapor alta, baixa viscosidade, toxicos,
corrosivos, podendo causar acidentes. Essas caracteristicas vao na contra mao da
QV e dos ODS (Anastas; Eghbali, 2010; Ferreira; Sarraguca, 2024; Jablonsky; Sima,
2022).

Na tentativa de solucionar esses problemas, os pesquisadores deram inicio a
busca por opg¢des mais seguras e sustentaveis, visando uma produg¢ao industrial
com baixo impacto ambiental. Um exemplo de alternativa promissora sdo os
Solventes Eutéticos Profundos (DES), que surgiram como alternativa mais
sustentavel em substituicdo aos solventes organicos volateis (SOV)(Anastas;
Eghbali, 2010).

A “verdura” de um solvente pode ser avaliada pela construcdo da Estrela
Verde (EV), uma métrica holistica de natureza grafica, que pode ter seis pontas para
reacdes sem sintese, ou doze pontas para reagcbes com sintese, sendo que cada
ponta representa um dos principios da Quimica Verde (Da Silva et al., 2023; Ribeiro;
Machado, 2014).

A construgao da EV leva em conta os riscos para a saude e para o ambiente
de todos os reagentes utilizados. Para isso, € necessario conhecer as condi¢des de
cada processo e inventariar todos os reagentes, produtos, coprodutos, catalisadores,
secantes, residuos e agentes de purificacdo envolvidos (Da Silva et al., 2023;
Ribeiro; Machado, 2014).

O cumprimento dos principios € avaliado com base nas caracteristicas das
substancias, considerando os perigos informados nas Fichas de Informacgao de
Seguranca de Produtos Quimicos (FISPQ) e os codigos associados aos critérios do
Sistema Globalmente Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem de Produtos
Quimicos (GHS) (Da Silva et al., 2023; Ribeiro; Machado, 2014).
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Como a comparacéo visual da Estrela Verde pode ser dificil em alguns casos,
é calculada a percentagem de area verde da estrela, conhecida como indice de
Preenchimento da Estrela (IPE). Para uma estrela com verdura maxima, IPE = 100;

para uma estrela com verdura minima, IPE = 0 (Machado, 2014).

3.3 EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

As plantas possuem diversas substancias quimicas que contribuem para o
desenvolvimento de agbes terapéuticas. Os compostos quimicos bioativos (CBA)
encontrados nas plantas sao biossintetizados através do metabolismo secundario,
derivado do metabolismo primario, e se dividem em diferentes categorias. Cada
especie vegetal produz determinados grupos de substéncias quimicas e vao
apresentar carater adaptativo conforme suas necessidades (Barreto; Gaspi; Oliveira,
2020).

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), aproximadamente 80% da
populagcdo de paises em desenvolvimento faz o uso de praticas tradicionais na
atengdo primaria a saude, como o uso de plantas medicinais, podendo esse
aumento estar relacionado ao fato de que os consumidores estdo mais informados
e, como consequéncia, alteram seus habitos (Rosa. Béria, 2011). Como essas
substancias possuem uma atividade farmacolégica reconhecida, elas apresentam
valor comercial para diversas areas. O aumento da demanda ocasionou 0 aumento
do interesse da industria farmacéutica e o desenvolvimento de pesquisas cientificas
nessa area (Barreto; Gaspi; Oliveira, 2020; Souza; Gasparoti; De Paula, 2022).

Como consequéncia, também aumentou a preocupacgdo com a escolha dos
métodos de extragao, pois eles determinam as propriedades especificas do produto
final, que variam de acordo com a aplicagdo desejada, como seletividade,
sensibilidade, alto rendimento e pureza. No entanto, no contexto atual, focar
somente na eficiéncia de extragdo ndao € mais apropriado, pois isso nao considera as
diversas consequéncias que 0s reagentes e o processo podem causar ao meio
ambiente (Cremasco, 2024).

As técnicas convencionais de extracdo geralmente utilizadas, como
maceragao, decocgao, percolagao, infusdo, digestdo e extragao soxhlet, consomem
muita energia, demandam muito tempo e utilizam grandes volumes de solventes,

aléem de apresentarem limitagcbes para compostos termolabeis devido ao
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aquecimento continuo (Alara; Abdurahman; Ukaegbu, 2021; Souza; Gasparoti; De
Paula, 2022).

Diante disso, nos ultimos anos houve uma busca por solugbes e o
desenvolvimento de diversos métodos alternativos. Um exemplo é a extragao
assistida por ultrassom, uma técnica que se destaca como uma tecnologia verde
para a extracdo de compostos fendlicos em diferentes matrizes complexas. Ela
apresenta uma melhora do rendimento, redugao de residuos toxicos, menor tempo
de processo e maior reprodutibilidade (Ferreira, 2020; Souza; Gasparoti; De Paula,
2022; Oroian; Ursachi; Dranca, 2020 ;Zu et al., 2012).

Neste processo, as ondas mecéanicas se propagam através do solvente em
ciclos de compressdo e rarefacdo em frequéncias entre 20 kHz e 100 kHz e
promovem a cavitacdo que envolve a formagdo de microbolhas que continuam a
crescer a medida que o ultrassom € aplicado. O colapso dessas microbolhas
aumentam a temperatura e pressao do solvente e a formagao de micro-jatos. Esses
dois fendmenos sdo responsaveis pela ruptura e erosao das particulas sélidas,
aumentando a taxa de transferéncia de massa entre a matriz e o solvente (Ferreira,
2020; Souza; Gasparoti; De Paula, 2022; Oroian; Ursachi; Dranca, 2020 ;Zu et al.,
2012).

Uma alternativa para tornar o processo de extragao mais sustentavel € o uso
de DESs em substituicdo aos solventes convencionais. Os DESs sao atraentes
devido a sua capacidade de solvatagao, permitindo aceitar ou transferir protons e
elétrons, formando ligagdes de hidrogénio que facilitam a recuperagdo dos
compostos da matriz. Eles também oferecem uma maior capacidade de dissolver
metabdlitos pouco soluveis em agua e proporcionam maior estabilidade aos
compostos em comparagao com solventes tradicionais. A polaridade dos DESs pode
ser ajustada alterando seus constituintes, o que amplia sua versatilidade (Ferreira;
Sarraguga, 2024)

Outro fator que contribui para o maior rendimento e seletividade das
extracbes com DESs é o dano que esses solventes causam na parede celular do
material vegetal. Devido as interacbes de hidrogénio e de Van der Waals, os DESs
penetram na estrutura celular, criando mais poros e trincas no material vegetal, o

que facilita a extracao dos compostos desejados (Ferreira; Sarraguga, 2024)
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3.4 Enterolobium contortisiliquum

A espécie nativa Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong, sinonimia
Mimosa contortisiliqua Vellozo, é pertencente a familia Fabaceae, ocorre do Norte ao
Sul do Brasil em florestas pluviais e semideciduas, onde € muito empregada para o
reflorestamento, arborizacdo urbana e em areas de preservacao permanente devido
ao seu rapido crescimento (Carvalho, 2008; Luz et al., 2021).

A madeira é muito utilizada na construgdo naval, para a confecgao de ripas e
tabuas de canoas e barcos, por causa da sua leveza e disponibilidade (Melo; Barros,
2017). Com a intengédo de preservar e garantir matéria-prima para a confecgao da
Viola de Cocho, o Instituto do Patriménio Histérico e Artistico Nacional (IPHAN) esta
promovendo a produgdao e o cultivo de espécies utilizadas na fabricacédo deste
instrumento, uma delas é a orelha de macaco (Iphan, 2023).

A planta apresenta de 10 a 20 m de altura e possui frutos brilhantes de
coloracédo marrom e curvados com formato semelhante a de uma orelha, o que os
levou a serem conhecidos popularmente como "orelha negra" e "orelha de macaco"

(Figura 4). Os frutos permanecem na arvore por muito tempo e sua reprodugao se

inicia apenas 8 anos apds o plantio e ndo acontece anualmente (Carvalho, 2008;
Luz et al., 2021).

Figura 4 - Arvore e fruto da Enterolobium contortisiliquum
. N

Fonte: Assis (2022)

Esses frutos possuem um alto teor proteico, mas sao extremamente toxicos

devido a presenca de saponinas em grande quantidade. Estas substancias podem
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causar inflamacéo e necrose, afetando o sistema nervoso central e, em alguns
casos, levando a morte de bovinos que os consomem (Costa et al., 2009). Tanto as
saponinas nos frutos quanto nas cascas sao responsaveis por essa toxicidade
(Fernandes, 2011). A abundancia de saponinas é explorada na produgéo de sabao
caseiro.

Além de suas propriedades toxicas, os conhecimentos tradicionais apontam
que essa planta também possui propriedades farmacoldgicas. Erveiros, benzedeiros
e curandeiros possuem um vasto conhecimento sobre o cultivo e uso de espécies
vegetais. Entre os usos tradicionais da orelha-de-macaco na medicina popular, se
destaca a utilizagdo de chas e sumos das folhas para aliviar dores ao urinar e dores
de ouvido. Além disso, as cascas retiradas das raizes sdo empregadas no preparo
de chas indicados para o tratamento de reumatismos (Mesquita et al., 2020; Neto,
2006). Segundo Hashimoto e Nishimoto (1996), essa espécie € utilizada para tratar
doengas parasitarias e gonorreia, devido a sua alta concentracdo de saponinas
esteroidais.

A espécie Enterolobium contortisiliquum contém um inibidor de tripsina
denominado Enterolobium contortisiliquum Trypsin Inhibitor (EcTI), que tem sido
amplamente estudado por suas propriedades farmacoldgicas. O EcTI apresenta
capacidade de inibir a coagulagdo sanguinea e a atividade de enzimas fibrinoliticas,
0 que o torna uma potencial alternativa para a preparagédo comercial de inibidores
(Theodoro, 2014).

Além do EcTI, diversos outros compostos quimicos foram identificados na
espécie. Entre eles estdo fendis, flavonas, flavanonas, xantanas, monoterpenos,
triterpenos, um derivado de acido cafeico (cafeato de etila), poliprenol e esterdides.
No entanto, ainda faltam estudos mais detalhados sobre a constituicdo quimica e as
propriedades bioativas dessa espécie (Barros et al., 2023; Miranda; Garcez, 2015;
Silva, 2021).

3.5 COMPOSTOS FENOLICOS

Nas espécies vegetais, os CBA estdo envolvidos em varias fungdes , como
protecdo contra predadores, contra radiacdo UV, pigmentagdo, constituicdo de
tecidos, controle de crescimento, desenvolvimento e reprodugdo. Sua concentragao

em uma espécie vegetal depende de inumeros fatores como o solo, condigdes de
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armazenamento, sazonalidade, espécie, dentre outros (Barreto; Gaspi; Oliveira,
2020; Lima et al., 2024).

Esses compostos sao divididos em varias classes, como os compostos
fendlicos, alcaloides, glicosideos, terpendides, dentre outros. No entanto, a classe
gque mais se destaca € a classe dos compostos fendlicos, que podem ser
encontrados em uma grande variedade de alimentos. Além disso, por conta da
grande diversidade de suas estruturas, os compostos fendlicos apresentam muitas
atividades bioldgicas (Carvalho et al., 2023).

Os compostos fendlicos sdo constituidos por pelo menos um anel aromatico
conectado a grupos hidroxilicos. Eles podem ter um ou mais substituintes e séo
encontrados tanto em formas simples quanto conjugadas a agucares e proteinas (De
vargas; Andrade, 2022; Guija-Gerra; Guija-Poma, 2023). Visto que, esses
compostos sdo formados a partir de uma ligagdo direta entre um ou mais anéis
aromaticos com o grupo hidroxil, e suas classificagdes seriam muito complexas, eles
podem ser divididos em classes com base em suas caracteristicas estruturais
(Carvalho et al., 2023).

Logo, esses compostos sdo divididos em duas classes principais: a de
flavonoides e a de néo flavondides (Figura 5). A classe dos flavondides € a maior
classe dos compostos fendlicos abrangendo antocianinas, flavonas, flavonais,
flavanonas, catequinas e isoflavonas e possuem a estrutura basica de difenil
propanos (C6-C3-C6), com anéis fendlicos geralmente conectados por um anel
heterociclico, normalmente um pirano. Ja os ndo flavondides compreendem os
acidos fendlicos, estilbenos e lignanas, sua estrutura basica € um unico anel
aromatico, porém sao reconhecidos por possuirem uma variedade de estruturas

(Khare; Dewangan; Kumar, 2022)



Figura 5 - Estrutura quimica geral dos compostos fendlicos
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Fonte: Melo (2024)

As diferencas observadas dentro de cada grupo (Figura 3), como a variagao
do numero e da posigdo dos grupos hidroxila, modificagées no nucleo e no grau de
metilacdo, s&o fatores que influenciam as propriedades de cada composto (Ramos
et al., 2024). Entre essas propriedades, as que mais se destacam para a saude sao
a atividade antioxidante, propriedades anti-inflamatérias, atividade antifungica,
atividade antimicrobiana, propriedades antibacterianas, atividades anti coronavirus,
potencial neuroprotetor, propriedades fotoprotetoras e atividades anticancerigenas
(Sun; Shahrajabian, 2023).

Embora desempenhem varias fungbes, os compostos fendlicos sao
especialmente reconhecidos como as maiores moléculas fitoquimicas com
capacidade antioxidante. Essa capacidade € atribuida aos atomos de hidrogénio dos
grupos hidroxila ligados aos seus anéis, assim como as duplas ligagdes dos anéis
aromaticos e da carbonila, ou seja, a sua capacidade de doar hidrogénio ou elétrons
e de se manter estavel (Ramos et al., 2024).

A acao antioxidante desses compostos € essencial para a saude humana,
pois ajuda a prevenir 0 estresse oxidativo causado pelos radicais livres. Esse
estresse oxidativo pode levar ao desenvolvimento de doengas neurodegenerativas,
cancer, doencas cardiovasculares, envelhecimento precoce, AIDS, Alzheimer,

hipertenséo e catarata. Portanto, o consumo de compostos fendlicos contribui para a
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prevencado dessas doengas devido a sua capacidade antioxidante (Carvalho et al.,
2023; Guija-Gerra; Guija-Poma, 2023; Prevedello; Comachio, 2021).

Outra aplicacdo dos compostos fendlicos que vem sendo explorada é o seu
uso na industria como uma alternativa mais saudavel de antioxidante, por serem
naturais. Os antioxidantes sintéticos, comumente utilizados pela industria
alimenticia, estado sendo limitados por normas legais devido ao seu potencial téxico e

cancerigeno (Orsine; Oliveira; Mendes, 2023).

3.6 ATIVIDADE FOTOPROTETORA

O sol é uma fonte natural de radiagbes eletromagnéticas, seu conjunto é
denominado espectro eletromagnético. Essas radiagdes podem ser classificadas em
radiagcao ionizante e n&o-ionizante. A radiagao ionizante, que inclui raios-X, raios
gama e radiacdo UVC, é a mais prejudicial, embora a maior parte seja absorvida
pela atmosfera e nao atinja a superficie da Terra. A radiagdo nao-ionizante é
composta pela radiacdo UVA e UVB , visivel (VIS) e radiagao infravermelha (1V)
(Aguiar; Novelli, 2020).

A radiagdo UV é dividida em trés regides com diferentes comprimentos de
onda: UVA (320 a 400 nm), UVB (290 a 320 nm) e UVC (100 a 290 nm). A radiagéo
UVA ¢é responsavel pela pigmentagao da pele, levando ao bronzeamento através do
escurecimento da melanina. Além disso, o UVA também contribui para o
envelhecimento precoce e o desenvolvimento de cancer, principalmente devido ao
mecanismo de produgao de radicais livres. A radiacdo UVB causa eritemas
cutaneos, queimaduras e danos diretos ao DNA, podendo levar ao desenvolvimento
de cancer devido a sua alta energia. A radiagcao UVC, que nao atinge a superficie da
Terra, é absorvida na atmosfera, onde reage com o oxigénio para formar o ozénio
(Aguiar; Novelli, 2020; Balbinot Filho; Borges, 2020).

No Brasil, o céancer de pele corresponde a 25% de todos os tumores
diagnosticados no pais. Todos os dias, a sociedade esta exposta aos UV,
principalmente os individuos que nado se protegem devidamente com protetores
solares, roupas com protegao UV, entre outros. Essa exposi¢cao a longo prazo pode
ocasionar danos a saude humana, pois os raios UV sao absorvidos pela derme e
epiderme, através dos melandcitos, ocasionando em reagbes de acido

desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA). Essas reagbes podem alterar
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suas fungdes, levando a erros no material genético e causando lesdes de carater
benigno ou maligno (Frazéo et al., 2024).

Uma das formas de protecao contra esses efeitos nocivos dos raios UV, sao
os protetores solares, que sdo formulagdes de uso topico que possuem filtros UV
que funcionam através de mecanismos de absorcdo, dispersdo ou reflexdo da
radiacao incidente. Eles podem ser classificados em filtros organicos (quimicos), que
podem ser de origem sintética ou natural e funcionam absorvendo a radiagao, e
filtros inorganicos (fisicos), derivados de minerais, que agem refletindo e
dispersando a radiagcéo (Aguiar; Novelli, 2020).

Apesar de a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), responsavel
por regulamentar os protetores solares no Brasil, ter aprovado diversos filtros solares
sintéticos que ajudam na prevencdo dos efeitos nocivos do sol, eles podem
apresentar alguns riscos. Esses riscos incluem reagdes alérgicas, danos aos seres
marinhos e impactos ambientais. Isso ocorre devido a presenga de algumas
substancias em suas composi¢cbes, como a oxibenzona (benzofenona), que, na
presenga da luz UV, pode sofrer uma reagdo que causa danos as células,
prejudicando espécies como os corais (Castro; Mota; Cazedey, 2022; Downs et al.,
2021).

Por essa razéao, a industria farmacéutica vem buscando desenvolver produtos
com compostos naturais, o que tem impulsionado a pesquisa nessa area. Logo,
diversos extratos de espécies vegetais, ricos em compostos fendlicos, estdo sendo
utilizados na producao de filtros solares devido a sua atividade fotoprotetora, que se
assemelha a dos filtros solares sintéticos. Isso ocorre devido a semelhanca
estrutural entre eles, que permite a absor¢cdo da radiacdo UV. Como existe uma
grande variedade dessas substancias, diversos compostos naturais podem ser
utilizados nessas formulagbes (Castro; Mota; Cazedey, 2022).

Além da sua fungdo fotoprotetora, esses extratos podem apresentar
atividades terapéuticas, como atividade antioxidante, imunossupressora e anti
inflamatoria, podendo agir de modo multivariado, combatendo alguns dos danos
causados pela radiacdo solar. No Brasil, estudos sobre produtos naturais visando
desenvolver fotoprotetores eficazes com principios ativos orgéanicos séo respaldados
pela Portaria n°® 2.960, de 09 de dezembro de 2008, que aprova o Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (Castro; Mota; Cazedey, 2022; Kunz;
Da Silva, 2023; Silva et al., 2023).
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Pesquisas indicam que compostos vegetais sdo promissores como ingredientes
fotoprotetores e comprovaram a atividade fotoprotetora de algumas espécies, como
Polypodium leucotomos, Fuchsia boliviana, Baccharis pentlandii, Rubus floribundus
e Brachyotum microdon, que também demonstraram forte atividade antioxidante.
Outro estudo com o extrato de erva cidreira mostrou que reduziu a produgao de
radicais livres, diminuindo danos ao DNA e promovendo a melanogénese, podendo
ser utilizado como fotoprotetor oral ou tépico. Musgos amazdnicos, como
Holomitriopsis laevifoliae e Leucobryum sp., também foram estudados e mostraram
atividade fotoprotetora contra radiacdo UVA e UVB, revelando potencial para

aplicagdes cosméticas e dermatoldgicas (De Freitas et al., 2024).
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4 METODOLOGIAS

4.1 SINTESE DOS SOLVENTES EUTETICOS

Para a sintese dos DES foi utilizada a metodologia adaptada de Abbott et al
(2004), onde para a formagao da mistura eutética, foram utilizados um HBA e um
HBD. As misturas foram formadas agitando os dois componentes a 70° C em banho
maria, até a solugao ficar clara e homogénea. O HBA utilizado foi o cloreto de colina
(ChCI), e os HBD foram a uréia e o acido citrico, conforme as razbes molares

descritas na Figura 6.

Figura 6 - Preparagéo dos solventes eutéticos (DES)

RAZAO
SOLVENTE REAGENTES
(molimol)
DES 1 Cloreto de Colina e Ureia 1:2
DES 2 Cloreto de Colina, acido citrico e agua 1:1:2

Fonte: Melo (2024)
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42 CARACTERIZACAO DOS DES POR ESPECTROSCOPIA NO
INFRAVERMELHO

A caracterizacdo dos DES foi realizada utilizando espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Para a andlise os reagentes
sélidos foram dissolvidos em acetonitrila e os DES foram usados na sua forma
liquida. Os espectros das amostras foram obtidos em um espectrofotdmetro de
FTIR, modelo IRAffinity-1S (Shimadzu) no modo de Reflexdo Total Atenuada, e
foram registrados na faixa de 4000-500 cm™, resolugdo de 4 cm™ e processados
com o software LabSolutions /IR. A partir dos dados obtidos, os graficos foram

plotados com software Origin 2024 (Pavia et al, 2010; Santana, 2020).

4.3 CONSTRUCAO DA ESTRELA VERDE DOS DES

Para a construcdo da Estrela Verde dos solventes eutéticos, foi realizada a
classificagdo de perigos de cada reagente utilizado, conforme os cddigos GHS
disponibilizados nas Fichas de Informacdo de Seguranca de Produtos Quimicos
(FISPQ). Esses dados foram inseridos em uma planilha de Excel disponibilizada
pela Universidade do Porto, em Portugal, através da plataforma online
http://educa.fc.up.pt/catalogo/pt/construcao_ev. Foram atribuidas pontuagdes aos
critérios de cada principio (Quadro 1), os quais foram representados em um grafico
radial. Como se trata de um processo sem sintese, foram analisados apenas seis

principios da Quimica Verde.

Quadro 1 - Critérios para a construgao da Estrela Verde

S Pontuacgao . ~
Principio o Critérios Pontuaciao GH
P atribuida a EV ¢ S
, .. Risco 1 para todas
3 Todos os residuos sdo indcuos P .
as substancias
~ Existéncia de
Formacao de pelo menos um . i
, . substancia com risco
residuo que envolva perigo
2 X 2 sem haver
moderado para a saude e .
P1 . substancias com
ambiente .
risco 3

Formacao de pelo menos um
residuo que envolva perigo
elevado para a saude e
ambiente

Ao menos uma
substancia com risco
3
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Solventes e as substancias
auxiliares sdo inécuas ou
ausentes

Risco 1 para todas
as substancias

Solventes e as substancias
auxiliares envolvem perigo

Existéncia de
substancia com risco

. 2 sem haver
P5 moderado para a saude e .
! substancias com
ambiente i
risco 3
Pelo menos solvente ou
P . Ao menos uma
substancia auxiliar envolve a i
: . substancia com risco
perigo elevado para a saude e 3
ambiente
Temperatura e presséo Sem relagdo com
ambientais cédigos GHS
Pressao ambiental e
temperatura entre 0 ‘C e 100 °C Sem relagdo com
P6 que implique arrefecimento ou cédigos GHS
aquecimento
Presséo diferente da ambiental ~
. . Sem relagdo com
e/ou temperatura maior 100 'C . 5
. cédigos GHS
ou menordo que 0 °C
Todos os -
L . Sem relagdo com
reagentes/matérias-primas . 3
. ~ o cédigos GHS
envolvidos sao renovaveis
Pelo menos um dos
reagentes/matérias-primas Sem relagdo com
P7 envolvidos é renovavel, ndo se codigos GHS
considera a agua
Nenhum dos
reagentes/matérias-primas Sem relagdo com
envolvidos é renovavel, ndo se cédigos GHS
considera a agua
Todas as substancias .
) - . Sem relagdo com
envolvidas sdo degradaveis a . 3
o codigos GHS
produtos inécuos
Todas as substancias que nao
sdo degradaveis podem ser Sem relagdo com
P10 tratadas a produtos degradaveis cédigos GHS

ou inbcuos

Pelo menos uma das
substancias envolvidas nao é
degradavel nem pode ser
tratada a produtos inécuos

Sem relagdo com
codigos GHS
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As substancias envolvidas
3 apresentam perigo baixo de
acidente quimico

Risco 1 para todas
as substancias

Existéncia de

As substancias envolvidas substancia com risco
P12 2 apresentam perigo moderado de 2, sem haver
acidente quimico substancias com
risco 3
As substancias envolvidas Ao menos uma
1 apresentam perigo elevado de | substancia com risco
acidente quimico 3

Fonte: Ribeiro; Costa; Machado (2010)

4.4 OBTENCAO DO FRUTO DA Enterolobium contortisiliquum

Os frutos da Enterolobium contortisiliquum foram coletados no Parque
Nacional do Pau Brasil, localizado no municipio de Porto Seguro, Bahia. Apds a
coleta, foi realizada a identificacdo botanica. Em seguida, o material vegetal foi seco
em estufa a 35°C, triturado em moinho de facas e peneirado para homogeneizagéo

a 450 ym por 20 minutos, utilizando um agitador de peneiras granulométricas.

4.5 PREPARO DOS EXTRATOS VEGETAIS

As extragcbes foram realizadas com adaptagdes da metodologia descrita por
Christina Bakirtzi et al. (2016). Os extratos foram preparados com diferentes
solventes com o objetivo de avaliar o solvente de maior capacidade extrativa dos
compostos quimicos da EC. Em cada tubo Falcon® de 15 mL, foram adicionados
0,19 do material vegetal e 5 mL dos solventes (DES 1, DES 2, EtOH, MeOH). Nos
DES, foi empregada a proporgao 80% (v/v) do solvente eutético e 20% (v/v) de agua
para diminuir a viscosidade. As misturas foram agitadas manualmente e conduzidas
a extracado a 60° C por 100 min em banho de sonicacéo (cuba ultrassom cristéfoli).
Em seguida, foram centrifugados a 3860 rpm por 20 min (Centrifuga NT 810- Nova

técnica) (Figura 7).
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Figura 7 - Metodologia da extragéo assistida por banho de ultrassom

3860 rpm por 20 min

l
0,1g material L e —
vegetal ' "* ==
—_— A \i@ —
5 mL solvente ' sttt

60° C por 100 min

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

4.6 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante foi determinada pelo método de reducao do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) descrito por Silva et al. (2022). A redugdo do
DPPH causa uma mudanga na coloragao de violeta para amarelo. Para realizar a
analise, 100 uL de EtOH foram adicionados aos pocos, seguido da adi¢cao de 100 uL
da solucdo dos extratos nos primeiros pogos para realizar a diluicdo seriada com
concentragao inicial de 1.000 ug/mL. Em seguida, foram adicionados 100 pyL da
solugéo etandlica de DPPH (60 pg/mL). Apds incubagao por 20 min, sob auséncia
da luz, as leituras foram realizadas em espectrofotémetro UV-VIS (Thermo Scientific
Multiskan Go) a 517 nm. As amostras, o branco e o padrao (hidroxitoluenobutilado
(BHT)), foram efetuados em triplicata. O percentual de atividade antioxidante (AA%),
foi calculado com base nas absorbancias obtidas nas analises, através da Equacéao
1.

Abs DPPH—(Abs AMOSTRA—Abs BRANCO)

0% =
AAY% Abs DPPH

X 100 (1)

Onde, Abs DPPH ¢é a absorbancia do controle negativo (EtOH e DPPH), Abs
Amostra € a absorbancia da amostra com DPPH e a Abs Branco é a absorbéancia da
amostra com EtOH.

O célculo dos valores de concentragao efetiva média (CEs,), foi obtido a partir
da equacéo linear do grafico de AA% versus concentragdo. O indice de atividade

antioxidante (IAA) foi calculado a partir da Equacéao 2 (Scherer; Godoy, 2009).
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_ _[DPPH]
IAA =-7; (2)

Onde, CE5, € o valor obtido anteriormente, [DPPH] é a concentragdo da

solugao etandlica de DPPH (60 ug mL™).

4.7 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

O teor de fendlicos totais foi conduzido seguindo o método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu descrito por Silva et al. (2022). Em uma microplaca de 96 pogos 20
uL da amostra (2000 pg.mL™"), 200 yL de agua ultrapura Milli-Q, 20 uL do
Folin-Ciocalteu e 60 yL carbonato de sddio 8,5%. Em seguida, a placa foi incubada
por 1 hora a 45°C, posteriormente, foi efetuada a leitura em espectrofotdmetro
UV-VIS (Thermo Scientific Multiskan Go) no comprimento de onda em 760 nm. O
branco da analise foi composto por 200 pL de agua ultrapura Milli-Q, 20 yL do
Folin-Ciocalteu, 20 pL de EtOH e 60 yL da solugéo de carbonato de sédio 8,5%. O
acido galico foi utilizado como padréo para elaboragédo da curva de calibragdo, e os
resultados foram expressos em ug Equivalentes de acido galico por mL de extrato.
Para a validagdo do método, foi calculado o limite de detecgédo (LD) e o limite de

quantificagcéo (LQ), utilizando as Equagdes 3 e 4.

LD = 3,33Xs (3)

LQ — 10xs (4)

Onde o “s” corresponde ao desvio padrao da leitura do branco (10 réplicas) e

“S” a sensibilidade.

4.8 DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS

A determinacdo do teor de flavonoides totais foi realizada seguindo a
metodologia descrita por Leinah Silva Souza (2019), com algumas adaptagdes. Nas
cavidades de uma microplaca de 96 pocgos, foram adicionadas 150 uL das solugdes
dos extratos (2000 pg.mL") e 150 yL de solugéo etandlica de cloreto de aluminio
2,5%. Apos 15 min, foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro UV-VIS

(Thermo Scientific Multiskan Go) a 420 nm. A quercetina foi utilizada como padréo
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para elaboragdo da curva de calibragédo, e os resultados foram expressos em pug
Equivalentes de quercetina por mL de extrato. O branco consistiu em 150 yL dos
solventes da solugcdo dos extratos e 150 yL de solugdo etandlica de cloreto de
aluminio 2,5%.

Para a validacdo do método, foi calculado o LD e o LQ, utilizando as

Equacbes 3 e 4.

4.9 DETERMINACAO DA CAPACIDADE FOTOPROTETORA

A determinagdo do Fator de Protegdo Solar (FPS) foi efetuada seguindo o
método in vitro desenvolvido por Mansur et al. (1986) e descrito por Silva et al.
(2022), com algumas modificagcbes. Em uma microplaca de 96 pocos foi realizada a
diluicdo da solugao etandlica dos extratos com concentragao inicial de 1000 uyg mL-1
e final de 62,5 yg mL-1, em triplicata, em seguida, foi efetuada a leitura em
espectrofotometro Thermo Science®, modelo Multiskan Go no intervalo de 290 nm e
320 nm, correspondente ao intervalo UVB. O branco consistiu em EtOH e o solvente
do extrato. Os valores das absorbancias foram utilizados na Equacédo 5 para a

determinacao do FPS.

FPS espectofotométrico = FC. 290 53*2° EE(L).I(X).Abs(}) (5)

Onde, FC = fator de corregao (igual a 10); > = intervalo do comprimento de
onda de 290 a 320 nm. EE (A) = efeito eritematogénico da radiagdo de comprimento
de onda A; | (A) = intensidade da luz solar no comprimento de onda A; Abs (A) =
leitura espectrofotométrica da absorbancia do extrato no comprimento de onda (A).

Os valores EE x | sdo tabelados (Tabela 1) por Mansur et al. (1986).
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Tabela 1 - Valores EE x | utilizados por Mansur

A EE x|
290 nm 0,0150
295 nm 0,0817
300 nm 0,2874
305 nm 0,3278
310 nm 0,1864
315 nm 0,0839
320 nm 0,0180

Fonte: Mansur et al. (1986)

4.10 PERFIL QUIMICO DOS EXTRATOS POR CLAE-DAD

As amostras a serem injetadas no CLAE-DAD foram preparadas e purificadas
por Extracdo em Fase Sdlida (SPE), utilizando cartuchos de C18 Strata
Phenomenex, previamente condicionados, acoplados a uma bomba dosadora
peristaltica MILAN. As amostras foram eluidas em 10 mL de MeOH e posteriormente
fitradas em membranas GxF/PVDF 0,2 um antes da injegao.

Os perfis quimicos dos extratos foram definidos por analises em CLAE-DAD,
Shimadzu, constituido por uma unidade de gaseificagdo DGU-20A, detector de
arranjo de diodos série SPD-M20A e injecdo manual. O controle do equipamento e a
aquisicéo de dados foram realizados através do software LC Solution (Shimadzu). A
separacao dos compostos foi efetuada em sistema de gradiente, utilizando uma fase
moével composta por dois solventes: Solvente B (acido acético 1%) e solvente C
(acetonitrila) (Tabela 2). As injecbes foram efetuadas em triplicata em uma coluna
analitica de fase reversa Shim-Pak C-18 (150 x 4,6 mm, 5 ym de didametro de
particula), com taxa de fluxo constante de 1,0 mL min™, volume de inje¢ao de 20 uL
e a deteccao acompanhada com sistema de fotodiodos entre 230-330 nm (Souza,
2020).
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Tabela 2 - Sistema de eluicdo empregado na fase mével no CLAE-DAD

Tempo (min) B% C%
0.05-5.00 o0 10
5.01-20,00 80 20

20,01 - 35,00 70 30
33,01 -45,00 60 40
45,01 - 60,00 50 30
60.01 - 62,00 10 20

B= Acido acético 1%; C= acetonitrila

Fonte: Melo (2024)

4.11 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas por meio de analise de variancia
(ANOVA) com numero amostral igual a 3 e teste de médias (Tukey) a 5% de
significancia. Todos os resultados foram representados como média + desvio-padrao
(DP). Os softwares Excel, XLMiner Analysis Toolpak e Origin 2024 foram utilizados

para o tratamento dos dados e a confecg¢ao dos graficos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS DES

Os solventes foram preparados, e considerando que seus componentes
isolados possuem altos pontos de fusdo, com o cloreto de colina a 302 °C, a ureia a
133 °C e o acido citrico anidro a 153 °C, a formacdo da mistura eutética foi
constatada visualmente, pois resultou em um liquido claro e homogéneo, com certa
viscosidade, a temperatura ambiente (Figura 8). Isso sugere que o ponto de fusao
da mistura foi alterado para valores menores quando comparados aos compostos
sélidos isolados. Essa redugéo ocorre devido a formagao de ligagdes de hidrogénio
entre o HBA e o HBD (Abbott et al., 2004).

Figura 8 - Solventes eutéticos

Fonte: Melo (2024)

Desta forma, a formagao das ligagdes de hidrogénio entre os compostos foi
verificada por leituras em espectroscopia na regido do IV. Os espectros do DES e

dos reagentes correspondentes sdo mostrados na Figura 9.
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Figura 9 - Espectros infravermelhos dos DES 1 (a) e 2(b) e seus reagentes
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Fonte: Melo (2024)

E possivel observar na figura os espectros do cloreto de colina pura, o qual
predominantemente apresenta uma banda larga em 3300 cm™, uma faixa de
vibragcdo em 3011 cm™ e bandas de vibracdo em 1100 cm™ atribuidas a vibracao de
alongamento OH, ao alongamento da vibragao C-H e ao estiramento da ligacdo C-N,
respectivamente, o que confirma as caracteristicas estruturais no reagente . Nos
demais espectros dos reagentes, foi registrada uma forte absorgdo das bandas do
grupo O-H em 3300 cm™, absorgdo dos C=0O em torno de 1760 cm™, atribuidos ao
acido citrico. Além disso, foram observadas bandas referentes aos grupos -NH,
entre 3500 e 3200 cm™, ao grupo carbonila entre 1700 e 1600 cm™, bandas das
ligagbes C-N em 1100 cm™, e bandas de estiramento da ligagdo N-H em 800 cm™,
presentes na ureia (Pavia et al., 2010). As estruturas de cada reagente estéo

representadas na Figura 10.

Figura 10 - Estruturas dos reagentes cloreto de colina, ureia e acido citrico

) !
\AOH cr / \
HZN NHZ

o o OH
H o )

/

Cloreto de Colina

HO

OH

Ureia Acido Citrico

Fonte: Melo (2024)

Em relacio aos espectros dos DESs, foi possivel verificar a existéncia de uma
sobreposicdo dos espectros dos reagentes, uma vez que se reproduziram,
demonstrando nao terem sofrido alteracdo em sua composicdo. Além disso, foi

possivel notar a mudanca da vibragao do alongamento de O-H, fazendo com que a
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vibragdo do alongamento C-H em 3011 cm™ desaparecesse. Segundo Maréchal
(2007), na espectroscopia IV, as mudancas do comprimento da ligagéo e vibragoes
correspondentes das ligagdes de hidrogénio podem indicar a sua constitui¢cao, logo,
isso sugere que houve a formacéo da ligagado de hidrogénio entre o cloreto de colina
e 0s reagentes, caracterizando a formagao de um DES (Liu et al., 2018; Li; Zhu; Lei,
2015).

5.2 ESTRELA VERDE

A principio, foi feito um levantamento sobre os reagentes utilizados em cada
um dos solventes, sobre seus cédigos de risco na FISPQ, os cédigos associados
aos critérios do Sistema Globalmente Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem de

Produtos Quimicos (GHS) e sobre as suas degradabilidades (Quadro 2).

Quadro 2 - Pontuacédo dos perigos dos reagentes empregados e informacdo da degradabilidade

FISPQ GHS
Reagentes 2 g Degradabilidade
Coq|go de Saude | Ambiente | Fisico
risco
CIore_to de H303 5 1 1 R.’apldame,nte
colina biodegradavel
P v H319 Rapidamente
Acidocitrico | 4335 2 1 1 biodegradavel
. Rapidamente
Ureia i 1 1 1 biodegradavel

Com base nessas informacgdes e nas condicbes do método de producao dos
solventes eutéticos, foram preenchidos os critérios para a construgdo da Estrela
Verde (Quadro 3). As pontuagdes atribuidas variaram de 1 a 3, onde a pontuagéo 3
indica a maxima verdura de um principio, enquanto a pontuacdo 1 representa a

minima verdura.
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Quadro 3 - Critérios para a construcdo da Estrela Verde

DES 1 DES 2
Principio | Pontuagao Justificativa Pontuagao Justificativa
Nao é produzido Nao é produzido
P1 3 ; 3 .
residuo residuo
P5 3 N&o utiliza 3 N&o utiliza
P6 2 Aquecimento a 70°C 2 Aquecu?ento a
70°C
Cloreto de colina Cloreto de colina
p7 1 (ndo renovavel) 5 (n&o renovavel)
Ureia (ndo Acido citrico
renovavel) (renovavel)
Todos os reagentes Todos os reagentes
P10 3 <~ . 3 <~ .
sdo biodegradaveis sdo biodegradaveis
Cloreto de colina Cloreto de colina &
P12 2 - 2 Acido citrico (GHS
(GHS saude=2) A=
saude=2)

Devido ao fato dos solventes eutéticos ndo produzirem residuos, foi atribuida
a pontuagcdo maxima a ambos no primeiro principio, que trata da prevencado. O
mesmo ocorreu no principio cinco, que se refere ao uso de solventes, ja que na
producéo dos DES nao sao utilizados solventes adicionais, e a agua empregada é
indcua. No principio seis, relacionado a eficiéncia energética, foi atribuida uma
pontuagdo média (2), pois o processo requer aquecimento a 70°C.

No principio sete, que avalia o uso de matérias-primas renovaveis, o DES 1
nao atendeu completamente ao principio, pois o cloreto de colina, um dos reagentes
utilizados, € uma forma sintética da colina, sendo sintetizado a partir da reagao entre
metanol e amoénia, que resulta em trimetilamina, a qual posteriormente reage com
oxido de etileno para produzir colina. O cloreto de colina é obtido pela reacédo da
colina com HCI (Dias, 2021). Além disso, a ureia utilizada também nao é renovavel,
uma vez que a ureia sintética € produzida comercialmente pela reagao entre amoénia
(NHs) e diéxido de carbono (CO:), e a producédo de ambnia envolve o uso de
combustiveis fosseis (Domingos, 2019). Diante disso, foi atribuida a pontuagao

minima (1) para o DES 1 e uma pontuagcdo média para o DES 2, ja que o acido
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citrico € obtido por fermentagdo de cana-de-agucar utilizando o fungo Aspergillus
niger, sendo uma matéria-prima renovavel (Costa, 2024).

O principio dez, que trata da biodegradabilidade dos produtos, foi totalmente
atendido por ambos os solventes, uma vez que todas as substancias envolvidas
apresentaram sua biodegradabilidade conforme registrado na FISPQ. No ultimo
principio, relacionado a seguranga quimica, foi atribuida uma pontuagao média, pois
os reagentes, com excegdao da ureia (ndo possui mensagem de perigo),
apresentaram um perigo moderado a saude.

A partir das pontuagdes atribuidas, foram plotados os graficos das Estrelas
Verdes e calculado o IPE de cada uma. Ambas apresentaram um bom indice de
preenchimento, o DES 1 apresentou um IPE de 66,67, enquanto a do DES 2
apresentou um IPE de 75,00. Isso indica que a verdura do DES 2 é maior que a do
DES 1, sendo o mais sustentavel (Figura 11). E importante ressaltar que os demais
principios nao se aplicam, pois estao relacionados a rotas sintéticas e a formacéao de

subprodutos (Ferreira; Sarraguca, 2024; Unger, 2022).

Figura 11 - Estrelas Verdes dos DES 1 (a) e DES 2 (b)

Para aprimorar a sustentabilidade desses solventes, podem ser exploradas
outras metodologias de produgdo sem a necessidade de aquecimento, como 0 uso
de banho ultrassbnico. Além disso, € possivel testar a substituicdo do cloreto de

colina pela colina natural, extraida de fontes vegetais, ou até mesmo considerar o
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uso de outras substancias que sejam mais seguras e renovaveis, aproveitando a

flexibilidade que a producédo de DES oferece para realizar essas substituicdes.

5.3 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE, FENOLICOS E FLAVONOIDES TOTAIS

O CEs, obtido através da equacdo de regressao linear, indica a quantidade
de extrato necessaria para reduzir 50% do radical DPPH. Portanto, valores menores
de CEs, demonstram uma maior capacidade antioxidante (Lima, 2023; Oliveira,
2015).

No entanto, visto que ndo existe um método universal para avaliacido da
capacidade antioxidante por DPPH, foi realizado um procedimento padrao, que visa
ser adequado para essa avaliagdo em extratos de plantas, sem observar uma
diferencga significativa no IAA, quando se utiliza diferentes concentracées de DPPH,
pois o IAA fornece uma comparacao direta da eficacia antioxidante do extrato em
relacdo a quantidade de radical DPPH presente (Scherer; Godoy, 2009). Conforme
pesquisas anteriores, tanto o valor do IAA quanto o valor da CE;, de um extrato
podem ser associados a diferentes niveis de intensidade de atividade antioxidante.
Essas correlagdes estao representadas na Tabela 3 (Oliveira, 2015; Scherer; Godoy,
2009).

Tabela 3 - Relacdo entre os valores de CE5, € IAA e a atividade antioxidante

DPPH At.ivit.iade IAA At.ivicliade
(CEso, ug mL™) antioxidante antioxidante
<50 Elevada >2,0 Muito forte
50-100 Moderada 1,0-2,0 Forte
100 - 200 Baixa 0,5-1,0 Moderada
>200 Inativa <05 Pobre

Fonte: Elaborado pela autora (2024) adaptado de Oliveira (2015) e Scherer; Godoy (2009)

Dado que os extratos apresentaram valores de CEs, variando entre 19,64 e
151,42 uyg mL" e valores de IAA entre 0,4 e 3,42 (Tabela 4) todos demonstraram
atividade antioxidante frente ao sequestro do DPPH. No entanto, o extrato preparado
com o DES 1 se destacou ao apresentar um valor de CEs, de 19,64 ug mL™,
indicando uma atividade antioxidante elevada. Este valor se aproxima do observado

para o composto de referéncia BHT, um antioxidante sintético (17,53 uyg mL™). De
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acordo com os resultados do teste de Tukey, ndo houve diferenga significativa entre
esses valores a um nivel de significancia de 5%. Além disso, ambos exibiram |AA

indicativo de atividade antioxidante muito forte.

Tabela 4 - Atividade antioxidante, teor de fendlicos e flavonoides totais da espécie E. contortisiliquum

Fendlicos Flavonoides

Amostra CE;, (ug mL™) IAA totais totais
(vg EAG mL") (ng EQ mL"")
DESA1 19,65 + 1,0° 3,05+0,162 239,0 +1,0° 73,9 £ 0,862
DES 2 63,57 £ 0,4° 0,94 £0,01°  322,75+0,10° 68,7 £ 0,242
ETOH 151,42 +1,4° 0,40+0,006° 107,65 £ 0,08° 16,1 £0,17°
MEOH 48,36 + 0,9¢ 1,24 +0,026° 103,64 * 0,46° 11,7 £ 0,10°

BHT 17,53 + 0,4° 3,42 +0,08¢ -
(padrao)

Valores expressos como média + desvio padrao (n = 3). Médias seguidas pela mesma letra na coluna
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0.05).

Em raz&o desses resultados e levando em consideragédo que o antioxidante
sintético BHT tem sido apontado em alguns estudos como um possivel agente
cancerigeno, o que levou a sua regulamentagao pelo Ministério da Saude através da
Resolugdo CNS/MS n° 4, de 24 de novembro de 1988 (BRASIL. MINISTERIO DA
SAUDE, 1988), os compostos antioxidantes desta espécie podem ser considerados
uma potencial alternativa (Goltz, 2018).

Em relagcdo aos demais extratos, o DES 2 apresentou o CEs, muito proximo
ao do extrato de MeOH, que €& geralmente utilizado para extragcées. O DES 2
apresentou um valor de |IAA na faixa de atividade moderada, enquanto o metanol
demonstrou uma forte atividade antioxidante. O extrato preparado com etanol foi o
que demonstrou menor atividade antioxidante, apresentando valores na faixa de
CE;, correspondente a baixa atividade e IAA na faixa de atividade antioxidante
pobre.

O radical DPPH, foi capturado por compostos presentes no extrato.
Normalmente, os compostos responsaveis pela captura sdo os compostos fendlicos,
pois eles agem como redutores e doam hidrogénio para o radical, encerrando a

reacdo em cadeia e se estabilizando por ressonéncia (Oliveira, 2015). Com o
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objetivo de verificar a presenca desses compostos e comparar as extragdes, foi
realizada a analise de teor de fendlicos e flavonoides totais.

A curva de calibracdo para compostos fendlicos totais apresentou um
coeficiente de correlagdo linear de R?= 0,996 e a equagdo da reta foi
y=0,0084x-0,0102, com um LD de 0,65 ug mL" e um LQ de 1,96 uyg mL™". Para os
flavonoides, a curva de calibracdo obteve um R?= 0,999 e a equacido da reta foi
y=0,021x-0,0033, com um LD de 0,66 ug mL"' e um LQ de 2,0 yg mL". A alta
linearidade e os baixos valores de LD e LQ demonstram que o método é adequado
para a deteccéo e quantificacdo dos compostos de interesse. Os resultados obtidos
nas analises estao representados na Tabela 4.

As analises realizadas confirmaram a presenga de compostos fendlicos e
flavonoides nos extratos, o que esta de acordo com estudos anteriores que também
identificaram esses compostos. Contudo, os testes descritos nesses estudos foram
de natureza qualitativa, apresentando apenas a existéncia ou nao desses
compostos, em maior ou menor quantidade (Barros et al., 2023; Batista, 2020; Dos
Santos Alves et al., 2021; Quito et al., 2019).

O teor de flavonoides totais quantificados variou de 11,7 a 73,9 yg EQ/mL de
extrato, valores relativamente mais baixos em comparacao aos teores de compostos
fendlicos, que variaram de 103,64 a 322,75 uyg EAG/mL de extrato. Esses resultados
estdo de acordo com o estudo de Quito et al. (2019), que também relatou baixos
teores de flavonoides em diversos extratos da mesma espécie, mesmo utilizando
diferentes métodos de extracdo. Embora o estudo tenha indicado uma maior
quantidade de compostos fendlicos, ele ndo forneceu valores quantitativos, o que
impede uma comparagao com os dados obtidos.

Considerando que os teores de flavonoides e fendlicos nos extratos de MeOH
e EtOH nado apresentaram diferengas significativas entre si, isso sugere uma
eficiéncia semelhante desses solventes na extragcdo desses compostos. Por outro
lado, os solventes eutéticos demonstraram diferengas significativas na extracao de
fendlicos, com o DES 2 se destacando por apresentar o maior teor desses
compostos, demonstrando ser mais eficaz na extracao de fendlicos em comparacao
aos outros solventes eutéticos testados.

Diante do exposto, pode ser observada uma discrepancia entre os resultados
das analises de atividade antioxidante e o teor de fendlicos totais. Pois, era

esperado que o extrato com maior atividade antioxidante (<CEs,) também



36

apresentasse o maior teor de fendlicos. No entanto, o extrato obtido com o DES 2,
que apresentou o maior teor de fendlicos, ndo demonstrou a maior atividade
antioxidante (Figura 12). Essa divergéncia pode ser explicada pela extragdo de
diferentes compostos antioxidantes, que, mesmo em quantidades menores, podem
ter um poder antioxidante maior, ou por pertencerem a classes de compostos com

potencial antioxidante que nao foram avaliadas pelos testes realizados neste estudo.

Figura 12 - Teores de Fendlicos, Flavonoides e Atividade Antioxidante do Extrato da E.
contortisiliquum

Teor de Fendlicos, Flavonoides e Atividade Antioxidante
Fenélicos (pg EAG/ML) Flavonoides (pg EQ/mL ) CES50 (pg/mL)
400
322,75
300 —
239
200 +— 151,42
107,65 ) 103,64
100 + 73.9 68,7 =
T 19,65 T 16,1 NT
_ 63,57 - 48,36
o _
DES 1 DES 2 ETOH MEOH
Amostra

Em estudos anteriores, foram relatados ou isolados na espécie alguns
compostos fendlicos, sendo eles: Acido 3,4-dihidroxi-cinamico (acido cafeico);
Quercetina-3-O-B- D-galactopiranosideo (Hiperina), Quercetina-3-O-rutinosideo
(Rutina), Acido galico, Quercetina-3-O-B-D-glicopiranosideo (isoquercitrina),
Quercetina-7-rutinosideo, Crisina, Kaempferol-3-O-B-D-glicopiranosideo
(Astragalina), Catequina, Isovitexina, Hesperetina-7-O-rutinosideo (Hesperidina),
7-metoxicumarina (Herniarina), Acido protocatecuico. Este tipo de estudo é relevante
devido a importancia dos compostos fendlicos, que sao promotores da saude e
estdo associados a prevencgao e tratamento de diversas doencas. Esses compostos
sao amplamente estudados devido as suas propriedades antioxidantes,
anti-inflamatérias, antitumorais e antimicrobianas. (EI-Din et al., 2014; Matloub et al.,
2018).
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5.4 CAPACIDADE FOTOPROTETORA

A capacidade fotoprotetora dos extratos vegetais foi avaliada através do
calculo do fator de protegao solar (FPS), que foi obtido com o método in vitro de
Mansur, pois ele possibilita a ndo utilizagdo de voluntarios, sendo o mais viavel na
triagem de potenciais fotoprotetores (Zocoler et al., 2019).

No entanto, é importante destacar que a legislagdo brasileira exige que a
determinacao do FPS para protetores solares seja realizada por método in vivo,
seguindo as diretrizes da Administragcao de Alimentos e Medicamentos (FDA) ou de
acordo com as normas estabelecidas pela Associacdo Europeia de Cosméticos e
Perfumaria (COLIPA)(Brasil, 2012). No entanto, tendo em vista o objetivo dessa
analise, o método in vitro foi considerado adequado.

Os valores de FPS para as diferentes concentragdes dos extratos variaram
entre 2,2 e 29,39. A ANVISA estabelece a Designagdo de Categoria de Protecéo
(DCP) com base nos valores de FPS, sendo classificados em baixa protecéo (FPS
entre 6,0 e 14,9), média protegcao (FPS entre 15,0 e 29,9), alta protecao (FPS entre
30,0 e 50,0) e protecdo muito alta (FPS entre 50,0 e 100) (Brasil, 2012). Diante
disso, os extratos analisados apresentaram valores de FPS nas faixas de baixa e

média protegao (Tabela 5).

Tabela 5 - Fator de protegao solar + DP e faixa de prote¢ao dos extratos

FPS
Concentracao  npq 4 DES 2 Etanol Metanol DCP
(ng. mL™)
1000 2039+0,84 2783+05 2677+09 282+0,2 Madia
500 17.01+063 1591+07 1512+06 1626+08  Protegao
250 953+002 854+028 799+04 859+04 Baixa
protegao
125 502+052 549+039 425+0,15 4,64+0,26 N&opodem
ser utilizados
em

65,5 265+040 22+027 222+0,11 235%0,05 formulagbes
fotoprotetoras




38

O extrato obtido com DES 1 apresentou os maiores valores, seguido pelo
extrato metandlico, e posteriormente pelos extratos DES 2 e etanol. Esses
resultados estdo de acordo com a atividade antioxidante, sugerindo que as
substancias extraidas, possivelmente compostos fendlicos, flavonoides ou outra
classe de antioxidantes, podem ser responsaveis por essa atividade, atuando como
fotoprotetores ao absorver a radiagao solar e liberar o excesso de energia na forma
de calor ou luz fluorescente. Esse processo ocorre por meio do mecanismo de
ressonancia (de ligagdes duplas conjugadas) e da diferengca energética entre os
orbitais (Castro; Mota; Cazedey, 2022).

A eficacia desses compostos como fotoprotetores depende de sua estrutura
molecular, massa, numero de grupos cromoforos, intervalo de absorgéo,
concentragdo e comprimento de onda (Castro; Mota; Cazedey, 2022). Isso explica
por que nem todos os extratos com compostos fendlicos apresentam boa atividade
fotoprotetora, devido a possivel variedade nos tipos e concentragdes dos compostos
presentes.

A Resolugédo RDC n° 30 de 1° de junho de 2012 da ANVISA estabelece que
as formulagdes cosméticas utilizadas como filtros solares devem apresentar FPS = 6
(Brasil, 2012). Assim, as concentrac¢des de 65,5 e 125 yg mL™ de todos os extratos
apresentaram valores abaixo do recomendado, sendo inadequadas para uso com
essa finalidade. No entanto, as demais concentragcbes de todos os extratos
excederam esse valor e sdo consideradas adequadas para aplicagdo em
formulacdes de filtros solares. Os extratos que nao atenderam ao critério para filtros
solares apresentaram um FPS = 2, atendendo ao valor minimo exigido para serem
utilizados como produtos multifuncionais, que sao cosméticos que, além de suas
fungdes principais, oferecem protegdo contra a radiagcdo UV como um beneficio
adicional.

Além disso, os extratos contendo compostos antioxidantes podem ser
combinados com filtros sintéticos para combater os radicais livres gerados pela
radiacdo UVA, prevenindo o fotoenvelhecimento da pele, protegendo a formulacgéo e
aumentando o FPS ao atuar em sinergia com os filtros solares (Castro; Mota;
Cazedey, 2022). Esse aumento de FPS de um protetor solar poderia ser realizado

aumentando a quantidade do filtro solar na incorporacédo, entretanto essa acao
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poderia aumentar a sensibilidade e irritagcdo da pele, o que n&o ocorre ao adicionar
bioativos (Santos et al., 2023)

5.5 PERFIL QUIMICO DOS EXTRATOS

O perfil quimico dos extratos foi analisado utilizando cromatografia liquida,
onde pode ser observado que todos os solventes empregados foram capazes de
extrair substancias similares. Isso é evidenciado pela coincidéncia dos tempos de
retencdo nos cromatogramas, sugerindo a extragdo das mesmas substancias. A
sobreposicdo dos cromatogramas de cada extrato permite visualizar essa
similaridade, com picos aparecendo nos mesmos tempos de retencao (Figura 13).
No entanto, como a detecg¢ao e quantificacdo dos compostos nao foi realizada, néo é

possivel confirmar se as substancias extraidas sao, de fato, as mesmas.

Figura 13 - Cromatogramas dos extratos sobrepostos
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Em relacdo as concentracbes extraidas de cada composto, foi possivel
observar a eficiéncia de extracdo de cada solvente através dos perfis
cromatograficos (Figura 14). As intensidades dos picos variaram entre os solventes,
indicando diferentes concentragdes dos compostos. O perfil quimico do DES 1 e do
MeOH apresentou as maiores intensidades, sugerindo uma maior concentragao
desses compostos. Essa observagao pode ser relacionada com os resultados de
atividade antioxidante, permitindo sugerir que as substancias presentes em maior

concentracdo sejam responsaveis pela atividade antioxidante da espécie, ja que os
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extratos de DES 1 e MeOH também demonstraram a maior atividade antioxidante.
Em seguida, o DES 2 e o EtOH apresentaram menores intensidades nos perfis
cromatograficos, o que é consistente com a menor atividade antioxidante observada
para esses extratos.

O etanol, especificamente, se mostrou ineficaz para extrair um composto
presente aos 51 minutos, evidéncia que justifica sua menor eficacia antioxidante.
Assim, os resultados demonstram que a escolha do solvente influencia diretamente

na quantidade de compostos extraidos e nas propriedades bioativas dos extratos.

Figura 14 - Cromatograma de cada extrato da E. contortisiliquum
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Considerando que ja foram realizados estudos que isolaram e identificaram
compostos nesta espécie, um estudo futuro poderia focar na detecgdo e
quantificacdo especifica dessas substancias. Isso permitiia uma comparacido mais
precisa entre as extragcbes. Além disso, essa abordagem forneceria uma
compreensao mais detalhada sobre quais substancias contribuem significativamente

para os efeitos observados nos extratos analisados.




41

6 CONSIDERAGOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos neste estudo, foi possivel caracterizar os
solventes eutéticos por meio de analises espectroscopicas. A construgcdo das
Estrelas Verdes demonstrou que, apesar de ambos o0s solventes possuirem
caracteristicas sustentaveis, o DES 2 se destacou como mais "verde" em
comparagao ao DES 1, principalmente pela utilizacdo de matéria-prima renovavel.
Os DESs podem substituir os solventes organicos convencionais, pois atendem
integralmente aos principios 1, 5 e 10 e parcialmente aos principios 6, 7 e 12 da
quimica verde, além de estarem alinhados com os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel 9 e 12 da Agenda 2030, constituindo assim uma alternativa mais
sustentavel.

As analises demonstraram que os DES sao eficazes na extracdo de
compostos com atividade antioxidante, atingindo valores de atividade semelhantes
aos de antioxidantes sintéticos muito utilizados na industria alimenticia. Além disso,
as avaliagbes de capacidade antioxidante e fotoprotetora dos extratos vegetais
revelaram uma relacédo entre a presenca de compostos fendlicos e flavonoides e as
atividades observadas, com o extrato obtido com DES 1 apresentando os melhores
desempenhos quanto a atividade antioxidante e FPS. No entanto, a divergéncia
entre os teores de fendlicos e a atividade antioxidante sugere a presenca de outros
compostos bioativos responsaveis por essas atividades, demonstrando a
complexidade dos extratos vegetais e apontando a necessidade de estudos
adicionais para identificar os compostos envolvidos.

Diante disso, este trabalho contribui para o avanc¢o na utilizagao de solventes
eutéticos como alternativas sustentaveis para a extragdo de compostos bioativos de
plantas. Além disso, os resultados indicam a possibilidade de integrar esses extratos
em formulagbes de protetores solares, oferecendo produtos multifuncionais que
combinam propriedades antioxidantes e fotoprotetoras, diminuindo a quantidade de
substancias sintéticas e potencialmente prejudiciais comumente presentes nessas

formulagdes.
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