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Resumo

REAPROVEITAMENTO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS DE FRUTAS OBTIDOS
POR MEIO DE MANEJO CONVENCIONAL E ORGANICO: ESTUDO DE METODOS
PARA A EXTRACAO VERDE E SUSTENTAVEL DE COMPOSTOS BIOATIVOS. No
contexto brasileiro, a magnitude da producéo agricola e agroindustrial gera também
preocupagao com a quantidade de residuos descartados por este setor. Estes
residuos sdo biomassas com importantes propriedades que podem ser aproveitadas
em plataformas quimicas integradas, as biorrefinarias, para a extragdo de uma gama
de compostos de alto valor agregado. Isto se aplica notavelmente em modelos
organicos de producado, cuja cultura além de ser considerada mais sustentavel,
também esta comumente ligada a maior presencga de flavonoides e outros metabalitos
secundarios que apresentam bioatividade. Neste contexto, este trabalho tem como
objetivo central extrair, por meio de métodos verdes, os principais compostos bioativos
de residuos do processamento de diversos tipos de frutas originadas da agricultura
convencional e organica do estado de Sao Paulo. Utilizando técnicas estatisticas de
quimiometria no planejamento dos experimentos e na avaliacdo dos dados gerados,
diferentes métodos de extragdo considerados mais sustentaveis foram testados e
otimizados. Para as amostras de residuo de processamento de manga (Mangifera
indica) foram comparadas as técnicas de Extracdo Assistida por Homogeneizagao
(EAH), Extracdo Assistida por Micro-ondas (EAM) e Dispersdo de Matriz em Fase
Solida (DMFS), todas estas utilizando solugdes aquosas de etanol como meio liquido,
avaliando a eficiéncia de extragdo de mangiferina e hiperosideo como respostas. Além
disso, também foi testada e discutida a utilizagcdo de solu¢gdes aquosas de liquidos
idnicos (LIs) como meio de extragdo. Ja para as amostras provenientes de residuos
de processamento de goiaba (Psidium guajava), o foco se deu na melhoria do
desempenho da extracdo de quercetina e vanilina com meio liquido etandlico
acidificado (HCI), utilizando as técnicas EAH e Extracdo Assistida por Ultrassom
(EAU). Como prova de conceito, também foi avaliada a utilizagéo dos parametros de
solubilidade de Hansen (HSP) para procura de melhores solventes e misturas de
solventes que possibilitem um maior rendimento de extragdo de hesperidina a partir
de cascas de laranja (Citrus sinensis). Todos os extratos foram analisados por
cromatografia liquida e os compostos bioativos foram devidamente quantificados, de
acordo com curvas analiticas obtidas com padrées comerciais. Para avaliagdo dos
efeitos dos parametros que circundam cada tipo de extragdao, bem como a otimizagao
destas variaveis em termos de eficiéncia de extragdo, a metodologia de superficie de
resposta (RSM) foi utilizada. Por fim, ensaios de atividade biolégica foram conduzidos
para avaliagdo do uso das solugdes etandlicas de residuos de manga e goiaba como
agentes ativos em formulagdes biocidas. Extratos de manga e padrées de mangiferina
e hiperosideo foram testados contra a microalga Raphidocelis subcapitata, enquanto
extratos de manga e goiaba foram testados por sua atividade inseticida contra lagartas
(fase larval) de Helicoverpa armigera e ninfas do percevejo-marrom (Euschistus
heros). Para a avaliacdo da seletividade dos extratos como produtos inseticidas,
ensaios de atividade fitotoxica em plantas de soja (Glycine max) também foram
realizados.
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Abstract

REUSE OF AGRO-INDUSTRIAL FRUIT PROCESSING RESIDUES FROM
CONVENTIONAL AND ORGANIC AGRICULTURE: A STUDY OF GREEN AND
SUSTAINABLE EXTRACTION OF BIOACTIVE COMPOUNDS. The magnitude of the
Brazilian agricultural and agro industrial market impresses by its greatness, but it is
also the cause of serious concerns regarding the amount of waste generated and how
to handle such residues. This kind of material comprises several chemically-interesting
fractions, some of which potentially carrying bioactive compounds that could add value
to the process when extracted, integrating biomass-based chemical platforms
(biorefineries) when allied to other products and processes. Notably, organic
agricultural systems could be interesting feedstocks for biorefineries, as they are not
only considered greener production models, but also because they are often linked to
a higher presence of flavonoids and other secondary metabolites that have bioactive
properties. The central objective of this work is to extract, through green methods, the
main bioactive compounds from the processing waste of fruits from both conventional
and organic agricultural systems produced in the state of Sao Paulo, Brazil.
Chemometric tools were used on experimental design and data assessment to
evaluate and optimize different green extraction methods. Considering mango
(Mangifera indica) processing waste, Homogenizer-Assisted Extraction (HAE),
Microwave-Assisted Extraction (MAE) and Matrix Solid Phase Dispersion (MSPD)
were studied, tested and optimized using ethanol-water (ethanolic) mixtures as
solvents and assessing the extraction yield of mangiferin and hyperoside as
responses. The use of aqueous solutions of lonic Liquids (ILs) was also tested and
discussed as viable solvent alternatives. Regarding guava (Psidium guajava)
processing waste samples, the study was focused on improving the extraction yield of
quercetin and vanillin with acidic ethanolic solutions (HCI), using HAE and Ultrasound-
Assisted Extraction (UAE) techniques. Besides that, as a proof-of-concept, the use of
Hansen Solubility Parameters (HSP) was assessed as a tool for the screening of
solvents and mixtures of solvents that allow a higher extraction yield of hesperidin from
orange peels (Citrus sinensis). All extracts were analyzed using liquid chromatography
and the compounds were quantified using calibration curves obtained with
commercially available analytical standards. Response Surface Methodology (RSM)
was employed for the assessment of the parameters that affect each extraction
technique, as well as the optimization of these variables in terms of the extraction yield.
Lastly, biological activity assays were conducted to evaluate the potential use of the
ethanolic extracts from mango and guava processing wastes as biocidal products.
Mango extracts and mangiferin and hyperoside standards were tested against the
microalgae Raphidocelis subcapitata, while both mango and guava extracts were
assessed for their insecticidal activity against larvae of Helicoverpa armigera moth and
nymphs of the neotropical brown stink bug (Euschistus heros). In order to assess the
selectivity of the extracts as a pesticidal product, phytotoxic assays were conducted
on soybean plants (Glycine max).
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1 — Introducao

As consequéncias da evolugcdo da industria quimica, ha mais de um
século, levaram ao paradigma ecolégico que envolve a comunidade cientifica
atualmente. O uso excessivo de recursos finitos e a negligéncia quanto aos impactos
ambientais, toxicidade e geracao de residuos nos produtos e processos quimicos
causaram efeitos evidentes em um curto intervalo de tempo. Inicialmente, o papel
protagonista da quimica analitica se deu na analise dos poluentes gerados por estes
processos, importantes metodologias que geraram protocolos e leis para diminui¢ao
da geragdo das substancias danosas’. Para além disso, o desenvolvimento de
meétodos analiticos mais eficientes nos permite avaliar melhor como utilizar materiais
mais complexos, como os produtos naturais. Estes materiais contém substancias de
alto potencial quimico, ainda pouco explorado, cuja sintese é feita pelas plantas ou
micro-organismos de forma eficiente, renovavel e natural>. O uso dos residuos
agroindustriais resultantes do processamento de frutas e verduras para industria de
alimentos se d4a, portanto, como uma oportunidade de reduzir a geragdo destes
materiais, de alto custo de descarte para as empresas processadoras, além de
explorar o potencial quimico presentes nestas fragdes. Isso é particularmente
importante para a América Latina, especialmente por sua alta biodiversidade e
tradigdo agricola3. A classe de compostos naturais dos flavonoides € um bom exemplo
deste potencial quimico, visto que sdo compostos encontrados em diversas plantas
que demonstram atividade bioldgica (ou bioatividade), com uma ampla gama de

possiveis aplicagoes®.

Todos os trabalhos citados no paragrafo anterior foram capitulos ou
revisdes publicados nos ultimos 5 anos por nosso grupo de pesquisa, incluindo o autor
desta tese, com aderéncia a este trabalho de pesquisa e que ajudaram na concepgao
do projeto, no desenvolvimento dos métodos e nas demais discussdes. Os principais
conceitos envolvidos no desenrolar da pesquisa de doutorado serdo apresentados
nas proximas sessoes, se alimentando destes trabalhos e as discussdes envolvidas

na concepgcao dos mesmos.



1.1 — Quimica Verde e Quimica Sustentavel

E praticamente unanime a direcdo dos estudos em variadas areas para
a analise e/ou a mudancga da relagcao ser humano-natureza. Numa visao recursista
desta relacdo, o desenvolvimento sustentavel aparece como uma alternativa, um
modelo econbémico em que o desenvolvimento humano ndo se dissocia da
conservagdo dos recursos naturais®. Ja a Quimica Verde (QV) atua como
potencializadora dos avangos tecnoldgicos, um dos pilares do desenvolvimento
sustentavel, que deve englobar aspectos mais amplos, como os sociais, econémicos,
politicos e ambientais®. Um dos marcos da QV foi a criagdo de seus 12 principios por
Anastas & Warner em 19987, ainda pouco materializados em toda a sua poténcia.
Esta lista de orientagdes tem como meta a prevengao de residuos, o uso de matérias
primas renovaveis e menos perigosas e outros topicos que apresentam um viés de
transformacdo nos produtos e processos quimicos através, principalmente, de
mudancas desde a sua concepcgao. Desde entdo muitos conceitos associados foram
utilizados para descrevé-la sob diferentes angulos, sendo que todos convergem em
um objetivo maior voltado a reducdo de impactos de um produto, processo ou
atividade laboratorial, demonstrando inclusive a viabilidade econémica deste modelo,
que tem sido a principal diretriz com relagao ao estabelecimento dos procedimentos

mais verdes em diferentes escalas?.

Por outro lado, o uso dos principios da QV acabou se limitando a seus
doze pontos, implicando no desenvolvimento de processos quimicos que atendem a
alguns requisitos enquanto ignoram outros aspectos importantes para um futuro
sustentavel. Um exemplo é o desenvolvimento do plastico verde, polietileno produzido
no Brasil a partir de cana-de-agucar, substituindo a matéria-prima fossil pela
renovavel. Enquanto o uso da biomassa de fato constitui um principio “verde”, o
produto final continua sendo de ineficiente recirculagdo®, e quando descartado
continua levando de dezenas a milhares de anos para se degradar completamente no
ambiente'® — implicando em efeitos ambientais e sociais globais. O conceito de
Quimica Sustentavel (QS), neste contexto, guia para observagdes mais holisticas dos
produtos quimicos, ao analisar multidisciplinarmente todas as etapas do ciclo de vida
do processo e levar em consideracao os diferentes atores e suas interagdes’". A viséo
da QS sobre a problematica do plastico verde, por exemplo, envolve nao apenas o

material de origem, mas também os processos pelos quais ele passa, os riscos e
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beneficios do produto, suas fungdes e servigos e, principalmente, a responsabilidade
sobre a propriedade do material durante todo o seu ciclo de vida®. Desta forma, a QS
remodela o conceito da QV de benign by design, que determina o desenvolvimento
de produtos intrinsicamente verdes desde a sua concepgao, € o extrapola para
maiores dimensdes, incentivando o design de produtos facilmente recirculaveis ou
biodegradaveis apds uso'?. Repensar as fungdes dos produtos e avaliar a suficiéncia
dos processos, assegurando a sua simplicidade e levando em consideragdo a
eficiéncia em diferentes termos além da quantidade de material produzido, sdo valores
importantes dentro da QS para atingir os objetivos de desenvolvimento sustentavel
(Figura 1.1)"3.

ERRADICAGAD SAUDE E EDUCAGAD
DA POBREZA BEM-ESTAR DE QUALIDADE

Ml

IGUALDADE AGUA POTAVEL TRABALHO DECENTE
DE GENERD E SANEAMENTD E CRESCIMENTO
ECONOMICO

1 REDUGAQ DAS CIDADES E
DESIGUALDADES

A

(=)

AGAO CONTRA A VIDANA ] PAZ, JUSTIGA E

MUDANCA GLOBAL AGUA INSTITUIGOES
DO CLIMA EFICAZES

PARCERIAS E MEIOS
DE IMPLEMENTACAO

&

FIGURA 1.1 — Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel da ONU (Agenda 2030). Fonte: ONU
(2015)14,




Através dessa amplitude de visbes, a QS aproxima a quimica aos
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Organizacéo das Nagdes Unidas
(ONU), que através de 17 pontos (Figura 1.1) visa estabelecer metas a serem
cumpridas para reducdo de danos das acdes antropicas no planeta, materializadas
pela Agenda 2030'4. Ao analisar todo o ciclo de vida dos produtos quimicos, é possivel
atuar em todos os ODS — por meio de uma visao ampla dos fluxos globais de materiais
dos diferentes setores industriais — incluindo objetivos relacionados a erradicagao da
pobreza (ODS 1) e redugédo das desigualdades (ODS 10), que também devem ser
levados em consideracdo no desenvolvimento de novos produtos, processos e

servigos quimicos.

A maior difusdo da QV e da QS nos ultimos anos se da, em parte, por
conta de um grande avango mundial nas discussdes de novas politicas de zero waste,
como a atual movimentagao pela introdu¢ao do modelo circular na economia. A ideia
€ que a economia linear, caracterizada pelo fluxo da matéria-prima até o residuo, seja
substituida por uma economia de cadeia fechada, onde o valor dos produtos, materiais
e recursos sao mantidos na economia pelo maior tempo possivel, e a geragao de
residuos € minimizada'®. A economia circular favorece a utilizagdo de matérias-primas
renovaveis e a eliminagcdo da geragao de residuos, incentivando a reciclagem e
reutilizagdo dos produtos e subprodutos, quando possivel. A estratégia é
financeiramente vantajosa para a industria, pois, ao dar um uso ao que ainda é
considerado rejeito, aumenta o seu valor de mercado e reduz a dependéncia em
recursos naturais ainda inexplorados’®. O modelo se integrou perfeitamente a
utilizagcao de recursos biolégicos, em oposi¢cao aos recursos fosseis, e alavancou os

estudos na area de biorrefinaria'”.

Por definicao, biorrefinarias sao plataformas que realizam a conversao
de biomassa em biocombustiveis, energia e outros produtos quimicos. Assim, utilizam
materiais de fonte renovavel, como residuos da agroindustria, e agregam valor a estes
ao extrair produtos de interesse comercial’®. O termo “biomassa” foi inicialmente
definido por seu valor energético, mas de acordo com o aumento do interesse por
esse material, as definicbes também se modificaram. Em geral, € considerado
qualquer material organico disponivel de forma renovavel’. Sdo materiais com
estrutura complexa que tém como principais componentes os carboidratos, lipidios e

proteinas, que em seu processamento podem ser separados e/ou transformados em
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uma vasta gama de produtos?’. Uma importante etapa no desenvolvimento de
produtos a partir dessas matrizes complexas € a analise, identificagao e quantificagao
destes compostos, através de métodos analiticos que também podem se beneficiar

de praticas e tecnologias mais sustentaveis.

1.1.1— Quimica Analitica Verde

A Quimica Analitica também faz parte do movimento para tornar
processos e reagentes mais limpos. Esta mudanga ocorre ao substituir os métodos
tradicionais por outros que valorizem a seguranga do operador, diminuam a geragao
de residuos, minimizem o consumo energético e eliminem ou reduzam a utilizagéo de
substancias quimicas, como solventes e reagentes?'. Assim, etapa por etapa, alguns
meétodos verdes podem ser utilizados para alcangar os objetivos propostos pela
Quimica Analitica Verde'22. Estes envolvem técnicas aplicadas em todos os passos
do método analitico, desde o desenho dos experimentos, analises em campo,
passando por procedimentos alternativos para extragdo em preparo de amostras,
separagdes, sistemas de fluxo e métricas comparativas entre diferentes
procedimentos analiticos?324, O desenvolvimento e otimizagdo de novas técnicas de
preparo de amostras beneficia ndo somente a elaboragdo de futuros métodos
analiticos, mas também a eficacia da extragcao de compostos de alto valor agregado
a partir de matrizes complexas, cujas técnicas sao de interesse para escalonamento

em niveis industriais’.

Neste contexto, para se aumentar o grau verde dos métodos analiticos
se insere também a quimiometria, caracterizada pelo tratamento estatistico de dados
originados de um sistema ou processo quimico que atua, dentre diversas aplicagdes,
no planejamento de experimentos e analise de resultados?>. O maior cuidado
estatistico no desenvolvimento de métodos analiticos e na interpretagcdo dos dados
resulta em métodos mais robustos e confiaveis, facilitando a tomada de decisoes,
além de reduzir o numero de procedimentos realizados. Isto também permite diminuir
o uso de reagentes, consumo energético e tempo de uso dos equipamentos?6. Uma
destas ferramentas é o planejamento fatorial, técnica que auxilia na sistematizacao de
experimentos, abordando de forma multivariada os paréametros caracteristicos de
cada procedimento, que entdo podem ser avaliados a partir da metodologia de
superficie de resposta (RSM, na sigla em inglés)?’.
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1.2 — A cadeia de alimentos no Brasil e seus residuos

Estima-se que na producgao agricola 14 bilhdes de toneladas de biomassa seca
terrestre crescem por ano no mundo, sendo que cerca de 80% ainda é descartada
como residuo?®. Outra estimativa aponta que na cadeia de producdo de alimentos,
nao contabilizando a biomassa residual do campo, cerca de 1,3 bilhdes de toneladas
de residuos s&o gerados globalmente por ano?®, desperdicio considerado um dilema
social, ético, econdbmico e ambiental. Estes geram anualmente um prejuizo para as
empresas de cerca de U$ 750 bilhdes, além de danos para o ambiente de
aproximadamente 4,4 bilhdes de toneladas de CO2 equivalente®. No Brasil, ndo ha
disponibilidade de dados seguros sobre a geragdo de residuos alimenticios
atualmente, mas pode-se inferir pela importancia da agroindustria na economia,
principal atividade brasileira com participacdo de cerca de 26,6% do PIB nacional,
sendo a agricultura responsavel por maior parte desta fatia®'. Ja a industria de
processamento de alimentos e bebidas alcangou em 2020 a marca de 10,6% do PIB,
mostrando também ser uma das forgas industriais brasileiras®?. Considerando o fluxo
de materiais em grande escala, estes dois setores juntos constituem a cadeia de
alimentos do Brasil, com grande importancia na geracado de renda no pais, porém

também com grande impacto social e ambiental.

A geracgao de residuos alimentares tanto por perda (na produgéo) ou por
descarte (no comércio ou consumidor final) é de até 40% dos alimentos, praticamente
idéntica em diferentes paises, diferindo apenas na etapa da cadeia em que a maior
parte deste residuo € gerada3®3. Mesmo quando aplicada uma politica de redugao do
desperdicio na area, com novas tecnologias e mudangas nos paradigmas sociais,
ainda restam toneladas de residuos que sao muito dificilmente reduzidos, chamados
residuos inevitaveis. E o caso das indUstrias de processamento de frutas e verduras,
que geralmente tém como co-produtos as cascas, sementes, carogos e outras partes
das plantas. Estas fragdes contém diversas substancias que podem ser extraidas e

que, assim, agregam valor ao que antes era considerado residuo34-38.

Apesar de consistir apenas de matéria orgéanica, a disposicao destes
tipos de residuos tem sua complexidade pela alta concentragcdo de carboidratos
fermentaveis e agucares, o que gera custos elevados para a industria processadora
de alimentos3®. E comum o emprego destas fragdes em usos rudimentares e de pouco
controle técnico, como alimentagcado animal, geracdo de energia e compostagem, que
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se feitos de forma correta podem ser métodos validos de aproveitamento deste
residuo, contudo, sem utilizar o total potencial quimico presente no mesmo*’. Com o
desenvolvimento de novas tecnologias de separacdo, preferencialmente menos
agressivas, é possivel e desejavel que uma unica matriz vegetal possa gerar uma
gama de produtos. Assim, ao incorporar um residuo ao conceito de biorrefinaria,
utilizando os principios da Quimica Verde e Sustentavel, podemos alcancar a
circularidade desejada e contribuir para a diminuicdo dos efeitos antropicos na
natureza em diferentes formas de polui¢ao, especialmente importante para um pais

agricola como o Brasil'’.

No cenario brasileiro de produgdo de alimentos, além dos graos
produzidos em larga escala, se destacam as frutas de plantas tropicais com grande
produgéo, como as frutas do género Citrus, banana, abacaxi, manga e goiaba*'. Além
de outros compostos particulares de cada espécie, as frutas tropicais séao
reconhecidas pela alta presenga de compostos bioativos*?, i.e. substancias que
apresentam atividade sobre organismos vivos, sendo os metabdlitos secundarios os
principais responsaveis por tais atividades. Produzidos em menores concentragdes
em relagdo a outros metabdlitos, estes compostos sdo chamados de secundarios por
nao atuarem diretamente no desenvolvimento das plantas, tendo fungdes
principalmente relacionadas aos mecanismos de defesa das mesmas*3. Por conta
disso, € comumente identificado que possuam atividade contra insetos, fungos,
bactérias, algas, nematoides e outros organismos potencialmente nocivos para a
planta**. Os principais grupos de metabdlitos secundarios encontrados nas frutas
tropicais sao os flavonoides, xantonas, cumarinas, acidos e aldeidos fendlicos, entre
outros*?. Estes podem ser utilizados isoladamente ou em extratos, aproveitando do
sinergismo entre os diferentes compostos extraiveis das plantas, e consequentemente
dos residuos obtidos a partir delas. Ademais, de acordo com o que Banerjee et al.
(2017)* recentemente reportaram, € comumente observado que a quantidade de
metabdlitos secundarios encontrados € maior nos residuos do processamento das
frutas em comparagao com a polpa das mesmas, o que reforga a importancia do uso

destes residuos.

O uso destes compostos bioativos naturais se encaixa bem no atual
cenario de pesticidas e biocidas, onde o emprego de substancias sintéticas vem sendo

criticado (e banido) por seus efeitos de toxicidade e persisténcia dos compostos ativos
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e seus produtos de degradagdo no ambiente e nos alimentos produzidos?*®. Para
alcangar uma agricultura mais sustentavel e verde, formulagdes que possam ser
estaveis para aplicagdo como pesticidas, porém biodegradaveis apdés o uso, s&o
desejadas®. E o caso de grande parte dos biopesticidas, substancias ou formulacdes
derivadas de produtos naturais ou micro-organismos*’. Os biopesticidas bioquimicos
sao os derivados de produtos naturais, incluindo extratos de plantas, cujas principais
vantagens s&o relacionadas a sua matéria-prima renovavel, seus diversos modos de
acdo, baixa toxicidade e biodegradabilidade®. Esta Ultima indica também uma
desvantagem, caso nao balanceada com a estabilidade necessaria para o seu uso
antes da degradacao. Outras desvantagens se dao pela variabilidade das plantas,
sendo os extratos de complexo controle de qualidade, além da disponibilidade da
matéria-prima*®. O uso de matéria-prima residuaria do processamento de frutas se da,
portanto, como uma forma de obter consisténcia e volume na disponibilidade do

material utilizado na produgao de biopesticidas.

Neste contexto, é importante considerar também praticas agricolas mais
sustentaveis, apesar do amplo entendimento do termo nesta area, sendo a agricultura
organica um dos exemplos mais relevantes*. A produgéo de alimentos orgénicos no
Brasil ainda é uma area em expansao, com cerca de 1,2 milhdes hectares plantados
em 2017 e expectativa de crescimento continuo anual de 2%, além de projecéo de
aumento do faturamento do setor de processamento em 25% ao ano®°. Por nao
utilizarem agroquimicos e fertilizantes sintéticos, este tipo de cultura pode considerada
sustentavel, pois ndo gera os residuos toxicos ocasionados pela utilizagdo destes
compostos, além de outros impactos ambientais e sociais relativos a producgao
agricola convencional. Existem também evidéncias de que as plantas produzidas em
regimes sustentaveis podem ter uma maior presenca de metabdlitos secundarios,
como os flavonoides e os compostos fendlicos em geral, como indicado por alguns

estudos®1:92,

Por meio dos conceitos aqui discutidos, € possivel visualizar a
incorporacao de elementos sustentaveis em todas as etapas da cadeia de alimentos,
que além de contribuir para a reducao dos impactos dos processos produtivos,
também pode integrar residuos, reduzir o volume de descarte dos mesmos e obter
produtos de alto valor agregado que podem ser reaplicados na propria cadeia de

alimentos, como biopesticidas, conservantes ou aditivos alimentares?. Para isso, é
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necessario o uso e desenvolvimento de processos quimicos que permitam a
separagao dos compostos bioativos da matriz vegetal residuaria, sendo o conjunto de

técnicas de extracao solido-liquido o principal meio para efetuar estas separacoes.

1.3 — Extracoes solido-liquido: separagoes verdes e sustentaveis e
como otimiza-las

Antes mesmo do invento das técnicas de destilacdo para obtencao de
solventes orgénicos, sistemas de extragcdo de matéria organica em agua quente ja
existiam na civilizagdo mesopotamica, de acordo com reliquias datadas de 3.500 anos
AC53. O simples e rotineiro ato de fazer café ou cha ja constitui uma das técnicas mais
antigas deste tipo de extragdo. Para ser mais verde e sustentavel, bem como
apresentar uma abordagem biocircular, os remanescentes das matérias vegetais
desta filtragdo eram utilizados para adubacéao, por exemplo. Apds o descobrimento de
novos tipos de solventes e técnicas de purificagdo dos mesmos, novos métodos foram
desenvolvidos e aprimorados, sendo a percolacdo em solventes quentes uma das
mais utilizadas, que depois veio a evoluir em métodos modernos populares como o
de Soxhlet®. As extragdes sdlido-liquido séo técnicas de separagdo baseadas em
particao, i.e. transferéncia de massa do soluto entre duas fases até equilibrio, que
ocorre ao misturar uma matriz sélida com um solvente liquido®*. Estas se tornaram
processos importantes industrialmente, que juntamente com outras técnicas de
separacao sao responsaveis por entre 30 a 70% dos custos de investimento em
processos industriais®. Além disso, as técnicas de extragdo sdlido-liquido sdo
imprescindiveis em métodos analiticos na etapa de preparo de amostra, sendo esta
geralmente a etapa mais longa, responsavel por 30% dos erros analiticos em analises

de matrizes complexas®®.

Em matrizes vegetais, 0 mecanismo destas extragdes pode ser resumido
em trés etapas (Figura 1.2): (1) penetragdo do solvente nos tecidos da planta e no
interior das células vegetais; (2) solubilizagéo e difusdo do soluto para a camada
superficial de solvente; (3) difusdo do soluto da camada saturada na superficie do

solido para o corpo do solvente®”.



CELULA 1)
VEGETAL

FIGURA 1.2 — Representagao da célula vegetal e as trés etapas que ocorrem nas extracdes
solido-liquido. O circulo azul representa o soluto. Fonte: adaptado de Zuin, Segatto, Ramin (2018)".

A primeira etapa é caracterizada por um inchago da matriz sélida ao
iniciar o contato do solvente com a amostra seca. O uso de amostras secas ¢é pratica
comum na extracdo de matrizes vegetais, pois assegura uma maior vida util das
amostras e garante a proporgédo desejada para o solvente utilizado®. Durante esta
primeira etapa, ha inicialmente um gradiente maior de concentragcdo, promovendo
difusdo do soluto entre o interior do sélido e o corpo do solvente, que entdo entra em
equilibrio, formando uma camada fina ao redor do solido, menos movel®8. Esta
camada de solvente, saturada de soluto e outras substancias, inibe uma maior difusdo
de dentro do sélido para fora, reduzindo a velocidade de extracdo. Esta etapa é
limitada principalmente pelas caracteristicas fisico-quimicas do solvente

(especialmente sua viscosidade)®®.

A segunda etapa é ditada pela difusdo do soluto do interior do sélido
para a camada superficial de solvente, enquanto a terceira envolve a difusao do soluto
desta camada para o corpo do solventeS8. E possivel observar que, por mais que os
meétodos de extragdo sejam guiados pela busca do equilibrio de concentragdo do
soluto entre as fases, a cinética de transferéncia de massa também deve ser
considerada para a otimizagéo da extracdao®. Desta forma, fatores como turbuléncia,
tensao interfacial e a quebra das paredes das células vegetais sdo também
importantes para o processo, além das caracteristicas dos solventes e,
principalmente, sua afinidade em relagdo ao soluto®. Evidencia-se, portanto, a
necessidade do estudo de novos meios liquidos, incluindo formas de encontrar

misturas de solventes que otimizem as extragdes, bem como técnicas de extracdo que
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atuem nos fatores limitantes do processo de extragéo solido-liquido. Algumas destas

estratégias serdo abordadas nas proximas sessoes.

1.3.1 — Solventes para extragbes solido-liquido

Por conta do baixo rendimento massico, extragées de produtos naturais
envolvem o emprego de grandes proporgdes de solventes em comparagao com outros
processos®’. Além do elevado volume, o uso de solventes gera impactos ambientais
e na saude dos operadores envolvidos. E imprescindivel, portanto, que a escolha do
solvente a ser utilizado leve em consideragao ndao apenas os fatores relacionados a
uma alta eficiéncia de extragdo, mas também sua toxicidade, inflamabilidade,
persisténcia, recuperabilidade e preco, além dos impactos associados a sua sintese,
se derivado de matérias-primas renovaveis ou fésseis, e a complexidade de sua
producdo. Para isso, guias que determinam o grau verde dos solventes, levando em
consideragao todos estes fatores, sdo importantes para auxiliar na tomada de
decisdes. Entre eles, se destacam o guia de sustentabilidade de solventes da GSK®?

e o guia de selecao de solventes Chem21%3, ambos utilizados neste trabalho.

Solventes classicos aplicados na extragdo de produtos naturais
envolvem principalmente os clorados (di e triclorometano), hexano, acetato de etila e
metanol. Atualmente, € comum o uso dos alcoois metandlico e etandlico, em misturas
com agua, para extragcdo de compostos bioativos fendlicos de média e alta
polaridade®. O uso de etanol pode ser considerado preferivel ao de metanol,
conforme classificado pelos guias de sustentabilidade para solventes®263, mas
também por ser um solvente barato, produzido em grandes volumes a partir de
matérias-primas renovaveis, especialmente no Brasil (a partir da cana-de-agucar)®.
Apesar de serem boas plataformas para extracdo de bioativos, as misturas etandlicas
podem apresentar solubilidade limitada em compostos fendlicos e outras substancias
de interesse em matrizes vegetais. Por isso, solventes alternativos sdo amplamente
estudados para uma melhor eficiéncia de extragdo destes compostos, sendo as
principais classes de solventes os derivados de matérias-primas renovaveis, ou
biosolventes (lactato de etila, 2-metiltetrahidrofurano, cyrene, etc.), os fluidos

supercriticos, a agua subcritica, os solventes eutéticos e os liquidos ibnicos®®.
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O contexto em que os liquidos ibnicos (LIs) foram desenvolvidos envolve
a procura por solventes que nao promovessem a polui¢ao carateristica da maioria dos
solventes tradicionais, especialmente os Compostos Orgéanicos Volateis (COV). De
fato, os Lls contém carateristicas nao-volateis que conferem um grau verde aos
processos que os envolvem. Isto se da porque eles s&o constituidos por pares de sais
organicos ou inorganicos que sao solidos a temperatura ambiente, mas ao serem
misturados em determinadas proporcdes, apresentam ponto de fusdo abaixo de
100°C devido as ligagbes ibnicas formadas entre os pares®”. Assim, formam-se
produtos geralmente liquidos em temperatura ambiente e que apresentam excelente
solubilidade para uma gama de compostos organicos e inorganicos, também podendo
ser personalizados para cada tipo de aplicagcdo ao variar os compostos que 0s
formam. Por outro lado, suas desvantagens incluem, em alguns casos, sintese
complexa, alta toxicidade, persisténcia e baixa biodegradabilidade, tornando a
primeira geragdo de LlIs de alto impacto nas esferas ambientais e humanas®. Além
disso, a baixa volatilidade dos Lls dificulta sua recuperagdo e reciclagem apos
extracdo, tornando o processo de separagao mais custoso e diminuindo seu grau

verde.

Recentes desenvolvimentos em liquidos idnicos visam a sintese de
compostos com melhor biodegradabilidade, diminuindo sua toxicidade ao utilizar
mateérias primas atoxicas ou até de origem natural e renovavel. Além disso, busca-se
também rotas de sintese mais rapidas e eficientes para, além dos outros fatores
ambientais, cumprir as diretrizes da QS e chegar a processos mais sustentaveis que
se utilizem de liquidos idnicos®®71. O uso destes solventes é bem difundido, inclusive
pra extracbes em matrizes vegetais, aliadas a extragdes classicas e também a

técnicas consideradas mais verdes’?.

1.3.2 — Parametros de solubilidade Hansen (HSP)

Uma das maneiras in silico de procurar alternativas de solventes para
um produto ou processo se da no emprego dos parametros de solubilidade de Hansen
(HSP, na sigla em inglés). Estes foram criados a partir da expansao do parametro de
solubilidade Hildebrand em trés fatores que correspondem as principais interagdes
moleculares: de disperséo (3p), de dipolaridade (5r) e de ligagao de hidrogénio (dH)3.

Baseado no fato de que “semelhante atrai semelhante”, os parametros de Hansen sao
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utilizados para prever a solubilidade de um soluto em relagao a diferentes solventes.
Ao plotar os valores dos trés HSPs em um grafico tridimensional (espaco de Hansen),
€ possivel mapear uma chamada “esfera de Hansen” de um soluto, i.e. 0 volume
esférico centrado no ponto (&b, op, dH) cujos limites determinam a solubilidade do
mesmo’3. Desta forma, os solventes cujos valores de dp, dp e &H 0s posicionam dentro
desta esfera no espaco de Hansen sdo capazes de solubilizar a substancia em
questao, e a distdncia deste ponto em relagdo ao centro da esfera indica o grau de
solvabilidade deste solvente. Assim, os parametros de Hansen podem ser
determinados a partir de calculos tedricos baseados na estrutura molecular das
substancias estudadas ou a partir de uma aproximagao empirica determinada pela
solubilidade destas substadncias em diversos solventes, cujos HSPs ja foram

anteriormente calculados.

Amplamente utilizados para a predigdo de solventes para polimeros,
especialmente para a procura de solventes menos agressivos, os HSPs foram pouco
utilizados para encontrar melhores solventes puros ou misturas que otimizem as
extragbes de produtos naturais. Recentemente, Sanchez-Camargo et al.”* (2019)
revisaram a literatura e encontraram um maior interesse académico na ultima década,
destacando o uso desta ferramenta em extracdes com plantas para procura de
solventes mais verdes, que na maioria das vezes foi corroborada por dados empiricos
de eficiéncia de extracdo. Curiosamente, ao analisar compostos-alvo nao volateis,
diversas publicagdes obtiveram como melhor solvente o etanol e suas misturas, como
pode ser visto para a extragédo de flavonoides a partir de residuos de uva’® e acidos

fendlicos a partir de residuo aquoso da destilagédo a vapor de folhas de manjericao’®.

1.3.3 — Extragdo Assistida por Homogeneizador (EAH)

Na Extragao Assistida por Homogeneizador (EAH), também conhecida
por turbdlise, os componentes soluveis de uma dada amostra sélida sdo extraidos por
contato com um solvente adequado, submetidos a homogeneizacdo em um
equipamento com um rotor de alta velocidade, que pode chegar a 30.000 rpm. Assim,
a extragao ocorre concomitantemente a redugao do tamanho da particula — resultado
da aplicacédo de elevadas forgas de cisalhamento, neste caso, as rotagdes em alta
velocidade do equipamento dispersor’’. Desta forma, ocorre o rompimento celular da

particula ao mesmo tempo que a homogeneizagdo da mistura solido-liquido,
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favorecendo a transferéncia de massa do soluto, o que torna rapido o tempo de
extracdo, na ordem de segundos até alguns minutos. Por conta disso, além de seu
baixo custo energético e de manutengao, esta técnica pode ser considerada verde,
incorporando alguns aspectos que podem tornar a metodologia de processamento

sustentavel.

Por ser uma técnica rapida, a EAH vem sendo utilizada extensivamente
para preparo de amostra em metodologias analiticas, e alguns exemplos podem ser
encontrados na literatura para extragado de compostos bioativos a partir de matrizes
naturais’® — mesmo que dispersos pela ndo uniformidade da nomenclatura da técnica.
No Brasil, a técnica foi otimizada de acordo com os fendlicos totais a partir de cascas
de banana, utilizando misturas etandlicas para encontrar uma maior concentragao de
fendlicos””. Outros exemplos incluem o uso de EAH: nas extragbes de fendlicos em
espécies de Salvia coccinea com metanol, etanol, agua e suas misturas’®; com glicerol
como solvente para otimizagao de fendlicos e flavonoides totais em residuos de uva
vermelha®’; para extragdo de flavonoides em residuos de laranja®' e maracuja®?,
estudos publicados anteriormente em nosso grupo de pesquisa; entre outras
publicagdes recentes®¥85. Com frequéncia, estudos comparativos demonstram uma
maior eficiéncia de extracdo de compostos bioativos utilizando EAH, como concluido

para a quantificacdo de fendlicos totais em folhas de Moringa oleifera®®.

1.3.4 — Extragdo Assistida por Micro-ondas (EAM)

A Extracao Assistida por Micro-ondas (EAM) é um método de extragao
soélido-liquido que difere dos convencionais em diferentes aspectos. Ela ocorre pelo
uso de ondas eletromagnéticas (geralmente em 2,45 GHz) que promovem o
aquecimento dielétrico em moléculas com alta constante dielétrica, como a agua. Esse
processo envolve transferéncias de massa e calor na mesma dire¢ao, de dentro da
matriz do sdlido para fora, enquanto nas extragées convencionais os dois transportes
estdo em sentidos opostos!. O aquecimento dielétrico das moléculas de agua
presentes dentro das células vegetais facilita a quebra de suas paredes celulares,
aumentando a disponibilizacdo dos solutos, entre outros efeitos de conveccgao
causados pelas transferéncias de calor®”. Imagens de microscopia eletronica de

varredura feitas em cascas de laranja comprovam este evento de ruptura das células
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vegetais, sugerindo um aumento na eficiéncia de extragdo de produtos naturais pelo

efeito das micro-ondas®®.

Uma representagéo deste mecanismo pode ser observada na Figura 1.3,
ocorrendo em trés etapas: (1) as moléculas de &agua absorvem radiacéo
eletromagnética (micro-ondas), aquecem e evaporam; (2) ocorre um aumento na
temperatura e pressao dentro das células vegetais, que causam inchago na estrutura
celular e eventualmente rompimento das paredes celulares; (3) facilitado pelo
rompimento, o solvente penetra nas células vegetais, favorecendo a disponibilizagao

do soluto.

6 Umidade

{:;1 Vapor
. Soluto

FIGURA 1.3 — Representacdo do mecanismo de extragdo em matrizes vegetais por EAM. Fonte:
adaptado de Zuin, Segatto, Ramin (2018)".

Parametros como a razao solido-solvente, tempo, quantidade de ciclos,
poténcia, superficie de contato e umidade do sélido podem ser variados para otimizar
a extracado. Em geral, a EAM oferece extracdes relativamente simples em curto tempo,
um volume menor de solventes utilizados e maior seguranga de operagéo. Além disso,
por minimizar a degradagao de compostos extraidos, € uma técnica muito utilizada na
extragdo de produtos naturais bioativos, como os fendlicos*®. A técnica é
comprovadamente eficiente para a extracdo destes tipos de compostos em
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comparagao a métodos convencionais, inclusive industrialmente, como discutido por
Chemat e colaboradores em 20128°. Esta técnica também foi utilizada em trabalhos
anteriores em nosso grupo de pesquisa, demonstrando resultados consistentes com

a literatura e promissores quanto a sua utilizagdo em maiores escalas®'82,

1.3.5 — Extragéo por Dispersdo de Matriz em Fase Sdlida
(DMFS)

A técnica de Dispersao da Matriz em Fase Sélida (DMFS) é considerada
uma variagao da extragao em fase solida (SPE, na sigla em inglés), combinando as
etapas de homogeneizagao, extracdo e fracionamento de amostras sélidas, semi-
solidas ou viscosas em apenas um procedimento. Ela funciona de acordo com as
interacbes de uma amostra com um suporte de fase sélida, ambos misturados e
completamente macerados, etapa que diferencia esta técnica das SPE tradicionais e
favorece o rompimento das paredes das células vegetais, no caso de extracao de
produtos naturais®®. Em seguida, a mistura é adicionada a uma coluna por onde passa
a fase movel, que extrai e separa os substratos em diferentes fragdes, se necessario.
A etapa de eluigdo € comumente realizada com o auxilio de vacuo, como pode ser

visto na Figura 1.4.

Eluicdo
Solvente

Amostra %

Maceracdo da amostra
com o suporte sélido

Transferir para

a coluna
e comprimir U
Homogenizacdo J
(,

\
Frit Vacuo
‘ Coluna
Suporte sélido (sorbente) MSPD
1% (m/v) solvente Frit \

FIGURA 1.4 — Procedimento de extracdo por DMFS. Fonte: adaptado de Segatto, Zanotti, Zuin
(2021)°1,
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A eficiéncia de extracao é definida, entdo, pela disponibilidade do soluto
(melhorada pela maceragao) e as interagdes entre soluto, solvente e suporte solido
(sorbente), que pode seletivamente reter alguns compostos enquanto nao retém
outros, mesmo principio que ocorre em colunas cromatograficas. A selegdo do
sorbente também é de grande importancia, de acordo com a caracteristicas dos
compostos-alvo e a necessidade de seletividade ou ndo. Também é possivel incluir
uma etapa de lavagem anterior a extragao, focada em eluir compostos n&o desejados

no extrato.

Este método vem sendo utilizado para extragdes de compostos com
bioatividade a partir de produtos naturais, em amostras com diversos niveis de
complexidade®92. Apesar disto, ainda € um método pouco explorado e de grande
potencial em termos de eficiéncia, sendo também adaptado absorvendo outras
técnicas analiticas, especialmente na etapa de macerag&o®-%. Por ser de alta
eficiéncia e encurtar as etapas da metodologia analitica, esta técnica foi selecionada

como um meétodo verde para avaliagdo da extracao de bioativos neste trabalho.

1.3.6 — Extragdo Assistida por Ultrassom (EAU)

Ultrassons sao ondas vibracionais (20 kHz - 1 GHz) que propagam em
solidos e fluidos, criando movimentos vibracionais que se espalham pela trama
molecular dos materiais. Quando periddicos, estes movimentos vibracionais geram
zonas de alta e baixa pressédo que, em altas poténcias, provocam a geragao de bolhas
de cavitacao, vazios criados pela superacao das forgas de atragao entre as moléculas
de substancias liquidas. Estas bolhas, quando excedem seu limite maximo de
tamanho, se colapsam gerando zonas de alta pressao e temperatura®. Este fenémeno
€ o principal responsavel pela ocorréncia de reagdes quimicas e outros efeitos em
compostos sob efeito de ultrassons, incluindo a promog¢ao de maiores eficiéncias de
extragdes solido-liquido. Isto ocorre devido ao colapso das bolhas de cavidade nas
superficies dos sélidos, favorecendo a quebra das paredes celulares em amostras de
plantas® (Figura 1.5). Além dos efeitos ja discutidos causados pela escolha do
solvente nas extragdes, este também afeta a formacgao das bolhas de cavitacédo e tem

ainda maior efeito no rendimento de separagao®’.
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® soluto

() Bolha de cavitacio

FIGURA 1.5 — Representagao do mecanismo de extragdo da EAU em matrizes vegetais. Fonte:
adaptado de Zuin, Segatto, Ramin (2018)".

Muito utilizado para limpeza de superficies e solubilizacdo de materiais,
sao comuns os usos de banhos de ultrassom em agua, que auxiliam na propagagao
das ondas vibracionais, além de sondas ultrassOnicas que podem ser inseridas
diretamente no meio reacional ou de extracdo'. Apesar de apresentarem um maior
consumo médio de solvente e maior tempos de extragcdo, a EAU demonstra ser uma
técnica simples, segura e reprodutivel. Além disso, sua escalabilidade em niveis
industriais também demonstra algumas limitagdes pelo maior consumo energético e
diminuicao de eficiéncia®, ainda que diversos exemplos sdo encontrados com uso de
novos equipamentos que tentam superar estas barreiras técnicas®. Assim como a
extragao por micro-ondas, esta técnica se difundiu amplamente entre as metodologias

no campo de analises de alimentos e produtos naturais'%°.

1.4 — Residuos de frutas tropicais brasileiras e seus potenciais

Nesta secdo serdo apresentadas as principais matrizes vegetais
residuarias estudadas no escopo deste trabalho, selecionadas de acordo com

diversos fatores descritos abaixo.
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1.4.1 — Manga (Mangifera indica)

A manga (Mangifera indica L.) € um dos frutos de interesse para o
aproveitamento de seus subprodutos em um contexto de circularidade dos processos
agroindustriais envolvidos. A espécie da manga € nativa do sudeste asiatico e maior
parte da sua producdo é proveniente da india e da China. Ainda assim, a planta foi
trazida para a Ameérica Latina e obteve uma boa adaptagao ao clima tropical da regiao,
que hoje é responsavel por mais de 10% da produgéo mundial'®' (estatisticas da FAO
agregam espeécies de manga, goiaba e mangostim). Em 2020, a produgdo de manga
no Brasil atingiu pouco mais de 1,6 milhdo de toneladas, valor 50% maior em relagéo
a 15 anos atras'92103, O estado de Sao Paulo contribui com uma quantia significativa
deste cultivo, com cerca de 14% da produgao nacional’®. A manga é consumida tanto
in natura quanto processada, presente em sucos, doces e outros produtos
industrializados. Quando processada, a polpa da fruta é separada da casca e do
carogo (constituido da casca e améndoa), que somam de 14 a 22,5% do peso da fruta,
dependendo da variedade da manga'%4. Além disso, o subproduto do processamento
da manga também inclui partes ndo aproveitadas da polpa, sendo geralmente as
fragbes fibrosas da mesma. A composicdo geral deste residuo € de 11,9 g de
carboidratos, 8 g de proteinas e 5,9 g de lipideos a cada 100 g do material seco'%,

valor que também pode variar de acordo com as condigdes utilizadas.

Em artigo publicado com parte dos dados produzidos neste trabalho de
doutorado, realizamos um estudo de caso de biorrefinaria de manga, analisando as
principais fragbes da fruta e seus potenciais produtos (Figura 1.6)'%. Demonstramos,
através de estudos diversos encontrados na literatura, a capacidade desta plataforma
ser utilizada como modelo para a exploragao da total complexidade quimica existente
nas frutas e seus residuos de processamento. E possivel, portanto, extrair compostos
funcionais, como a celulose, o amido e a pectina, além de compostos e extratos
bioativos, aproveitando todas as fragbes da manga. Trabalhos recentes estao
buscando, também em termos econdmicos, os parametros necessarios para a
implementagédo de biorrefinarias que fagam o melhor aproveitamento possivel dos

residuos da manga'%7.108,
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FIGURA 1.6 — Estudo de caso de biorrefinaria para frutas de manga. Fonte: adaptado de Zuin,
Segatto, Zanotti (2020)1°6,

cosmética e farmaceutica

O potencial de bioatividade da manga e seus co-produtos vém sendo
explorado, especialmente para a sua atividade antioxidante resultante da presenca de
compostos fendlicos. Os principais compostos responsaveis por esta alta atividade
biolégica sdo a mangiferina, o hiperosideo (quercetina-3-O-galactosideo), a cumarina,
a quercetina e o acido galico (Figura 1.7), entre outros compostos, como reportado
por diversos autores'®-13, O uso dos residuos da manga para aplicagdes com
interesse em sua bioatividade'%113-17 revela a importancia em explorar formas
eficientes de extracao de seus compostos com maior atividade, de forma a alcangar

aplicagdes mais eficazes.

o o o oH
o2 1L T
H
o o OH

OH O
Mangiferina
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HO OH
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Hiperosideo

FIGURA 1.7 — Principais bioativos encontrados nos residuos de manga.
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A xantona mangiferina e o flavonoide hiperosideo séo dois dos principais
compostos encontrados nos co-produtos de manga, sendo os mais estudados em
termos de atividades biologicas, mais expressivamente em estudos explorando suas
propriedades terapéuticas e de preservagdo de alimentos''. A mangiferina
demonstrou ter potencial por sua atividade anticancer''® e anti-inflamatoria’°, com
baixa toxicidade ao corpo humano. Atuagdes farmacoldgicas semelhantes sao
encontradas também para o hiperosideo, especialmente em atividades antidiabéticas,
cardioprotetoras e neuroprotetoras'?!. Em relagdo a atividade inseticida, o extrato
(acetato de etila) da améndoa da manga, bem como mangiferina isolada deste extrato,
foram testados contra larvas do mosquito doméstico Culex pipiens L. e demonstraram
atividade promissora'?. O extrato etandlico da améndoa da manga demonstrou
atividade contra o fungo Colletotrichum brevisporum, organismo patogénico a propria
fruta de manga'?®. Extratos brutos de outras espécies de plantas contendo
hiperosideo também demonstraram atividade herbicida’*'%® e inseticida'®. Nao
foram encontrados estudos explorando a atividade algicida de extratos de manga e
seus compostos. Porém, flavonoides como quercetina e rutina encontrados em
extratos de planta demonstraram ser ativos contra diferentes espécies de algas e
cianobactérias'?’-2°, o0 que pode indicar uma possivel atuagdo dos extratos de

manga.

Em termos de extragcbes em residuos do processamento da manga,
destacam-se as pesquisas que procuram otimizar as extragdes de polissacarideos,
presentes em notavel quantidade neste tipo de amostra. Destacam-se a pectina,
obtida por técnica assistida por micro-ondas'?13' e solventes verdes'32133 g partir da
casca e de amido'* e nanocristais de celulose'3® obtidos do carogo da fruta. Ja o
isolamento de compostos fendlicos € feito convencionalmente por método de
maceragdo (ou homogeneizagdo)™8. Otimizagdbes de métodos alternativos
considerados sustentaveis foram realizadas por técnica assistida por ultrassom'3” e
utilizando CO2 supercritico'® a partir das cascas, enquanto a extragéo assistida por
micro-ondas'® foi otimizada para a fragdo do carogo. Apesar das importantes
contribuicdes, a otimizagcao dos métodos por estes autores foi realizada a partir dos
resultados de compostos fendlicos totais e atividade antioxidantes dos extratos, nao
em termos dos compostos ativos. Mercado-Mercado e colaboradores avaliaram a
extragdo de carotenoides, outro tipo de metabolitos secundarios, utilizando técnica

assistida por ultrassom'#°. Desta forma, a quantificagdo dos compostos ativos e a
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otimizacao de sua extracdo por métodos alternativos € um cenario promissor para a

viabilizacao da utilizagao de tais compostos em aplicagdes reais e sustentaveis.

1.4.2 — Goiaba (Psidium guajava)

A goiaba (Psidium guajava) é outra fruta de interesse para utilizagao de
sua biomassa por meio da aplicagdo dos conceitos de biorrefinaria e Quimica Verde.
Nativa da América Latina, ela se adapta faciimente em areas de clima tropical ou
subtropical, sendo também popular na india. Além do préprio valor nutricional da fruta,
partes da planta tém sido utilizadas pelos povos nativos latino-americanos como
planta medicinal, especialmente suas folhas, para tratamento de complicagbes
gastrointestinais'#'-142. O consumo da fruta pode ser de forma natural ou processada,
em produtos como sucos, geleias, doces, sorvetes e iogurtes. A produgao brasileira
de goiaba atingiu cerca de 466 mil toneladas no ano de 2020, com crescimento de
35% desde 2005, o que demonstra uma tendéncia otimista com relacido ao seu cultivo
e processamento, ainda mais quando comparado a outras frutas tropicais que tiveram
queda ou se mantiveram constantes neste periodo’%%1%3 A produgdo concentra-se
nas regides sudeste e nordeste do pais, em especial no estado de Sdo Paulo, que é
responsavel por um tergo da produg¢ao nacional (cerca de 150 mil toneladas), da qual
62%, em média, é destinada para o setor industrial para ser processada’#®. Na
industria, a fruta é despolpada e gera residuos constituidos basicamente de casca e
semente. Calcula-se que aproximadamente 10 mil toneladas deste co-produto foram
produzidas em 2004 somente no estado'*, niumero que extrapolado para os dias

atuais pode chegar a mais de 12 mil toneladas por ano.

A composicao basica do residuo da goiaba € de 22,2 g de carboidratos,
4,8 g de proteina e 1,4 g de lipideos a cada 100 g do material seco'%. Entretanto,
estes valores podem divergir consideravelmente de acordo com a variedade da fruta,
o local de cultivo e a proporgéo de casca e sementes %150, Mais especificamente, ha
uma maior presenga de substancias como pectina, glicosinolatos e compostos
antioxidantes, sendo que os dois ultimos podem ser apontados como responsaveis
pelos efeitos bioativos dos frutos da goiaba''3151-157  Grande parte desta atividade
antioxidante se da pelos metabdlitos secundarios presentes na fruta, especialmente
os compostos fendlicos e polifendlicos, que segundo da Silva et al. (2014)'%8 estdo em

quantidades superiores no co-produto do processamento da goiaba em comparagao
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com a sua polpa. Dentre estes compostos, o0 acido galico, a vanilina, a quercetina e a
catequina (Figura 1.8) se destacam por aparecerem em maior concentragcdo nos
extratos de polpa e residuos de processamento de goiaba, como relatado por diversos

autores%9-161
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FIGURA 1.8 — Principais compostos fendlicos bioativos encontrados nos residuos de goiaba.

Em revisao recentemente publicada sobre a bioatividade de flavonoides
e suas potencialidades, revelamos que a quercetina e seus derivados (como o
hiperosideo encontrado na manga) sdo os principais flavonoides estudados por suas
atividades bioldgicas — tanto isolados quanto presentes nos extratos testados®. Isto se
da porque a quercetina € um dos metabdlitos secundarios mais abundantes na
natureza, sendo estudado para diversas aplicagdes relacionadas a satide humana'®2.
Também foram encontrados estudos relacionados a atividade inseticida da
quercetina, demonstrando potencial do seu uso nesta aplicacdo, especialmente em
sinergismo com outros compostos ativos'831%4. J& a vanilina, composto conhecido por
seu uso como agente aromatizante, ainda é pouca estudada por sua atividade
biolégica, mesmo exibindo agdes antioxidantes, bactericida e antifingica’®>. Em
misturas com O6leos essenciais de diferentes plantas, a vanilina demonstrou

sinergismo ao repelir e matar mosquitos da espécie Aedes aegypti'®e.

A maior parte dos trabalhos encontrados para os residuos de goiaba se
limita a determinagcado dos compostos presentes nas fracbes da biomassa, enquanto
ha poucos estudos concentrados em estudar diferentes técnicas para otimizagao da
extragdo de fendlicos, convencionalmente feita por Soxhlet ou homogeneizagao'®”.

Técnicas mais sustentaveis de extragédo sdo exploradas por Sukeksi et al. (2016)"68,
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que realizaram um estudo de extracdo de polifendlicos em residuos de goiaba
utilizando ultra-filtragdo com membranas. Um outro grupo de pesquisa explorou o uso
de fluidos supercriticos para a extracdo de fendlicos a partir das sementes da fruta,
como demonstrado em duas publicagbes'®® 170, O cenario apresentado para os
residuos agroindustriais da goiaba demonstra a oportunidade de explorar e otimizar,
utilizando métodos estatisticos eficientes, novas técnicas de extracdo ainda nao

testadas para o isolamento de seus compostos bioativos.

1.4.3 — Laranja (Citrus sinensis)

O Brasil € o maior produtor mundial das frutas do género Citrus, sendo
essa a produgao mais abundante no mundo entre as arvores frutiferas. Dentre as
frutas deste género, a laranja é a produzida em maior quantidade, com cerca de 60%
do total. Em 2020, o Brasil deteve 22% da produ¢do mundial de laranjas (16,7 mi de
toneladas), sendo 78% deste valor apenas no estado de Sao Paulo'%171, A maior
parte das laranjas produzidas no pais € processada (estimado em 80%)'72, gerando
um residuo que constitui, ao menos, 50% da massa da fruta'’3. Desta forma, é
possivel estimar uma geragdo anual de cerca de 5,2 mi de toneladas de residuos
apenas no estado de S&o Paulo. Este residuo é formado essencialmente de seu
bagaco (flavedo, albedo e demais partes), sementes e partes da polpa nao
aproveitadas. Nestas fragcdes, os principais componentes essenciais encontrados séo
0s acucares, celulose, hemicelulose, pectina, D-limoneno e compostos fendlicos,
especialmente os flavonoides®’. O aproveitamento destes co-produtos & um exemplo
pratico da viabilidade de biorrefinarias baseadas na produgao de frutas para o género
alimenticio, ja compondo 12% da receita total do setor processador de Citrus no Brasil,
gerados pela exportagdo de oleo essencial de laranja, D-limoneno, terpeno citrico e

farelo de polpa citrica’4.

Ainda ha potencial na exploracao das diferentes fragdes dos co-produtos
da laranja, em especial nos compostos fendlicos que exibem bioatividade. Os
flavonoides sao encontrados particularmente em grandes quantidades nos residuos
da laranja, sendo o principal deles a hesperidina (hesperetina-7-O-rutinosideo), além
da hesperetina, nobiletina e naringenina (Figura 1.9).
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FIGURA 1.9 — Principais compostos bioativos presentes nos residuos de laranja.

Como reportado na literatura, a hesperidina € encontrada em maiores
concentragbes na casca da laranja do que na polpa e sementes. Este flavonoide
glicosilado demonstra diversas atividades benéficas para o corpo humano, dentre elas
a atividade contra doencgas neurodegenerativas e cardiovasculares, além dos efeitos
anti-inflamatério e antioxidante'’>. Interesse recente foi atraido para a hesperidina por
suas agdes antivirais, demonstrando ser mais eficiente que drogas antivirais
comerciais (como a cloroquina e hidroxicloroquina), com menor efeito toxico, sendo
também estudada como profilatico para tratamento de COVID-19 e outras doencas
causadas por virus'’®. Em estudo recente, a complexacgéo de hesperidina com cobre
e fenantrolina demonstrou maior efeito letal contra larvas do inseto Spodoptera
frugiperda em comparagdo com outros flavonoides'”’. Extratos aquosos de limao
contendo hesperidina, obtidos com extragao assistida por micro-ondas, mostraram
acdo antifungica relevante em ensaios in vitro com Alternaria alternata'’®. Atividade
antialimentar contra diferentes insetos também foi encontrada em hesperidina isolada
da planta Fagara macrophylla'’®. Apesar destas publicagdes, poucos trabalhos foram
encontrados na literatura explorando a atividade inseticida deste composto e dos
extratos de residuos de laranja, demonstrando potencial campo de pesquisa para
exploracdo, como tem sido feito pelos grupos de pesquisa em Quimica Verde,
Sustentabilidade e Educagao e de produtos naturais, da UFSCar, cadastrados no
CNpq61,81,177_
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2 — Objetivos

Este trabalho tem como objetivos:

e Principal: desenvolver e aplicar métodos analiticos verdes na extragdo de
produtos bioativos de interesse a partir de residuos de processamento de frutas

da agroindustria brasileira;

o Especificos:

= Utilizar ferramentas quimiométricas no planejamento dos experimentos e
analise dos resultados para obter condi¢des 6timas de extracao;

» Estudar e comparar diferentes técnicas de extragdo consideradas verdes;

» Comparar amostras provenientes de praticas de agricultura convencional e
organica,;

» Estudar solventes alternativos para buscar melhor eficiéncia de extracéao;

= Avaliar as atividades biolégicas dos extratos obtidos e sua viabilidade na

utilizagdo como agente biocida e pesticida.
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3 — Metodologia

3.1 — Materiais e equipamentos

Os materiais e equipamentos utilizados em todos os experimentos

desenvolvidos e descritos nesta tese estarao listados nesta secdo. Para referéncia,

estes serdo mencionados nas sec¢des posteriores apenas pela marca ou tipo de

material.

a)

Obtencao e condicionamento das amostras:

Liofilizador E-C Modulyo (Thermo-Fisher, Waltham, MA, EUA)
Estufa de conveccado de ar TE-394/3 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil)
Moinho analitico A11 Basic (IKA, Staufen im Breisgau, Alemanha)
Processador doméstico IBE20 (Electrolux, Curitiba, PR, Brasil)

Extragcdo assistida por homogeneizador com solu¢des aquosas de liquidos idnicos
(EAH-LIs) e extracdo assistida por homogeneizador com solugdes etandlicas
acidas (EAH-HCI):

HPLC acoplado ao detector de arranjo de diodos (DAD) (Shimadzu, Quioto, Japao)
com fase estacionaria Nucleodur C8 column (3 pym; 2x125 mm) (Macherey-Nagel,
Duren, Alemanha)

Agua ultrapura tipo 1 (Stakpure, Niederahr, Alemanha), acido férmico 98-100%
(Merck, Darmstadt, Alemanha) e metanol grau LC-MS (Fisher Scientific,
Loughborough, Reino Unido)

Padrdes analiticos e suas respectivas purezas: mangiferina 298,0% (Sigma-
Aldrich, San Luiz, MO, EUA); hiperosideo 298,5% (HWI group, Ruelzheim,
Alemanha); vanilina 299,0% (Sigma-Aldrich, San Luiz, MO, EUA); e quercetina
295,0% (Sigma-Aldrich, San Luiz, MO, EUA)

Ultra-Turrax T25 basic (IKA, Staufen im Breisgau, Alemanha)

Centrifuga Rotanta 460 (Hettich, Tuttlinger, Alemanha)

Balanga Entris 224-1S (Sartorius, Goettingen, Alemanha)

Filtro de seringa de 0,45 ym Chromafil® Xtra PES-45/25 (Macherey-Nagel, Diiren,
Alemanha)

Para os extratos: etanol absoluto 299,8% (Fisher Scientific, Loughborough, Reino
Unido) e agua ultrapura do tipo 1 (Stakpure, Niederahr, Alemanha)

Liquidos iénicos da lolitec (Heilbronn, Alemanha), com 97% ou mais de pureza.

Para os demais métodos cromatograficos descritos:

Sistema UHPLC Acquity H-Class UPLC, acoplado ao detector de arranjo de diodos
(DAD) Acquity PDA (Waters Corporation, Milford, MA, EUA)
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Fases estacionarias: Acquity HSS C18 (1.8 ym; 2.1x100 mm), Acquity CSH C18
(1.7 ym, 2.1 x 100 mm) e Acquity BEH C8, (1,7 um; 2,1 x 50 mm) (Waters
Corporation, Milford, MA, EUA)

Solventes: agua ultrapura grau 1 (sistema de ultrapurificagdo MiliQ, Milipore,
Burlington, EUA), metanol e acetonitrila grau HPLC (Tedia, Fairfield, OH, EUA; e
Honeywell, Charlotte, NC, EUA) e &cido férmico grau LC-MS (Exodo Cientifica,
Sumaré, SP, Brasil)

Padrdes analiticos e suas respectivas purezas: mangiferina 298,0% (Sigma-
Aldrich, San Luiz, MO, EUA); hiperosideo 298,5% (HWI group, Ruelzheim,
Alemanha); vanilina 299,0% (Sigma-Aldrich, San Luiz, MO, EUA); quercetina
295,1% (Sigma-Aldrich, San Luiz, MO, EUA); e hesperidina 298% (Sigma-Aldrich,
San Luiz, MO, EUA)

Para as extragdes assistidas por homogeneizador (EAH-EtOH e demais), por
micro-ondas (EAM), por ultrassom (EAU) e a dispersdo de matriz em fase solida
(DMFES):

Ultra-Turrax T10 basic (IKA, Staufen im Breisgau, Alemanha)

Sorbentes Florisil® 60-100 mesh (Sigma-Aldrich, San Luiz, MO, EUA) e silica flash
esférica C18 45-75 um (Supelco, Bellefonte, PA, EUA)

Ethos X (Milestone, Sorisole, Italia), com moédulo de extragdo FastEX

Banho de ultrassom Elmasonic Easy 40 H (Elma, Singen, Alemanha)

Centrifugas Mikro 185 (Hettich, Tuttlinger, Alemanha) para extratos com volume
de até 2,5 mL e centrifuga 5810R (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) para extratos
de 2,5a50 mL

Filtro de seringa PTFE hidrofébico com 0,45 um de tamanho de poro (Analitica,
Séo Paulo, SP, Brasil)

Balancas para massas entre 10 mg e 220 g, BEL M214Ai (BEL Equipamentos
Analiticos, Piracicaba, SP, Brasil); para massas maiores que 220g, BEL S2202
(BEL Equipamentos Analiticos, Piracicaba, SP, Brasil)

Solventes: agua ultrapura tipo 1, para solucdes-estoque de padrdes analiticos, e
agua destilada para extratos; etanol absoluto P.A. 99,5% (Synth, Diadema, SP,
Brasil)

Para os ensaios de atividade algicida:

e Culturas de Raphidocelis subcapitata derivadas da colecao de cultura de algas
da Universidade de Goettingen (Alemanha)

e Placas de cultura de 24 pogos (Greiner Bio-One, Kremsmunster, Austria)

¢ Filtro de seringa com membrana hidrofilica de 0,2 ym (Macherey-Nagel, Duren,
Alemanha)

e Incubadora AlgaeTron AG 130-ECO (Photon Systems Instruments, Drasov,
Republica Tcheca)

e Shaker Unimax 1010 (Heidolph Instruments, Schwabach, Alemanha)

e Detector por fluorescéncia para placas de cultura Synergy HT (Biotek
Instruments, Winooski, VT, EUA)
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f) Para os ensaios de atividade inseticida e de atividade fitotdxica:

Surfactante Triton™ X-100 (Vetec/Sigma-Aldrich, San Luiz, MO, EUA)
Inseticida Belt® (Bayer, Dormagen, Alemanha)

Inseticida Engeo Pleno S (Syngenta, Basiléia, Suica)

Plantas e soja do cultivar BMX Poténcia RR (Brasmax, Cambé, PR, Brasil)
Substrato HT Hortalicas (Vida Verde, Mogi Mirim, SP, Brasil)

Adubo NPK 5-20-20 (Heringer, Paulinia, SP, Brasil)

3.2 — Manga (Mangifera indica)

3.2.1 — Obtencgéo e condicionamento de amostras de residuos
de processamento de manga

Diferentes amostras de residuo de processamento de manga foram
obtidas e classificadas de acordo com o modo de obtengao (industrial ou laboratorial),
variedade, tipo de cultura e forma de manejo agricola (organico ou convencional). A
escolha das amostras se deu pela disponibilidade local, de acordo com interesse
econdmico e cientifico envolvido, seja por maior volume de produgao no pais, seja
para desenvolvimento das hipoteses levantadas e dos objetivos deste projeto de

pesquisa.

3.2.1.1 — Residuo de Processamento de Manga obtido a partir de processamento
Industrial de manga Orgénica (RPM/IO)

A amostra codificada como RPM/IO foi obtida a partir de uma planta de
processamento de sucos parceira localizada em Itirapina-SP. Esta consiste de residuo
gerado no processamento de frutas de manga (Mangifera indica L.) da variedade
Palmer, proveniente de cultivares de mangueira produzidas sob manejo organico,
também no municipio de Itirapina-SP. As amostras foram refrigeradas no local de
producao e transportadas até ao laboratério, onde foram imediatamente armazenadas

em sacos plasticos em -20 °C até seu devido condicionamento final.

A amostra RPM/IO se caracteriza visualmente pela presenca de fragdes
diversas da fruta da mangueira, onde se destacam (Figura 3.1 A): sua casca
(epicarpo), de coloracdo amarelada, avermelhada e esverdeada; o endocarpo
exposto, de coloragao branca e amarelada e de aspecto fibroso (casca da semente);
sua semente (endosperma) triturada, de coloragéo clara com pontos escuros e

aspecto oleoso; todos estes envoltos por uma massa amarelada, consistida
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principalmente por fragdes da polpa (mesocarpo), que ficaram retidas nos filtros das
despolpadoras utilizadas no processo. Inicialmente, a amostra tem caracteristicas
variadas e se da principalmente por uma alta umidade proveniente do processo de
despolpamento da fruta.

FIGURA 3.1— éaracterizagéo das mos résido e proesmento de manga (RPM/IO), antesda
secagem (A), depois da secagem (B), depois da moagem e peneiramento (C) e parte do endocarpo
rejeitado (D).

Devidamente descongelada, a amostra foi homogeneizada e disposta
em bandejas de aluminio para secagem em estufa de circulagdo de ar (Tecnal) a 35
°C. Uma pequena aliquota, disposta uniformemente e de forma semelhante ao
restante da amostra, foi separada para observacao da evolugao da secagem, que foi
realizada até que a massa desta aliquota permanecesse constante em um intervalo
de 2 horas entre as pesagens. Por conter um alto teor de humidade, a amostra foi
regularmente misturada para assegurar total secagem sem correr o risco de
contamina-la por conta da longa exposi¢cao. A massa constante foi obtida apds 72
horas de secagem, obtendo uma amostra seca com granulometria variada (Figura 3.1
B). A reducdo de massa observada foi de 57,1%, obtida a partir da pesagem da massa
total de amostra antes e depois da secagem. Para homogeneizag¢ao da granulometria
e das diferentes fragdes da amostra, a mesma foi triturada inicialmente em um moinho

de laminas e posteriormente em moinho analitico (IKA) e finalmente peneirada em
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peneira de inox de 35 mesh, de modo a obter particulas menores de 500 ym (Figura
3.1 C). Esta amostra final, utilizada nas extra¢des, foi armazenada em contéiner de
vidro vedado em local protegido da umidade, calor e luz. Por ndo ser possivel realizar
a redugao do tamanho de particula das fragdes celulésicas do endocarpo exposto

(casca da semente), este foi manualmente separado da amostra (Figura 3.1 D).

3.2.1.2 — Residuo de Processamento de Manga obtido a partir de processamento
Laboratorial de manga Convencional (RPM/LC)

Frutas de manga da variedade Palmer foram obtidas em um comércio
local de Sao Carlos (SP) e selecionadas de acordo com o grau de maturagao a
caracteristicas externas favoraveis (sem machucados, queimaduras ou indicios de
doencas usualmente rejeitadas no processamento industrial). As frutas foram levadas
ao laboratério, onde foram armazenadas em bandejas plasticas e protegidas por um
filme plastico até seu processamento. Com o objetivo de evitar a variagao do perfil
quimico em diferentes amostras devido aos diferentes graus de maturagao da fruta,
foram utilizadas as diretrizes dadas pela empresa parceira que forneceu a amostra
derivada de processamento industrial (RPM/IO), cujo manual de boas praticas
fornecido detalha a seleg¢ao dos frutos de acordo com a coloragao interna da polpa.
Os frutos foram selecionados, entdo, enquanto estavam com a coloracao interna

completamente amarelada (fruto maduro).

Atingido o grau de maturagao necessario, as frutas (Figura 3.2 A) foram
lavadas em agua corrente para remogéao de sujeiras, destrogos e demais impurezas,
seguido por enxague em agua destilada. Com o auxilio de uma faca de inox, a polpa
da fruta foi separada da casca e carogo, com especial atengao para remover a maior
quantidade de polpa possivel da fragao de residuos. Estes foram fracionados com o
auxilio de um processador caseiro (Electrolux), com o objetivo de reduzir o seu volume
e auxiliar na abertura do endocarpo, liberando o endosperma (semente) para seu
processamento e secagem (Figura 3.2 B). A fragao dos residuos foi armazenada em

-20°C para posterior secagem.

A secagem desta amostra foi feita por duas técnicas diferentes.
Primeiramente, a secagem em estufa (RPM/LC-E), foi realizada utilizando a mesma
metodologia da amostra RPM/IO (ver Item 3.2.1.1). Ap6s seca (Figura 3.2 C), a

amostra foi submetida @ moagem em moinho analitico (IKA) e peneiragdo em peneira
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de inox de abertura de 500 um (35 mesh), resultando em uma amostra final recolhida

de tamanho de particula menor do que esta abertura (Figura 3.2 D).

FIGUA 3.2 Caracteri das amostras de residuo de processamno de manga RPM/LC-E a partir
da fruta in natura (A), antes da secagem (B), depois da secagem (C), depois da moagem e
peneiramento (D).

A partir da fragdo de residuo armazenada em -20 °C, também foi
realizada a secagem por técnica de liofilizagdo (RPM/LC-L). Desta forma, a amostra
congelada foi levada ao liofilizador (Thermo-Fisher) em frascos de polipropileno
resistentes, e permaneceu em temperatura de -50 °C e vacuo, até massa constante
(medido por aliquota, como nos métodos de secagem anteriores). Apés finalizagao da
secagem, as amostras RPM/LC-L foram submetidas ao mesmo processo de moagem
e peneiragao descritos anteriormente e foram armazenadas em contéiner de vidro

vedado, protegidos da luz, calor e umidade.

3.2.1.3 — Residuo de Processamento de Manga obtido a partir de processamento
Laboratorial de manga Orgéanica (RPM/LO)

Frutas de manga da variedade Palmer cultivadas sob manejo orgénico
foram obtidas em um comércio local de Sao Carlos (SP), com selo de certificagéo
“Produto Orgénico Brasil”. Elas foram selecionadas de acordo com o grau de

maturagao a caracteristicas externas favoraveis (sem machucados, queimaduras ou
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indicios de doengas usualmente rejeitadas no processamento industrial). As frutas
foram levadas ao laboratério, onde foram armazenadas em bandejas plasticas e
protegidas por um filme plastico até seu processamento. O processamento se deu de
forma idéntica ao descrito no item anterior (3.2.1.2), com secagem feita apenas em

estufa.

3.2.2 — Métodos cromatogréficos, curvas analiticas e figuras de
meérito

Nesta secdo serdo descritos os métodos analiticos para detecgao e
quantificacdo dos analitos selecionados como marcadores de referéncia (mangiferina
e hiperosideo) nas amostras de residuo de processamento das frutas de manga. Por
terem sidos realizados em locais e equipamentos diferentes, distintos métodos
cromatograficos foram realizados para quantificagcdo dos analitos, tornando-os néo
comparaveis entre si, porém devidamente validados de acordo com as figuras de
mérito descritas em cada metodologia. Desta forma, foi possivel avaliar os parametros
de cada extragdo que permitem a otimizacdo da metodologia de acordo com as
variaveis selecionadas para cada meétodo de extragdo, bem como, ao final,
comparagao entre as diferentes técnicas de extragao e diferentes amostras utilizando

a mesma metodologia analitica.

Para fins de avaliagédo de eficiéncia de extragdo, bem como normalizar
a variagdo da concentragcdo dos analitos com base no volume de extrato (mg L")
causada pelas diferentes propor¢des amostra-solvente testadas, as respostas obtidas
a partir de cada experimento de extracdo foram calculadas em termos de
concentracdo com base massica. Desta forma, foi determinada a massa de cada
analito obtido, em miligramas, por cada quilograma de amostra (base seca). A
concentracdo dos analitos (C), em miligramas por litro, é estimada a partir da
integracdo das areas das bandas correspondentes em cada método cromatografico
descrito, utilizando as regressdes lineares obtidas nas curvas analiticas para
relacionar areas de banda e concentragdo. Em seguida, a eficiéncia de extragao (y,

em mg kg') é calculada de acordo com a seguinte Equacgéo I:
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C[mg L™ 1] x V[mL]

Equagdol vy [mgkg™t]=

sendo:

y = a eficiéncia de extragao;

C = a concentracdo em base volumétrica;

V = o0 volume de extrato utilizado em cada extracao;

M = a massa de amostra seca utilizada em cada extracao.

Vale destacar que o volume de extrato e a massa de amostra em base
seca utilizados para o calculo da eficiéncia de extracdo sdo os mesmos adicionados
ao inicio da extracao. Desta forma, para todos métodos aqui descritos, € assumido
que nao ha perdas de massa de amostra e volume de solvente durante a execugao
da extragdo, bem como é assumida a homogeneidade da mistura apos o término da
extragdo e conseguintes etapas de preparo das amostras para inje¢do nos sistemas

de cromatografia liquida.

3.2.2.1 - Extragao Assistida por Homogeneizador em solugdes etandlicas (EAH-
EtOH)

O método cromatografico foi obtido no equipamento de UHPLC da
Waters, acoplado detector de arranjo de diodos (DAD), utilizando a fase estacionaria
Acquity HSS C18, com dimensdes de 2,1 mm de didmetro e 100 mm de comprimento
e diametro de particulas médio de 1.8 um. A separagéo foi realizada utilizando agua
e acetonitrila, com uma vazao de 0,4 mL min-', volume de injecdo de 1 uL, temperatura
de coluna de 35 °C e comprimento de onda selecionado de 350 nm. O gradiente de
eluicdo se inicia em uma porcentagem 12% de acetonitrila em agua e evolui da
seguinte maneira: 0 min, 12%; 5 min, 13%; 7 min, 14%; 15.5 min, 14.5%; 18.5 min,

100%.

Para as curvas analiticas, foram preparadas soluc¢des-estoque dos
padrdes analiticos de mangiferina e hiperosideo em concentrag¢des de 800 e 1600 mg
L', respectivamente, em uma solugdo etandlica de 65% de etanol em agua. Para
efeitos de comparacao e analise do efeito de matriz na quantificacdo dos compostos
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nas amostras de residuo de manga, foram realizadas curvas analiticas com e sem a
presenca da matriz. Logo, para a curva analitica com a preseng¢a da matriz, a solugao-
estoque foi devidamente diluida em uma quantidade fixa de um extrato etandlico de
residuo de manga e complementada com uma solu¢ao de 65% de etanol em agua até
um volume final fixo. Desta forma, todos os pontos da curva analitica na presenga da
matriz ttm a mesma concentracdo de extrato, porém diferentes concentragbes de
padrao analitico adicionado. Os extratos utilizados nesta curva analitica foram obtidos
a partir das seguintes condigdes: 65% de etanol em agua, razdo amostra-solvente de
0,275 g mL-', 2,75 min de extragédo e 20.500 rpm de velocidade de rotagéo, de acordo
com os procedimentos utilizados na extragao por EAH-EtOH, que serdo descritos
posteriormente. As concentragdes dos padrdes utilizadas foram de 400, 200, 100, 50
e 5 mg L' para ambos analitos, além do branco (apenas o extrato, diluido na mesma
propor¢ao). A curva analitica sem a presenca da matriz, feita com a leitura dos
padrdes analiticos apenas em solvente etandlico, foi realizada utilizando as mesmas
concentracdes, obtidas a partir da diluicao da solugao-estoque em solucéo de 65% de
etanol em agua. Para efeitos de comparagéao e verificagdo da influéncia da matriz, o
parametro a foi calculado, dividindo o coeficiente angular da regressao linear da curva

no solvente pelo da curva no extrato.

A avaliacdo das figuras de mérito do método analitico foi realizada de
acordo com os guias do Conselho Internacional de Harmonizagcao de Requisitos
Técnicos para Medicamentos de Uso Humano, ou ICH na sigla em inglés, detalhada
no documento “Q2 (R1) Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology” ',
como ja descrito na introdugao desta tese. Foram realizados os calculos das curvas
analiticas utilizando uma regresséao linear de acordo com o método dos minimos
quadrados, a partir da funcdo “INCLINACAO” e “INTERCEPTACAQ” do software
Microsoft Office Excel, onde os valores de y conhecidos foram inseridos como as
areas das bandas obtidas no método cromatografico e os valores de x conhecidos, as
respectivas concentragdes conhecidas dos analitos em cada ponto. Para
determinacao da linearidade, a funcdo “CORREL” foi utilizada para o calculo do
coeficiente de correlagdo da regresséao linear (R?). Os limites de detecg¢do (LD) e

quantificacédo (LQ), foram calculados a partir da Equacao Il e da Equacéo llI:
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Equacdoll LD = %

Equacdo lll LQ = 12—0

sendo:
0 = 0 desvio padréo da resposta;

S = ainclinacéo da curva analitica.

Logo, os limites de deteccao e quantificacdo foram calculados a partir
dos valores de o obtidos a partir da fungao “PROJ.LIN” do Excel e valores de S obtidos

a partir da fungéo “INCLINACAQO”, como previamente descrito.

Seguindo as figuras de mérito, o parametro de especificidade foi
determinado pela identificagdo das bandas dos analitos e sua eficiente separagcao
cromatografica. Para isto, foram utilizados o perfil de absorgéao ultravioleta (UV) obtido
a partir do detector de arranjo de diodos (DAD). Os espectros de UV e o tempo de
retencdo das bandas investigadas foram comparados aos obtidos ao injetar os
padrdes analiticos de mangiferina e hiperosideo sob mesmo método de eluigdo. Para
avaliagao da pureza das bandas, foi observada a variagao do perfil UV dos compostos
selecionados presentes no extrato em diferentes pontos da banda. Além disso,
também foram obtidos cromatogramas dos extratos-teste com a adicdo dos padrdes
analiticos (extratos fortificados), observando o aumento da area das bandas

investigadas.

Por se tratar de uma matriz complexa, onde nao € possivel se obter uma
matriz branca sem a presenca dos analitos, o parametro de exatidao foi calculado em
termos de um ensaio de recuperacado, onde diferentes concentracbes de padroes
analiticos sao adicionadas ao extrato sdlido, antes de realizar os procedimentos de
extragdo. Apoés a realizagc&o da extragao, os extratos obtidos sdo analisados e as areas
das bandas sédo calculadas e subtraidas as areas das bandas dos extratos brancos,
realizados sob os mesmos parametros de extracdao, porém sem adicdo de padrbes
analiticos. Desta forma, foi possivel calcular a concentragcao encontrada dos padrées
adicionados, recuperada apds a extragdo. Para este ensaio, foram utilizadas as
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concentragdes de 30, 50, 100 e 150 mg L' de cada analito, que foram adicionadas ao

extrato e seguidas por extragao de acordo com a metodologia de extragao EAH-EtOH.

Por fim, o parametro de precisao foi determinado a partir dos erros inter-
diarios e intra-diarios das areas das bandas obtidos nos ensaios de recuperagao
descritos acima. Para isso, foram comparadas as areas obtidas em trés injegdes
diferentes realizadas em um mesmo dia (erro intra-diario) e entre trés inje¢des
realizadas em trés dias diferentes e consecutivos (erro inter-diario). Estes erros foram
representados em termos percentuais do coeficiente de variagdo obtido entre as

injecdes, de acordo com a Equacéo IV.

Equaggo IV CV (%) ==--100
sendo:

CV = o coeficiente de variagao;

DP = o desvio padréo entre as replicatas;

X = a média entre as replicatas.

3.2.2.2 - Extragédo Assistida por Micro-ondas (EAM), Dispersao de Matriz em Fase
Sdlida (DMFS) e demais analises

Por conta de uma perda de seletividade e eficiéncia de separagao das
bandas cromatograficas utilizando o método descrito na se¢ao anterior (Item 3.2.2.1),
um novo método cromatografico foi obtido, utilizando o mesmo equipamento de
cromatografia liquida (UHPLC Waters). Este método foi utilizado para a otimizagao
dos parametros de extragao assistida por micro-ondas (EAM) e dispersao de matriz
em fase solida (DMFS), além das demais analises de comparagao final entre

diferentes amostras.

A fase estacionaria utilizada para separacéo dos compostos foi a Acquity
BEH C8, (1,7 um; 2,1 x 50 mm), com temperatura de 35 °C, onde foi injetado 1 pL das
solugdes testadas, com um gradiente de eluigao utilizando agua (com 0,1% de acido
formico) e metanol a 0,4 mL min-'. O gradiente se iniciou em 10% de metanol em agua

e se deu da seguinte forma: 0 min, 10%; 1 min, 20%; 3.5 min, 28%; 9.5 min 40%; e
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10.5 min 100%. Os cromatogramas foram obtidos utilizando o comprimento de onda
de 350 nm, nos quais as areas das bandas foram calculadas para quantificacdo dos

analitos.

Solugbes-estoque de 500 mg L' de mangiferina e hiperosideo foram
preparadas pesando as massas dos padrdes necessarias, diluidas em 65% etanol em
agua. A partir desta solugao-estoque, foram preparados os pontos de concentragéo
para as curvas analiticas, também realizados com e sem a presenga da matriz. Desta
forma, as solugdes-estoque foram diluidas para formar solugdes de 300, 200, 100, 50
e 10 mg L' de ambos analitos, utilizando a mesma metodologia explicitada na segdo
anterior. Estas solu¢des foram injetadas no sistema de UHPLC em triplicata. Desta
forma, a média da triplicata das areas das bandas de cada composto foi determinada

e correlacionada com sua concentragao obtida a partir da diluigdo da solugéo-estoque.

A regresséo linear, bem como os parametros de linearidade e limites de
detecgédo e quantificagdo foram calculados de acordo com os métodos ja descritos na
secao anterior (Item 3.2.2.1). Os parametros de seletividade também foram avaliados
da mesma forma descrita na segao anterior, assim como também foram realizados os
ensaios de recuperagdo com adicdo de padrao a matriz antes da extracéo, para
determinacao da exatidao, e calculo dos erros intra- e inter-diarios para determinagao
da precisao do método analitico. Para avaliagao da recuperacgéao e calculo dos erros
intra- e inter-diarios, foram realizadas triplicatas (para cada técnica de extragdo) em
dois niveis de concentragdo dos analitos: 20 e 50 mg L-'. A metodologia do ensaio de
recuperacao e do calculo de recuperacao e erros intra- e inter-diarios foi a mesma

descrita no item 3.2.2.1.

3.2.2.3 - Extragao Assistida por Homogeneizador em solugdes de liquidos
ionicos (EAH-LlIs)

Esta parte do estudo, onde foi investigado o uso de solugbes aquosas
de liquidos ibnicos para extragdo de mangiferina e hiperosideo a partir de residuos de
manga, foi realizada em periodo de estagio no exterior na Universidade de Leuphana,
em Luneburg, Alemanha. Desta forma, um novo método cromatografico foi
desenvolvido utilizando o sistema disponivel no local, e consequentemente uma nova
curva de analitica foi realizada utilizando a nova metodologia. O sistema de

cromatografia liquida utilizado foi o HPLC da Shimadzu, acoplado a um detector UV
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de arranjo de diodos (DAD). A separacao foi feita utilizando a fase estacionaria
Nucleodur C8 (3 ym; 2x125 mm), com um volume de inje¢do de 2 yL, temperatura da
coluna de 35 °C e comprimento de onda de deteccdo de 350 nm. O gradiente de
eluicao foi realizado com um fluxo de 0,3 mL min-!, com inicio em 10% de metanol em
agua (com 0,1% de acido formico), evoluindo da seguinte forma: 0 min, 10%; 4 min,
20%; 14 min, 30%; 21 min, 40%; 24 min, 100%; 29 min, 100%; 30 min, 10%; 40 min,
10%.

As solugbes estoques foram preparadas em concentragbes de
200 mg L' dos padrées de mangiferina e hiperosideo, diluidas em uma solugdo
1 mol L' de [C4MIm] Br em agua. A solugdo-estoque foi diluida utilizando a mesma
solugéo do LI de modo a obter solugdes de 150, 100, 75, 50, 25, 10, 5e 1 mg L' dos
padrdes, i.e. apenas curva analitica sem a presenca da matriz. Estas solugdes foram
injetadas no sistema de cromatografia liquida, e as areas das bandas relativas a cada

compostos foram calculadas de forma a constituir a curva analitica.

O calculo da regressao linear da curva analitica, dos parametros de
linearidade e os limites de detecgédo e quantificacdo foi realizado da mesma forma
descrita no item 3.2.2.1. Para a seletividade, foram utilizadas as comparag¢des dos
tempos de retencéo e perfil ultravioleta das bandas investigadas com os padrdes
analiticos dos analitos, bem como a comparagéo dos cromatogramas dos extratos e

extratos fortificados com os padrdes.

3.2.3 — Extragbes e planejamentos fatoriais
Nesta se¢do serdo apresentadas as metodologias de extragéo e preparo
das amostras de extratos liquidos obtidos a partir de diferentes técnicas, que foram
posteriormente analisadas utilizando os procedimentos descritos na segao anterior
(3.2.2). No caso dos ensaios de otimizagédo das extracdes utilizando as técnicas com
homogeneizador (EAH-EtOH e EAH-LIs), micro-ondas (EAM) e DMFS, a amostra
RPM/I0 foi utilizada. Ja os ensaios comparativos de diferentes métodos de secagem

foram realizados com a amostra RPM/LC.
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3.2.3.1 — Extragdo Assistida por Homogeneizador em solugdes etandlicas (EAH-
EtOH)

As variaveis selecionadas para as extragdes utilizando EAH-EtOH, bem
como os niveis de maximo (+1), minimo (-1) e ponto central (CP), estao listados na
Tabela 3.1. As amostras foram pesadas de acordo com a variavel Xz e adicionadas a
um tubo do tipo Falcon de 15 mL, seguida pela adigdo de 5 mL do respectivo solvente,
de acordo com a variavel X1. A extracdo foi realizada utilizando o equipamento
dispersor (IKA, Figura 3.3) configurado em velocidade no nivel 5 (20.500 rpm), pelo
tempo definido pela variavel Xs. A mistura resultante foi entdo centrifugada e o liquido
sobrenadante coletado, filtrado em filtro de seringa de membrana PTFE de 0,45 ym

(Analitica) e direcionado para analise cromatografica.

TABELA 3.1 — Variaveis utilizadas na extragdo de residuos de processamento de manga utilizando
a técnica por EAH-EtOH.

Simbolo Variaveis Variaveis codificadas

Min. (-1) PC (0) Max. (+1)
X1 % Etanol/Agua (%v/v) 30 55 80
X2 Amostra-Solvente (g mL™") 0,15 0,33 0,50
X3 Tempo (min) 0,5 2,75 5

PC = Ponto Central

FIGURA 3.3- Equipamento de extragao bor EAH em prgzriea_ir-nento de extracgao de residuo de
processamento de manga.
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Estas variaveis e seus niveis codificados foram utilizados para o
planejamento fatorial do tipo Box-Behnken Design (BBD), como mostrado na Tabela
3.2. Os experimentos foram ordenados de forma aleatoria e realizados de acordo com

metodologia descrita acima.

TABELA 3.2 — Planejamento fatorial BBD para a otimizacdo da extragéo de residuos de
processamento de manga utilizando a técnica por EAH-EtOH.

Etanol/Agua (X1) Amostra-Solvente Tempo (X3)

(X2)
% viv g mL-1 min
Exp. Cod. Real Cod. Real Cod. Real
1 -1 30 -1 0,15 0 2,75
2 1 80 -1 0,15 0 2,75
3 -1 30 1 0,50 0 2,75
4 1 80 1 0,50 0 2,75
5 -1 30 0 0,33 -1 0,50
6 1 80 0 0,33 -1 0,50
7 -1 30 0 0,33 1 5,00
8 1 80 0 0,33 1 5,00
9 0 55 -1 0,15 -1 0,50
10 0 55 1 0,50 -1 0,50
11 0 55 -1 0,15 1 5,00
12 0 55 1 0,50 1 5,00
13 0 55 0 0,33 0 2,75
14 0 55 0 0,33 0 2,75
15 0 55 0 0,33 0 2,75

3.2.3.2 - Extragao Assistida por Micro-ondas (EAM)

A extracdo assistida por micro-ondas foi possivel utilizando o
equipamento Ethos X, sistema de micro-ondas para uso laboratorial com o acessoério
FastEX para extracao de até 24 frascos de 100 mL em sistema aberto. Quatro
variaveis foram selecionadas para avaliacdo de seus efeitos e otimizacdo da

metodologia de extracdo por micro-ondas (Tabela 3.3).

TABELA 3.3 - Variaveis estudadas para a extragédo de residuos de processamento de manga por

EAM.
Simbolo Variaveis reais Variaveis codificadas
Min (-1) PC (0) Max (+1)
X1 % Etanol/Agua (%v/v) 75,0 82,5 90,0
Xz Amostra-Solvente (g mL-") 0,15 0,33 0,50
X3 Tempo da isoterma (min) 2 6 10
Xa Temperatura (°C) 40 55 70

PC=Ponto Central
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As amostras foram pesadas de acordo com a razao amostra-solvente
(X2) de cada experimento e adicionadas ao tubo de vidro de 100 mL, juntamente com
10 mL de solvente, de acordo com a variavel X3. O tubo de vidro foi entdo inserido em
um frasco de teflon, fechado e inserido no equipamento. Tempo e temperatura foram
entdo selecionados no controlador do equipamento de acordo com cada experimento
do planejamento fatorial. Quando em operacgéo, o equipamento mede a temperatura
dos frascos (através de um sensor infravermelho) e define a poténcia necessaria para
atingir a temperatura definida pelo programa, sendo a poténcia maxima a ser aplicada
limitada a 1,000 Watts. O gradiente de temperatura se deu da seguinte forma para
todos os experimentos: 5 minutos de rampa da temperatura ambiente até a
temperatura final (X4); tempo de isoterma, definido pelo planejamento fatorial (X3); e
10 minutos de resfriamento. Os fracos foram retirados do equipamento e deixados
para resfriamento até temperatura ambiente em uma capela. O liquido foi entdo
vertido em um frasco Falcon de 15 mL e levado a centrifugacéo por 5 minutos a 8.000
rom e temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado e filtrado através de um
filtro de seringa de PTFE de 0,45 uym (Analitica), seguido pela inje¢do no sistema de
UHPLC.

Para analise dos efeitos das variaveis e calculo do modelo polinomial
para metodologia de superficie de resposta, um planejamento fatorial de Box-Behnken
foi utilizado. Desta forma, 27 experimentos foram realizados de forma a obter uma
avaliacao eficiente dos efeitos independentes de cada variavel, bem como suas
interagdes entre si. Os detalhes destes experimentos, realizados em ordem aleatdria,

estao listados na Tabela 3.4.
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TABELA 3.4 - Planejamento fatorial Box-Behnken para a extracdo de residuos de processamento
de manga utilizando EAM.

Etanol/Agua Amostra-Solvente Tempo Temperatura

(X1) (X2) (X3) (X4)
% viv g mL" min °C
Exp. Cod. Real Cod. Real Cod. Real Cod. Real
1 -1 75,0 -1 0,15 0 6 0 55
2 1 90,0 -1 0,15 0 6 0 55
3 -1 75,0 1 0,50 0 6 0 55
4 1 90,0 1 0,50 0 6 0 55
5 -1 75,0 0 0,33 -1 2 0 55
6 1 90,0 0 0,33 -1 2 0 55
7 -1 75,0,0 0 0,33 1 10 0 55
8 1 90,0 0 0,33 1 10 0 55
9 -1 75,0 0 0,33 0 6 -1 40
10 1 90,0 0 0,33 0 6 -1 40
11 -1 75,0 0 0,33 0 6 1 70
12 1 90,0 0 0,33 0 6 1 70
13 0 82,5 -1 0,15 -1 2 0 55
14 0 82,5 1 0,50 -1 2 0 55
15 0 82,5 -1 0,15 1 10 0 55
16 0 82,5 1 0,50 1 10 0 55
17 0 82,5 0 0,33 -1 2 -1 40
18 0 82,5 0 0,33 1 10 -1 40
19 0 82,5 0 0,33 -1 2 1 70
20 0 82,5 0 0,33 1 10 1 70
21 0 82,5 -1 0,15 0 6 -1 40
22 0 82,5 1 0,50 0 6 -1 40
23 0 82,5 -1 0,15 0 6 1 70
24 0 82,5 1 0,50 0 6 1 70
25 0 82,5 0 0,33 0 6 0 55
26 0 82,5 0 0,33 0 6 0 55
27 0 82,5 0 0,33 0 6 0 55

3.2.3.3 - Extragéao por Dispersao de Matriz em Fase Sélida (DMFS)

As extragdes se deram inicialmente pela pesagem de uma quantidade
variavel do sorbente escolhido, de acordo com a variavel X1 e Xs, cujos niveis
selecionados podem ser visualizados na Tabela 3.5. Em um almofariz de ceramica,
foi adicionado 1% (m/v) do solvente de eluigédo utilizado em cada procedimento para
desativacao do sorbente, com o objetivo de facilitar e permitir a eluicdo dos compostos
de interesse. A mistura foi homogeneizada com um pistilo de ceramica, seguida pela
adicdo da amostra em quantidade fixa de 0,5 g. A mistura amostra-sorbente passa
por etapa de homogeneizagdo por maceragao em um tempo de 5 minutos com o
pistilo. A mistura final é transferida para uma seringa de vidro de 5 mL, com papel filtro

ao fundo, suavemente comprimida e fechada com papel no topo. Esta seringa é entao
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inserida em um coletor de extragao em fase solida (manifold), com adi¢gado de 5 mL do
solvente escolhido para cada extragao (variavel Xz, Tabela 3.5) para eluigéo, auxiliada
pelo uso de uma bomba de vacuo. Este sistema pode ser visualizado na Figura 3.4.
O liquido de eluicao coletado na camara do coletor é filtrado em membrana PTFE de

0,45 um (Analitica) e segue para a analise em sistema de UHPLC.

TABELA 3.5 - Variaveis estudadas para a extragdo por DMFS.

Simbolo Variaveis reais Variaveis codificadas
Min. (-1) PC (0) Max. (+1)

X1 Amostra-Sorbente (%m/m) 25 62,5 100

X2 Etanol/Agua (%V/v) 40 62,5 85

X3 Sorbente C18 - Florisil

PC=Ponto Central

FIGURA 3.4- Sistema de extragdo por DMFS para extrato de manga.

Com as variaveis selecionadas, foi utilizado o planejamento fatorial de
Doehlert duplicado, considerando um planejamento separado para cada um dos
sorbentes (Florisil e C18). Este planejamento resultou em 18 experimentos (9 para
cada sorbente), que foram realizados em ordem aleatdria, como pode ser visto na
Tabela 3.6.
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TABELA 3.6 — Planejamento fatorial do tipo Doehlert duplicado para a extragéo de residuos de
processamento de manga utilizando DMFS.

Amostra-Sorbente

Etanol/Agua (X2) Sorbente (X3)

(X1)
% m/m % viv -

Exp. Cod. Real Cod. Real Cod. Real
1 0 62,5 0 62,5 1 Florisil
2 0 62,5 0 62,5 1 Florisil
3 0 62,5 0 62,5 1 Florisil
4 1 100,0 0 62,5 1 Florisil
5 0,5 81,3 0,866 82,0 1 Florisil
6 -1 25,0 0 62,5 1 Florisil
7 -0,5 43,8 -0,866 43,0 1 Florisil
8 0,5 81,3 -0,866 43,0 1 Florisil
9 -0,5 43,8 0,866 82,0 1 Florisil
10 0 62,5 0 62,5 -1 Cc18
11 0 62,5 0 62,5 -1 C18
12 0 62,5 0 62,5 -1 C18
13 1 100,0 0 62,5 -1 C18
14 0,5 81,3 0,866 82,0 -1 C18
15 -1 25,0 0 62,5 -1 C18
16 -0,5 43,8 -0,866 43,0 -1 C18
17 0,5 81,3 -0,866 43,0 -1 C18
18 -0,5 43,8 0,866 82,0 -1 C18

3.2.3.4 - Extragéao Assistida por Homogeneizador em solugdes de liquidos
i6nicos (EAH-LIs)

Gozando da disponibilidade de diversas fontes de Lls, bem como a
discussao tedrica e pratica sobre seu carater verde e sua biodegradabilidade, a
parceria com o0 grupo de pesquisa do Institute of Sustainable and Environmental
Chemistry na Universidade de Leuphana, em Luneburg (Alemanha), se deu
principalmente na avaliacdo do uso pratico destes solventes para extragcao de
bioativos a partir de residuos de manga. Para isso, testes de triagem de diversas
formas de Lls foram realizadas, utilizando a técnica de extragdo por homogeneizador
como base para uma eficiente extracdo e também como comparagdo com os métodos

desenvolvidos utilizando misturas de agua e etanol.

As amostras foram pesadas de acordo com a relagao amostra-solvente
de cada experimento e transferidas para um tubo de plastico de 15 mL contendo 5 mL
do solvente selecionado. A extragdo foi realizada utilizando o equipamento
homogeneizador (IKA T25) na velocidade de 16.000 rpm. Nos testes de triagem, a

extragao foi feita com parametros fixados em 10 minutos e razdo amostra-solvente de
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0,1 g mL™". Ao fim das extragbes, as misturas foram centrifugadas por 10 minutos a
4.000 rpm (Hettich Rotanta 460) e o sobrenadante foi coletado e filtrado usando um

filtro de seringa de PTFE de 0,45 pm (Chromafil), seguindo para analise por HPLC.

a) Triagem dos liquidos idnicos

A selecao dos liquidos ibnicos e solventes escolhidos para os testes de
triagem (Tabela 3.7) foi realizada de acordo com a disponibilidade dos mesmos, bem
como a selecdo de um diverso tipo de anions e cations que constituem estes LIs. Um
dos fatores importantes para a consideracao da relevancia do uso destes Lls de forma
sustentavel na extracdo de compostos bioativos é a sua biodegradabilidade, visto que
a recuperacédo (ou reciclagem) dos liquidos iénicos, apesar de possivel, € um
processo custoso e demandante de energia e materiais. Desta forma, foram utilizados
testes de biodegradabilidade (CBT) realizados no proprio instituto de pesquisa
parceiro para selegdo dos compostos de triagem e tomada de decisdo para os
proximos testes de otimizagdo. Todos os Lls foram preparados em solugcbes de
concentragdes de 1 mol L' em agua ultrapura (tipo 1). Extragbes com etanol/agua
70%vn foram realizadas em triplicata com objetivo comparativo com as extragbes
otimizadas anteriormente com a técnica de homogeneizador (EAH-EtOH), como sera
relatado, sendo essa mistura considerada o melhor meio liquido para extracdo de
mangiferina e hiperosideo utilizando esta técnica. As significancias estatisticas das
diferengas entre as médias obtidas com cada meio extrator foram avaliadas de acordo

com o teste de Tukey (p<0,05), individualmente entre cada analito.

TABELA 3.7 — Solugbes selecionadas para o teste de triagem.

N° |Solvente Biodegradabilidade
o 52%
1 |Brometo de 1-etilpiridinio 17%
2 |Brometo de 1-butil-1-metilpirrolidinio - [C4MPyrr] Br 2%
3 |Cloreto de 1-octil-3-metilimidazdlio - [CsMIm] CI 2%
4  |Acetato de colina 84%
5 |Formato de 2-hidroxietilamdnio 61%
6 |Brometo de 1-etil-3-metilimidazdlio - [C2MIm] Br -4%
7 |Brometo de 1-butil-3-metilimidazélio - [C4aMIm] Br 3%
8 |Brometo de 1-hexil-3-metilimidazdlio - [CeMIm] Br 3%
9 |Brometo de 1-octil-3-metilimidazdlio - [CsMIm] Br 3%
10 |Brometo de 1-decil-3-metilimidazodlio - [C1oMIm] Br 2%
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b) Otimizacao da extragdo por EAH-LIs utilizando [CsMIm] Cl e acetato

de colina

Para ambos os liquidos idnicos selecionados para o aprofundamento
dos estudos de extracao, a otimizagao foi realizada utilizando um planejamento fatorial
de Box-Behnken, utilizando trés parametros de avaliacdo (concentragdo do liquido
iGnico, tempo de extracao e razdo amostra-solvente), como pode ser visto na Tabela
3.8.

TABELA 3.8 - Variaveis estudadas para a otimizacao da extragao por EAH-LIs utilizando [CsMIm]
Cl e Acetato de Colina

Simbolo Variaveis reais Variaveis codificadas
Min (-1) PC (0) Max (+1)
X Conce_r;ntragéo do Liquido l6nico 0.2 1.1 20
(mol L)
X2 Tempo (min) 5,0 17,5 30,0
X3 Amostra-solvente (g mL") 0,05 0,10 0,15

PC=Ponto Central

O planejamento fatorial para a otimizacdo da extragdo EAH-LIs
utilizando solugdes de [CsMim] Cl e acetato de etila como solventes pode ser visto na
Tabela 3.9. Para cada um dos dois LIs foram realizados, em ordem aleatoria, os 15

experimentos descritos para otimizacdo dos parametros selecionados.

TABELA 3.9 - Planejamento fatorial de Box-Behnken para otimizagdo da extragdo de EAH-LIs em
residuos de processamento de manga utilizando [CsMim] Cl como solvente.

Conc. do LI (X3) Tempo (X2) Amostra-solvente (X3)
(mol L) min g mL"1
Exp. Cod. Real Cod. Real Cod. Real
1 0 1,1 0 17,5 0 0,10
2 0 1,1 0 17,5 0 0,10
3 0 1,1 0 17,5 0 0,10
4 -1 0,2 -1 5,0 0 0,10
5 -1 0,2 1 30,0 0 0,10
6 1 2,0 -1 5,0 0 0,10
7 1 2,0 1 30,0 0 0,10
8 -1 0,2 0 17,5 -1 0,05
9 -1 0,2 0 17,5 1 0,15
10 1 2,0 0 17,5 -1 0,05
11 1 2,0 0 17,5 1 0,15
12 0 1,1 -1 5,0 -1 0,05
13 0 1,1 -1 5,0 1 0,15
14 0 1,1 1 30,0 -1 0,05
15 0 1,1 1 30,0 1 0,15
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3.2.4 — Comparacgéo entre diferentes métodos de secagem

Para comparagao entre os métodos de secagem em estufa e por
liofilizagao, foram realizados experimentos em triplicata utilizando a metodologia de
extragcdo assistida por homogeneizador em solug¢des etandlicas (EAH-EtOH). As
amostras RPM-LC de cada técnica de secagem foram pesadas (0,9 g) e transferidas
para um tubo Falcon de 15 mL, onde foram adicionados 3 mL de solugéo de etanol
70% (v/v) em agua. O tempo de extracao foi de 5 minutos com velocidade 20.500 rpm
(IKA T10 Basic). A mesma metodologia de extragao e preparo de amostra descrita no
item 3.2.3.1 foi utilizada. Para a comparagao entre as médias e determinagao das
diferencgas significativas, foi realizado o teste de Tukey (p<0,05) individualmente para

cada analito.

Para avaliacdo do perfil quimico das amostras obtidas a partir de
diferentes métodos de secagem, foram realizadas corridas cromatograficas
exploratérias com o objetivo de obter cromatogramas que contemplem todo o
gradiente de eluigdo. Estas leituras foram feitas no UHPLC da Waters, com os
mesmos parametros realizados para o método de quantificacdo descrito no item
3.2.2.2. O gradiente de eluicao também foi realizado com agua acidificada com acido
férmico (0,1%) e metanol, e evoluiu da seguinte forma: 0 min, 10% de metanol; 2 min,
10%; 22 min, 45%; 23 min, 100%; 26min, 100%.

3.2.5 — Comparacgéo entre diferentes amostras

Assim como na comparagao entre diferentes métodos de secagem,
também foram feitas analises comparativas entre as diferentes amostras de residuos
de manga obtidas. Estes ensaios foram realizados em triplicata, também utilizando o
método de extracdo por homogeneizador em mistura de etanol e agua (EAH-EtOH).
Os parametros foram os mesmos do teste anterior (0,3 g mL-', 70% etanol/agua, 5
minutos), que também foi analisado da mesma forma para quantificacao de
mangiferina e hiperosideo, bem como para obtengdo de um cromatograma
exploratorio, ja descrito no item 3.2.4. Assim como no ensaio anterior, as médias foram

comparadas de acordo com teste de Tukey (p<0,05).
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3.3 — Goiaba (Psidium guajava)

3.3.1 — Obtencéo e condicionamento de amostras de residuos
de processamento de goiaba

Diferentes amostras de residuos de processamento da fruta de goiaba
(Psidium guajava) foram obtidas, de acordo com a disponibilidade local, bem como
interesse cientifico e ensaios necessarios para discussdo das hipoteses levantadas.
Neste item serdo apresentados os métodos de obtencido e condicionamento destas

amostras para posterior extragcao e analise.

3.3.1.1 — Residuo de Processamento de Goiaba obtido a partir de processamento
Laboratorial de goiaba Organica (RPG/LO)

Frutas de goiaba (Psidium guajava) foram obtidas no comércio local
especializado em produtos organicos em Sao Carlos (SP), identificadas como
derivadas de producgao organica, com selo de certificagcado “Produto Organico Brasil”.
Nao foram disponibilizadas informagdes sobre a variedade da espécie de goiaba. As
frutas foram selecionadas de forma a rejeitar sinais evidentes de machucados,
queimaduras e doengas, bem como um estado de maturagao uniforme. Estas foram
levadas ao laboratério, onde ficaram armazenadas em bandejas de plasticos, cobertas
por plastico fiime, até apresentarem coloracdo externa amarelada, corte facil,
consisténcia macia e coloracdo interna predominantemente avermelhada,

caracteristicas da fruta madura (Figura 3.5 A).

As frutas foram higienizadas em &gua corrente para remogao de
sujeiras, seguido por enxague com agua destilada. Apds secas, elas foram cortadas
com o auxilio de uma faca de ago inox e seguiram para processamento em um
processador doméstico (Electrolux) (Figura 3.5 B), formando uma massa de aspecto
pastoso composta por todas as partes da fruta. Espelhando o processamento
industrial para produgédo de polpa de goiaba, esta pasta foi coada com o auxilio de
uma peneira doméstica de abertura média de 0,5 mm (Figura 3.5 C). A polpa de
goiaba, utilizada para producédo de sucos, doces e outros produtos alimenticios, foi
recolhida e armazenada. A fragao retida na peneira, i.e., a amostra de residuo de
processamento de goiaba, é consistida basicamente pelas sementes, partes da casca
e porcdes nao-soluveis e de aspecto fibroso da polpa, e foi recolhida para posterior
secagem e adequacao.
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FIGURA 3.5- Caracterizagéo das amostras de residuo de processamento de goiaba RPG/LO a partir da
fruta in natura (A), antes do processamento (B), depois do processamento e passando pelo processo
de coagem (C), levada a secagem (D), ap6s secagem (E) e amostra final apés moagem e peneiragéo

(F).

A amostra seguiu direto para secagem em estufa de circulagdo de ar
(Tecnal), feita em bandejas de aco, onde a amostra foi espalhada sobre uma camada
de papel antiaderente (Figura 3.5 D). Assim como feito nas amostras de manga, uma
porcao da amostra foi separada como aliquota para acompanhamento da variagao da
massa durante a secagem. Massa constante foi detectada em um intervalo de 2 horas
apos 48 horas de secagem, obtendo a amostra seca (Figura 3.5 E). Esta entdo seguiu
para moagem em moinho analitico (IKA), seguido por peneiragdo em peneira de inox
de abertura de 35 mesh (500 ym), obtendo a amostra final em estado sélido com
tamanho de particula padronizado em <500 um (Figura 3.5 F). Esta amostra foi

armazenada em contéiner vedado de vidro, em local protegido da luz, calor e umidade.

3.3.1.2 — Residuo de Processamento de Goiaba obtido a partir de processamento
Laboratorial de goiaba Convencional (RPG/LC)

Frutas de goiaba (Psidium guajava) foram obtidas no comércio local em

Sao Carlos (SP), identificadas como derivadas de produgédo convencional. Também

nao foram disponibilizadas informagdes sobre a variedade da espécie de goiaba. As
52



FIGURA 3.6— Caracterizagdo das amostras de residuo de pfoce

frutas foram selecionadas de forma a rejeitar sinais evidentes de machucados,
gueimaduras e doencgas, bem como um estado de maturagao uniforme (Figura 3.6 A).
O armazenamento, processamento e condicionamento da amostra de residuo de
processamento de goiaba se deu da mesma forma descrita na segao anterior (ltem
3.3.1.1). Diferentemente da amostra RPG/LO, a secagem da amostra RPG/LC se deu
por duas formas diferentes. A primeira com a técnica de secagem em estufa de
circulagédo de ar (Tecnal), como descrito na segao anterior, codificada aqui como
RPG/LC-E. A segunda se deu pela utilizagcdo da técnica de liofilizagdo (RPG/LC-L).
Apods o processamento da fruta, a fragao retida na peneira (Figura 3.6 B) foi transferida
para recipientes de polipropileno resistente e congelada em -20 °C. Apés 24 horas, as
amostras foram levadas ao equipamento de liofilizagdo (Thermo-Fisher), onde s&o
submetidas a uma temperatura de -50 °C e vacuo. As amostras foram submetidas a
este processo até obterem massa constante, medida por meio de aliquotas (Figura
3.6 C). ApGs secagem, as amostras liofilizadas foram submetidas ao mesmo processo
de moagem e peneiragdo descrito na se¢céo anterior, obtendo a amostra final (Figura
3.6 D).

“-.25" - .\'-"::{ -~ '

ssamento de goiaba RPG/LC-L a partir da

fruta in natura (A), apos processamento (B), apds secagem por liofilizagdo (C) e amostra final apos
moagem e peneiragao (D).

3.3.2 — Métodos cromatograficos, curvas analiticas e figuras de

mérito
Assim como ocorreu para as amostras de manga, foi desenvolvido mais
de um método analitico para detecgao e quantificacdo de vanilina e quercetina a partir
de amostras de residuo de processamento de goiaba. Um ensaio inicial mais amplo,
como estudo de conceito, foi feito em periodo de estagio no exterior na Universidade

de Leuphana, na Alemanha, com a técnica de extragao assistida por homogeneizador
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(EAH), utilizando solugdes etandlicas com a presenca de acido cloridrico. Em seguida,
por necessitar de tempos mais longos de extragao, a técnica de extragao assistida por
ultrassom (EAU) foi estudada como modelo ideal para esta proposta. De volta ao
Brasil, outra metodologia analitica foi desenvolvida para detecgéo e quantificagdo dos
mesmos analitos nas amostras obtidas com a EAU e demais analises. Estas
metodologias serdo descritas nesta secdo. As respostas dos experimentos foram
calculadas em termos de eficiéncia de extracdo dos marcadores de referéncia
selecionados para a goiaba (quercetina e vanilina), em base massica (mg kg™),
obtidas seguindo o mesmo método descrito para as amostras de manga no item 3.2.2

(Equacéo I).

3.3.2.1 — Extragao Assistida por Homogeneizador em solugdes etandlicas acidas
(EAH-HCI)

O sistema de cromatografia liquida utilizado foi o HPLC da Shimadzu,
acoplado a um detector UV de arranjo de fotodiodos (DAD). A separacao foi feita
utilizando a fase estacionaria Nucleodur C8 (3 uym; 2x125 mm), com um volume de
injecao de 2 uL, temperatura da coluna de 35 °C e comprimento de onda de detecgao
de 280 nm (vanilina) e 370 nm (quercetina). O gradiente de elui¢cao foi realizado com
um fluxo de 0,3 mL min-!, com inicio em 10% de metanol em agua (0,1% de acido
férmico), evoluindo da seguinte forma: 0 min, 10%; 5 min, 20%; 12 min, 35%; 32 min,
56%; 35 min, 100%.

Para o célculo das curvas analiticas, uma solugédo-estoque de 20 mg L™
de vanilina e quercetina foi realizada pesando os respectivos padrbes analiticos e
diluindo-os em solugao de etanol, agua e acido cloridrico (HCI) de forma a formar uma
solugdo aquosa de 1 mol L' do acido e 70%, em volume, de etanol. Esta solugdo-
estoque foi diluida de forma a obter solugdes de 10, 5, 1, 0,5e 0,1 mg L', sendo assim
uma curva analitica sem a presenca da matriz. Foram realizados os calculos da
regressao linear da curva analitica, bem como os fatores de linearidade e limites de

deteccao e quantificagao, de acordo com os métodos descritos no item 3.2.2.1.
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3.3.2.2 - Extragao Assistida por Ultrassom em solugées acidas (EAU-HCI) e
demais analises

Para as analises dos extratos obtidos com a técnica de ultrassom (EAU-
HCI) e demais ensaios, foi utilizado o equipamento de UHPLC da Waters, com
deteccgdo do espectro UV-Vis utilizado o detector de arranjo de diodos (DAD). A fase
estacionaria utilizada foi a Acquity BEH C8, (1,7 uym; 2,1 x 50 mm), com temperatura
de 35 °C. O volume de injegao foi de 2 yL, em um gradiente de eluigdo que se inicia
em 20% de metanol em agua (0,1% de acido férmico), seguindo o gradiente da
seguinte maneira: 0 min, 20%; 2 min, 20%; 17 min, 42%; 18 min, 100%. As areas das
bandas da vanilina foram aferidas a partir do cromatograma selecionado no
comprimento de onda de 280 nm, enquanto para a quercetina o comprimento de onda
foi de 370 nm.

Solugdes-estoque de 100 mg L' de quercetina e vanilina foram
preparadas ao pesar os padrdes analiticos dos compostos e solubiliza-los em uma
solugdo aquosa de etanol 70% (v/v) e 1 mol L' de HCI. Para a curva analitica, esta
solugdo-estoque foi diluida no mesmo solvente para se obter solugdes de
concentragdo de 20, 15, 10, 5, 4 e 2,5 mg L-'. Novamente foi realizada apenas a curva
analitica sem a presenga da matriz. Assim como na sec¢éo anterior, os calculos da
regressao linear, os parametros de linearidade e limites de deteccao e quantificagao

foram realizados da mesma forma descrita no item 3.2.2.1.

3.3.3 — Metodologias de extracédo e planejamentos fatoriais

3.3.3.1 — Extracao Assistida por Homogeneizador em solugdes etandlicas acidas
(EAH-HCI)

As extragbes assistidas por homogeneizador se deram, assim como
descrito no item 3.2.3.1, utilizando o equipamento homogeneizador de alta velocidade
de rotagao (IKA T25 basic). Para determinagao dos melhores parametros de tempo e
concentracao acida para extracao de vanilina e quercetina, um planejamento fatorial
do tipo composto central de face centrada foi realizado. Os niveis selecionados para
as duas variaveis que foram utilizados no planejamento fatorial estdo listados na
Tabela 3.10.
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TABELA 3.10 — Variaveis estudadas para a otimizagédo da extragdo por EAH-HCI com meio acido
para residuo de goiaba.

Simbolo Variaveis reais Variaveis codificadas
Min (-1) PC (0) Max (+1)
X1 Concentragédo de HCI (mol L) 0,01 0,50 1,00
X2 Tempo (min) 30 105 180

PC=Ponto Central

Para realizagdo das extragdes, 1 g da amostra RPG/LO foi pesada e
adicionada a um tubo Falcon de 50 mL, onde foram adicionados 10 mL da solugao
aquosa de etanol 70% (v/v) e X1 mol L-' de HCI. Desta forma, a razao amostra-solvente
foi fixada em 0,1 g mL-!, bem como a concentragéo de etanol na solugdo (70% v/v). A
mistura solido-liquido foi levada a extracdo por homogeneizador, mantida em
constante rotacdo de 11,000 rpm pelo tempo de X2 min. Apds o fim da extracao, os
extratos foram levados a centrifugagdo (Hettich Rotanta 460) em temperatura
ambiente por 10 minutos. O sobrenadante foi entdo coletado e filtrado em filtro de
seringa PTFE de 0,45 pm (Chromafil), seguindo para injegdo no sistema de
cromatografia liquida (HPLC). Os experimentos que consistem o planejamento fatorial
de composto central, selecionado para a otimizagao desta extragéo, podem ser vistos
na Tabela 3.11. Eles foram realizados de acordo com a metodologia descrita e em

ordem aleatoria.

TABELA 3.11 — Planejamento fatorial de face centrada para a otimizagdo da extragéo de quercetina
e vanilina utilizado EAH-HCI a partir de residuos de processamento de goiaba.

Concentragao de HCI Tempo
(X1) (X2)
(mol L) min
Exp. Cod. Real Cod. Real
1 0 0,50 0 105
2 0 0,50 0 105
3 0 0,50 0 105
4 1 1,00 1 180
5 1 1,00 -1 30
6 -1 0,01 1 180
7 -1 0,01 -1 30
8 -1 0,01 0 105
9 1 1,00 0 105
10 0 0,50 1 180
11 0 0,50 -1 30
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3.3.3.2 — Extragdo Assistida por Ultrassom em solugdes etandlicas acidas (EAU-
HCI)

Seguindo o estudo de viabilidade de extragcbes de residuos de
processamento de goiaba com a utilizagdo de acidos, a partir da detecgado e
quantificacdo de quercetina e vanilina, foram realizados diferentes ensaios utilizando

a técnica de extracao assistida por ultrassom (EAU).

a) Estudo temporal com HCI e acido orgénicos verdes

Por se tratar de uma extragao que inclui reagdes de hidrélise acida das
ligagbes entre as moléculas fendlicas e suas cadeias de agucar, foi realizado um
ensaio da evolugao da concentracédo dos analitos de acordo com o tempo de extracéo
em uma solugao fixa 70% de etanol em agua (v/v), com e sem a presenca de HCI
(1 mol L"). 0,4 g da amostra RPG/LO foram pesadas e adicionadas a um tubo do tipo
Falcon de 15 mL, onde 2 mL do solvente foram adicionados. Os tubos foram levados
a um banho de ultrassom (EIma), que opera na frequéncia de 37 kHz, em aquecimento
na temperatura de 65 °C (x 5 °C), que foi monitorada com um termémetro de mercurio.
Foram realizados experimentos, em triplicata, com tempos de extracao de 10, 30, 60,
90, 120, 150 e 180 minutos. Em seguida, foi adicionado 0,2 g de bicarbonato de sédio
(Na2HCOs3) para neutralizagdo da solugdo, que foi agitada diversas vezes até as
bolhas geradas pela reagao de neutralizagao cessarem. O pH da solugao foi aferido
por tiras de pH para assegurar neutralidade. Os extratos foram levados a
centrifugacéo (Hettich Mikro 185) a 10,000 rpm por 10 minutos. Os sobrenadantes
foram coletados e filtrados em filtro de seringa de membrana PTFE de 0,45 ym

(Analitica) e seguiram para inje¢ao no UHPLC.

Com o objetivo de comparar e avaliar a melhor sele¢ao do acido utilizado
para a metodologia de extragdo acida desenvolvida, trés acido orgéanicos
considerados “verdes”, de acordo com métrica desenvolvida pela GSK'8' foram
selecionados: acido citrico, acido acético e acido ascoérbico. Para efeito de
comparacao, foi utilizada a mesma metodologia descrita acima, porém apenas com o
tempo de extracdo de 90 minutos. Os experimentos foram feitos em triplicata,
utiizando como base o mesmo solvente etandlico (70% v/v em agua), em
concentragdes de 1 mol L' para os acidos acético e citrico e 0,5 mol L-! para o acido

ascorbico. O motivo das diferentes concentracdes € a solubilidade limitada do acido
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ascorbico em etanol 70%, ndo permitindo o preparo de uma solugdo 1 mol L. Os

testes foram feitos em triplicata.

b) Otimizacdo da EAU-HCI com planejamento fatorial

Para otimizar os parametros que circundam o método de extragcdo por
ultrassom com solugdes etandlicas na presenca de HCI, foi preparado um
planejamento fatorial do tipo Box-Behnken, cujas variaveis e seus niveis estao

apresentados na Tabela 3.12.

TABELA 3.12 — Variaveis estudadas para a extragédo de residuos de processamento de goiaba por

EAU-HCI.
Simbolo Variaveis reais Variaveis codificadas
Min (-1) PC (0) Max (+1)
X1 % Etanol/Agua (%v/v) 60 70 80
X2 Amostra-Solvente (g mL") 0,10 0,20 0,30
X3 Tempo (min) 60 90 120

Xa Concentragéo de HCI (mol L") 0,50 1,25 2,00
PC=Ponto Central

As extracbes se deram primeiramente pela pesagem da amostra
RPG/LC, cuja massa variou de acordo com o parametro X2, mantendo fixo o volume
do solvente selecionado em 2 mL, cuja concentragao de etanol e de HCI se deu de
acordo com as variaveis X1 e X4. As extragbes foram realizadas em tubos Falcon de
15 mL, que foram levados ao banho ultrassénico, também mantido em 65 °C, e
permaneceram pelo tempo ditado pela variavel X3. Apés o tempo de extragdo, os
extratos foram neutralizados, centrifugados (Hettich Mikro 185), filtrados (PTFE 0,45
pMm, Analitica) e levados para injecédo no equipamento de UHPLC, da mesma forma
descrita no item a). Os experimentos do planejamento fatorial de Box-Behnken, bem
como as variaveis que o compodem, codificadas e reais, podem ser visualizados na
Tabela 3.13. Estes foram ordenados de forma aleatéria para realizacdo dos ensaios,

que seguiram de acordo com a metodologia descrita.
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TABELA 3.13 — Planejamento fatorial Box-Behnken para a extragdo de quercetina e vanilina de
residuos de processamento de goiaba utilizando EAU-HCI.

EtanoIIAgua Amostra-Solvente = Tempo Conc. HCI
(X7) (X2) (X3) (X4)
% viv g mL"1 min mol L1
Exp. Cod. Real Cod. Real Cod. Real Cod. Real
1 -1 60 -1 0,10 0 90 0 1,25
2 1 80 -1 0,10 0 90 0 1,25
3 -1 60 1 0,30 0 90 0 1,25
4 1 80 1 0,30 0 90 0 1,25
5 -1 60 0 0,20 -1 60 0 1,25
6 1 80 0 0,20 -1 60 0 1,25
7 -1 60 0 0,20 1 120 0 1,25
8 1 80 0 0,20 1 120 0 1,25
9 -1 60 0 0,20 0 90 -1 0,50
10 1 80 0 0,20 0 90 -1 0,50
11 -1 60 0 0,20 0 90 1 2,00
12 1 80 0 0,20 0 90 1 2,00
13 0 70 -1 0,10 -1 60 0 1,25
14 0 70 1 0,30 -1 60 0 1,25
15 0 70 -1 0,10 1 120 0 1,25
16 0 70 1 0,30 1 120 0 1,25
17 0 70 0 0,20 -1 60 -1 0,50
18 0 70 0 0,20 1 120 -1 0,50
19 0 70 0 0,20 -1 60 1 2,00
20 0 70 0 0,20 1 120 1 2,00
21 0 70 -1 0,10 0 90 -1 0,50
22 0 70 1 0,30 0 90 -1 0,50
23 0 70 -1 0,10 0 90 1 2,00
24 0 70 1 0,30 0 90 1 2,00
25 0 70 0 0,20 0 90 0 1,25
26 0 70 0 0,20 0 90 0 1,25
27 0 70 0 0,20 0 90 0 1,25

3.3.4 — Comparacéo entre diferentes métodos de secagem

Assim como descrito na secdo sobre os metodos de obtencdo e
condicionamento das amostras de residuo de processamento de goiaba, a amostra
RPG/LC passou por duas metodologias de secagem diferentes para efeitos de
comparacgao da eficiéncia de extragao de quercetina e vanilina. Para isso, foram feitas
extragbes em triplicata para cada amostra utilizando a extracdo assistida por
ultrassom em solugao acida de HCI (EAU-HCI). As amostras de residuo de goiaba
obtidas a partir da secagem em estufa de circulagdo de ar (RPG/LC-E) e por
liofilizagdo (RPG/LC-L) foram pesadas (0,4 g) e transferidas para um tubo Falcon de

15 mL, onde foram adicionados 2 mL de uma solug¢ao de 70% (v/v) de etanol em agua
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e 1 mol L' de HCI. O tempo de extragdo em banho de ultrassom foi de 90 minutos,
seguindo a mesma metodologia ja descrita no item 3.3.3.2 (EAU-HCI) até a inje¢éo no
sistema de cromatografia liquida. As médias de eficiéncia de extragdo obtidas a partir
das triplicatas foram comparadas para avaliar as diferencas estatisticas de acordo

com o teste de Tukey (p<0,05).

Para avaliacdo do perfil quimico das amostras obtidas a partir de
diferentes métodos de secagem, foram realizadas corridas cromatograficas
exploratérias com o objetivo de obter cromatogramas que contemplem todo o
gradiente de eluicao. Estas leituras foram feitas no UHPLC da Waters, com detecgéo
do espectro UV-Vis utilizado o detector de arranjo de diodos (DAD). A fase
estacionaria utilizada foi a Acquity BEH C8, (1,7 um; 2,1 x 50 mm), com temperatura
de 35 °C e volume de injegao de 2 pL. O gradiente de elui¢ao foi realizado com agua
acidificada com acido formico (0,1%) e metanol, e evoluiu da seguinte forma: 0 min,
10% de metanol; 2 min, 10%; 17 min, 100%; 20 min, 100%.

3.3.6 — Comparacéo entre diferentes amostras

Assim como para a manga, também foram avaliadas as presengas de
quercetina e vanilina nas diferentes amostras obtidas de residuo de goiaba (RPG/LO
e RPG/LC), ambas obtidas a partir de secagem em liofilizador. Os mesmos
parametros utilizados para a comparacgao entre diferentes métodos de secagem foram
utilizados, em triplicata, com a técnica de extragédo por ultrassom (EAU-HCI). O teste
de Tukey (p<0,05) foi utilizado para avaliagao das diferengas significativas entre as
médias. Também foram realizadas corridas cromatograficas exploratodrias, ja descritas

no item anterior.

3.4 — Laranja (Citrus sinensis)

3.4.1 — Obtencéo e condicionamento das amostras
Frutas de laranja (Citrus sinensis) derivadas de produgdo do tipo
agroflorestal foram obtidas a partir de produtores parceiros (Santa Cruz do Rio Pardo,
SP). Estas foram lavadas em agua corrente e enxaguadas com agua destilada. Apos

secas, as frutas foram descascadas com uma faca de aco inox, obtendo apenas a
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casca, definida aqui como parte do residuo de processamento da laranja. As cascas
foram secas em estufa de circulagao de ar (Tecnal), moidas em liquidificador industrial
(Fiochi), peneiradas em peneira de inox de 18 mesh (1 mm) de abertura e finalmente

acondicionadas em recipiente de vidro, protegido da luz, umidade e calor.

3.4.2 — Método cromatografico e curva analitica
Os métodos cromatograficos desenvolvidos para a deteccao e
quantificacdo de hesperidina em amostras de casca de laranja foram desenvolvidos
em equipamento de UHPLC da Waters, com detecgdo em detector de arranjo de
diodos (DAD). A fase estacionaria utilizada foi a Acquity CSH C8 (1.7 pym, 2.1 x 100
mm), com uma injecdo de 1 uL das amostras e utilizando agua ultrapura e metanol

como solventes para o gradiente de eluigdo.

Para o método de determinacao de hesperidina, a coluna foi aquecida a
35 °C e foi condicionada em 10% de metanol em agua, com o gradiente de eluigéo
evoluindo da seguinte forma: 0 min, 10%; 2 min, 20%; 7 min, 27,5%; 8 min, 100%. A
deteccgéo de hesperidina e a integracao das areas de banda correspondentes foram
feitas em comprimento de onda de 280 nm. Para a estimativa da concentragao, foram
realizadas curvas analiticas a partir de uma solugdo-estoque de 324 mg L' de padréo
analitico de hesperidina em metanol (TEDIA, grau HPLC), que foi diluida de forma a

obter as concentragdes de 256, 188, 120, e 52 mg L.

Foi realizada a conversdo da unidade de concentragao dos analitos de
mg L' para mg g', assim como descrito anteriormente na introdugdo do item 3.2.2,
exceto com a mudanga para a massa dos analitos por gramas, invés de quilogramas,

por conta da maior grandeza de eficiéncia de extragao obtida nestes ensaios.

3.4.3 — Parametros de Hansen e teste de solubilidade
Os HSPs das substancias estudadas neste ensaio foram determinados
tanto da forma tedrica como da forma empirica, para efeitos de comparacao e
validagao do método tedrico. Além disso, no método empirico é possivel determinar o
raio da esfera de solubilidade de Hansen (Ro), parametro que n&o pode ser

determinado de forma tedrica.
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Utilizando a ferramenta DIY do software HSPIP (verséo 5.0.03), foi
possivel obter os valores teodricos de dp, dp € &+ da hesperidina ao inserir seu descritor
SMILES. Ja para a determinacdo empirica dos HSPs, foi realizado um teste de
solubilidade ao adicionar 1 mL dos solventes a 1 mg do padrdo analitico de
hesperidina, seguido de agitagdo. O calculo dos HSPs é feito a partir de pontuagdes
de 1 a 5 dadas a cada solvente, baseadas na capacidade do mesmo de solubilizar a
substancia estudada. A pontuacéo foi dada de forma qualitativa, ou seja, por analise
visual da mistura solvente e soluto (Figura 3.7). Os solventes receberam a pontuagao
de 1 ou 2 se obtiveram uma solugéo limpida e transparente; as pontuagées 3 ou 4
foram dadas a misturas levemente turvas, com aparente presenca de solidos em
suspensao; a pontuacao 5 foi dada as misturas turvas e com presenca de solidos no

fundo do frasco.

FIGURA 3.7 — Ensaios de solubilidade para determinagéo empirica dos parametros de Hansen. Os frascos
representam exemplos da analise qualitativa de solubilidade da hesperidina e suas pontuagdes.

A diferenciacao das notas enquadradas nas mesmas categorias (1/2 e
3/4) foi dada por comparagao visual entre os frascos. Todos os solventes utilizados
para este teste podem ser vistos na Tabela 3.14, classificados de acordo com a sua

polaridade e periculosidade, obtidos a partir do guia de solventes verdes Chem21%3.
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TABELA 3.14 — Solventes utilizados para testes de solubilidade de hesperidina, suas polaridades e
classificagbes de acordo com o guia de solventes verdes Chem?21.

Polaridade dos solventes
Polar proético Polar aprético Apolar
1-Butanol (BuOH) Etil acetato Ccclohexano
Etanol (EtOH) Metil Etil Cetona (MEK) Heptano
Metanol (MeOH) o drolg}(’) g ?&isenona) d-Limoneno
2-Propanol Acetonitrila (MeCN) Tolueno
Agua (H20) Dimetil sulféxido (DMSO) a-Pineno
Acido acético Diclorometano (DCM) Hexano
Anidrido acético Tetrahidrofurano (THF 1,4-Dioxano
Etileno Glicol (EG) Acetona Tetracloreto de carbono
Acido Férmico Dimetilacetamida (DMACc) Cloroférmio

Dimetilformamida (DMF) Dietil Eter

Benzeno

|  Recomendado | Problematico Perigoso Altamente perigoso

Ao inserir os valores das pontuacdes de solubilidade de cada solvente
para a substancia estudada no software HSPIiP, o programa calcula, através de
diversas iteragbes, os valores de dp, &p, 8H € Ro de hesperidina que melhor se
aproximam das pontuagdes dadas. Isto €, o programa encontra os melhores
parametros possiveis que fagam com que os solventes com melhor pontuacao
estejam dentro da esfera de solubilidade, e os solventes com pior pontuagao estejam
fora. Os valores dos parametros de Hansen dos solventes sdo pré-determinados pela
prépria biblioteca encontrada no programa, exceto os do solvente Cyrene
(Dihidrolevoglucosenona), que foram calculados utilizando a ferramenta DIY a partir

de sua estrutura molecular.

Baseado na esfera de Hansen, foi possivel determinar o parametro de
diferenca de energia relativa (RED, na sigla em inglés), que auxilia na determinagao
da habilidade de um solvente solubilizar um soluto a partir da distancia Ra entre o
ponto do solvente e do soluto no espago de Hansen (Equagao V). Como pode ser
visto na Equacéao VI, um RED<1 sugere uma alta afinidade soluto solvente (solvente
dentro da esfera de Hansen do soluto), enquanto RED>1 demonstra uma baixa
afinidade (fora da esfera) e RED=1 sugere uma situacdo limitrofe entre as duas
condi¢des (superficie da esfera). Desta forma, a partir de uma aproximagéao teorica
baseada nos parametros obtidos de forma empirica, € possivel estimar que quanto

menor o valor de RED, maior é a solubilidade do solvente para este soluto.
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Equacao V |

2 2 2
Ra = \/4(6D,solvente - 8D,soluto) + (SP,solvente - 8P,soluto) + (SH,solvente - 8H,soluto)

~ _ R,
Equacdo VI RED = /Ro

O célculo do RED permite, portanto, encontrar solventes e misturas de
solventes, no plano teérico, que otimizem a solubilidade dos solutos estudados a partir
da minimizacdo deste parametro. Para isso, foram utilizados os parametros de
Hansen (&b, &p, 1) encontrados na biblioteca do software para solventes puros. Os
parametros das misturas binarias e ternarias sao obtidos a partir da média ponderada
dos solventes que as compdem, multiplicando os valores individuais dos parametros
de cada solvente por sua fragdo volumétrica na mistura (Equagao VII). Para misturas

binarias, o ultimo componente da equacao € nulo (apenas solventes i e j).

Equacéao VIl |
8X = (SX,solventei X QPsolvente i) + (SX,solventej X (psolventej) + (SX,solventek X Qsolvente k)
sendo:
Ox = cada um dos parametros de Hansen da mistura;

Ox solvente ij,k = O parametro de Hansen equivalente do solvente puro que

compoe a mistura;

QPsolvente ijk = @ fracdo volumétrica do solvente na mistura.

Dotado da Equacgao V, Equacédo VI e Equagao VIl e os dados dos
parametros de Hansen dos solventes puros, & possivel obter os valores de fragao
volumétrica ¢ que minimizem o valor de RED de misturas binarias e ternarias de
solventes para hesperidina. Para isso, o software Microsoft Office Excel, munido da
ferramenta Solver, foi utilizado de forma a obter as fragdes volumétricas que possam

minimizar os valores de RED. O Solver (método Evolutionary) se utiliza de uma
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metodologia de calculo através da qual realiza diversas iteragcdes entre as células
variaveis (¢), de acordo com as restricdes configuradas (neste caso, 0<@<1), até

encontrar as variaveis que minimizem o valor da célula-objetivo (RED).

3.4.4 — Ensaios de extragcbes de solventes puros e misturas

Para a avaliagdo da extracdo de hesperidina, foram pesadas 250 mg da
amostra de cascas de laranja e adicionadas a 5 mL do solvente, seguido por
homogeneizagcdao tal como ja descrito para as Extragbes Assistidas por
Homogeneizador (EAH). O equipamento IKA T10 basic foi utilizado por 2 minutos a
14,450 rpm. Diferentes tipos de extracdo foram realizados. No primeiro tipo, em
Temperatura Ambiente (EAH-TA), a extracao foi realizada sem aquecimento e com os
solventes e misturas encontrados com menor valor de RED a partir do calculo
explicitado no item anterior. Para uma melhor investigagcdo da capacidade de extragcao
do solvente Cyrene em maiores temperaturas, também foi feito um teste de extragcao
a Quente (EAH-Q), onde a mistura sdélido-liquido foi levada ao aquecimento a 65 °C
por 2 horas, e entdo passou pelo mesmo procedimento descrito para a EAH-TA. Os
extratos foram centrifugados a 10,000 rpm a 10°C por 10 minutos, o sobrenadante
coletado e filtrado em filtros de seringa de PTFE de 0,45 um (Analitica), seguido por
analise em UHPLC.

3.5 — Analises quimiométricas

O uso de planejamentos fatoriais, escolhidos de acordo com as
caracteristicas proprias de cada método de extracao e seus parametros selecionados,
permite a avaliacdo multivariada da influéncia destes parametros na eficiéncia de
extracdo dos compostos selecionados como marcadores de referéncia dos extratos
bioativos. A partir destes planejamentos e os resultados obtidos para cada
experimento, € possivel realizar andlises estatisticas para avaliar como cada
parametro pode influenciar na eficiéncia de extracao, e desta forma obter os valores
destes parametros que otimizam as respostas dentro dos niveis selecionados. Neste
item serdo apresentadas as metodologias utilizadas nestas analises. Todos os

calculos descritos neste item foram realizados em Microsoft Office Excel (Professional
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Plus 2019), com exceg¢ao dos modelos polinomiais, que foram realizados no software

livre GNU Octave (versdo 4.2.1)182,

3.5.1 — Codificagdo das variaveis

Para que os planejamentos fatoriais possibilitem o calculo dos efeitos
dos parametros e posterior calculo dos modelos polinomiais e superficies de resposta,
€ necessario que as variaveis sejam codificadas (ou normalizadas). Para efeito de
todos os planejamentos descritos nesta tese, os niveis maximos (Xmax) selecionados
foram codificados como +1 e os niveis minimos (Xmin) como -1. Para codificagédo
(transformacdo de variaveis em valores reais para codificados) e decodificagao
(transformacao de valores codificados para valores reais), dois fatores devem ser
calculados, aqui chamados de a e b (Equacéao VIIl e Equacéo IX). Com estes fatores
€ possivel fazer o célculo das variaveis codificadas (x;) e das variaveis reais (x;), de

acordo com a Equacéao X e Equacgao XI.

N Xmax + Xmi
Equacdo VIl a = w
Xmax — Xmin

Equagdo IX b = 5

Equacao X x; =

Equagdo XI x; = (x; *b) +a

3.5.2 — Estimativa dos efeitos das variaveis
A estimativa dos efeitos de cada variavel e suas interagdes é calculada
a partir da diferengca entre as respostas de cada variavel em niveis maximos e
minimos. Para isso, em cada variavel ou interagcédo entre variaveis (xi), sao feitas as
médias de todas as respostas obtidas em niveis maximos desta variavel (y™i¥) e de
nivel minimo (y™"), sendo m o nimero do experimento. A diferenca entre elas é a
estimativa do efeito (E,,), como pode ser visto na Equagéo XII. Para interagées entre

variaveis, 0s niveis maximos € minimos sao determinados pela multiplicagao entre os
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valores codificados de cada variavel para cada experimento. Desta forma, para o
calculo do efeito da interagdo entre as variaveis x1 e X2, por exemplo, em cada
experimento € calculada a variavel codificada x12, que € resultante do produto entre
as variaveis codificadas x1 e x2. Os valores de efeito também s&o estimados em
porcentagem (Ef{‘;), obtidos a partir do quadrado dos valores de efeito em relacédo a

soma dos quadrados de todas as variaveis e suas interagdes (Equagao Xlll).

max 5 min :

n max n min

_ Ym=1 Ym _ Ym=1 Ym
nméx nmin

Equagdo XIl  E,,

0 E%;
Equacao Xl E,fz =—100

Y EZ,

Os valores encontrados de efeito em termos de valores brutos e de
porcentagem foram plotados em graficos de barras para comparagdo, que serao

incluidos no Apéndice 1 para consulta.

3.5.3 — Funcéo desejabilidade

Para quando a otimizacdo das variaveis das diferentes técnicas de
extracao resultou em parametros significativamente diferentes entre as respostas,
uma funcao de desejabilidade foi calculada com o objetivo de unificar as eficiéncias
de extracdo em uma unica resposta, obtendo parametros que otimizem a extracao
dos compostos simultaneamente. Para isto, a Equacao XIV e a Equacédo XV foram
utilizadas. Desta forma, os valores de desejabilidade global (D), situados entre os
valores de 0 e 1, demonstram um valor desejavel quando proximos do maximo, i.e.

quando ambas respostas estdo proximas do valor maximo obtido.

i S
Equagdo XIV  d; = (?_LL)

Equacdo XV D =13/d, X d,
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sendo:

di = a funcao desejabilidade de cada resposta;

yi = as respostas em cada experimento;

L = o menor valor aceitavel (menor resposta obtida);
T = o valor alvo (maior resposta obtida);

S = 0 peso (no caso, s=1 para fungao linear)

Os resultados para a funcado desejabilidade, calculados para cada
experimento do planejamento fatorial, podem também ser analisados de acordo com
a metodologia de superficie de resposta, permitindo avaliar em quais parametros &
possivel obter uma resposta que otimize simultaneamente a eficiéncia de extragao de

todas as respostas obtidas (D=1, ou proximo de 1).

3.5.4 — Modelagem e metodologia de superficie de resposta

Para obtencdo de uma superficie de resposta que simule o efeito das
variaveis nas respostas, e consequentemente encontrar pontos de otimizacao e
verificar tendéncias, € necessario fazer o ajuste dos dados de resposta obtidos em um
modelo polinomial de segunda ordem (Equagao XVI). Utilizando um software de
calculo matricial (Octave), é possivel realizar este ajuste ao utilizar uma rotina pré-
programada, obtendo os valores dos coeficientes (B), que permitem a plotagem das
superficies de resposta, bem como as analises de variancia (ANOVA) do modelo. As
tabelas ANOVA dos modelos polinomiais calculados neste trabalho podem ser

encontradas no Apéndice 2 para consulta.

~ k * k * k * %
Equagdio XVI y = Bo + X1 Bjx; + X521 Bjj¥; ‘+ X Yicj=2 BijXi X
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sendo:
y = a resposta;
B = os coeficientes do modelo polinomial;

x* = as variaveis codificadas;

A partir dos coeficientes obtidos, também ¢é possivel fazer a
determinacao do ponto 6timo de cada extracdo de acordo com a faixa de niveis
selecionados para cada variavel. Para isso, o add-on Solver, do Excel, foi utilizado no
modo Evolutionary, selecionando a resposta y como célula-alvo para maximizagao e
as variaveis x* como células-variaveis. As restricdes foram determinadas para nao
permitir iteragdes com valores de x* maiores do que 1 ou menores do que -1 para

todas as variaveis.

3.6 — Ensaios biolégicos

3.6.1 — Atividade algicida (R. subcapitata)

Os ensaios de atividade algicida foram realizados em parceria com
pesquisadores da Universidade de Leuphana, Alemanha, em periodo de estagio
doutoral no exterior. Extratos de provenientes de residuos de processamento de
manga e solugdes de padrdes analiticos dos marcadores de referéncia mangiferina e
hiperosideo foram testados de acordo com a inibicdo de crescimento de algas
Raphidocelis subcapitata (também previamente conhecidas como Pseudokirchneriella
Subcapitata). Os testes foram realizados de acordo com o guia 201 da OECD,
seguindo seus critérios de validagado'®. As algas da espécie R. subcapitata foram
selecionadas como organismo teste e cultivadas em meio de cultura OECD, de acordo

com composicao listada na Tabela 3.15.
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TABELA 3.15 — Composicao do meio de cultura OECD.

a Concentragao
Substéancia (g L
NHa4CI 1,5
MgCl2 * 6H20 1,2
CaCl2* 2H20 1,8
MgSO4 * 7H20 1,5
KH2PO4 0,16
FeCls * 6H20 0,064
NaEDTA * 2H20 0,1
H3BO3? 0,185
MnClI * 4H20 0,415
ZnCl2 0,003
CoCl2* 6H20 0,0015
CuCl2* 2H20 0,00001
Na2MoO4 * 2H20 0,007
NaHCOs 50,0

O ensaio foi realizado em placas de cultura de 24 pocgos (Greiner Bio-
One), com densidade celular inicial de 10.000 células mL-' e volume total de 2 mL. As
solugdes-estoque (em DMSO) e os extratos foram adicionados a cada pogo da placa
de forma a obter de 6 a 9 diferentes concentragdes para cada ensaio, entdo
completadas com o solvente da solucao testada de forma a obter a mesma quantidade
de solvente em cada pogo. Os testes brancos (apenas solvente) e controle (cultura da
alga e solvente) foram tratados da mesma forma que as solugdes testadas e todos os
tratamentos foram feitos em duplicata em cada placa e repetidos uma vez, resultando

no total de 4 repeticbes para cada tratamento.

Os extratos utilizados foram os mesmos relatados no item 3.2.3.4 (EAH-
LlIs), utilizando extracao assistida por homogeneizador, a 16,000 rpm, por 10 minutos
e 0,1 g mL" de razdo amostra-solvente. Estes foram analisados e quantificados
quanto a mangiferina (58,5 mg L") e hiperosideo (75,2 mg L"), bem como relatado
nas sessodes anteriores relativas a metodologia EAH-LIs (ver Caps. 3.2.2.3 € 3.2.3.4).
As solugdes-estoque foram preparadas a partir dos padrdes analiticos, diluidos em
DMSO. Os extratos foram esterilizados por filtragdo em filtro de seringa com
membrana (Machery-Nagel). Os pratos foram incubados por 72 horas a 23 + 2 °C sob
iluminagdo constante de 100 uE m? s e agitagdo de 160 rpm com o auxilio de um
shaker. A cada intervalo de 24 horas, até 72 horas, a densidade celular foi quantificada
a partir da fluorescéncia da clorofila a, presente nas algas, através de curva analitica
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realizada com diferentes concentragdes do meio celular das algas (intervalo de 5.000
a 100.000 células mL-"). Foi utilizado o equipamento de leitura de fluorescéncia em
placas de cultura (Synergy HT), com excitagcdo no comprimento de onda de 450 nm e
detecgdo da emissao de fluorescéncia em 680 nm. Os limites de detecgao (LD) e de
quantificacdo (LQ) foram calculados para esta curva analitica utilizando o software
DINTEST 2000. Antes da leitura da fluorescéncia, as placas foram tampadas, seladas

com parafilm e agitadas para obter homogeneidade da suspensao de células de alga.

A inibicdo de crescimento das algas foi calculada de acordo com a
Equacao XVIl e a Equacgao XVIII, onde: py é a taxa de crescimento, calculada para o
controle (Jcontrole) € para a amostra (Mamostra); DC € a densidade celular (inicial, DCo e
apo6s 72 horas, DC72); At é a diferenga de tempo (72 horas); e %l, € a inibicdo de

crescimento das algas.

_ In DC72—ln DCO

Equacéao XVII "

Equagéo XVIII -~ %I, = Heontrole”Hamostra 4 9

Uecontrole

Para determinagao do ECso (concentragao da substancia que induz 50%
da resposta maxima de inibigdo), foram plotadas curvas de %l versus concentragéo,
onde os valores de ECso de cada substancia ou extrato testados podem ser calculados
a partir da regressao linear destas curvas para cada tratamento. Cada repeti¢ao foi
plotada individualmente e, entdo, o valor de ECso foi calculado a partir da média de

cada curva individual.

3.6.2 — Atividade inseticida
3.6.2.1 — Lagarta (H. armigera)

a) Avaliagdo da mortalidade das lagartas de H. armigera em extratos de
residuos de manga e goiaba

O ensaio de atividade inseticida contra a lagarta Helicoverpa armigera
foi realizado seguindo um delineamento inteiramente casualizado, com 5 tratamentos

e 30 repeti¢cdes (Tabela 3.16), sendo cada repeticao composta por 1 lagarta de 2°
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instar, totalizando 150 experimentos. O ensaio foi realizado em sala climatizada com
temperatura de 25 + 2 °C, umidade relativa do ar de 70 + 10% e fotofase de 14 horas.
Para este teste de atividade, o extrato etandlico proveniente de residuos de
processamento de manga (RPM/LC) foi obtido a partir do método previamente
descrito EAH-EtOH, utilizando 0,5 g mL™" de razdo amostra-solvente, 5 minutos de
extracédo e 70% de etanol em agua. Ja para o extrato etandlico de goiaba (RPG/LC),
foi utilizada a metodologia por EAU-HCI com os seguintes parametros: 0,5 g mL""
(amostra-solvente); solvente de 70% etanol em agua e 1,25 mol L' de HCI; e 60
minutos de extragdo. Os extratos foram entdo diluidos em agua ultrapura numa
proporcao de 2:1 (extrato:agua). As concentragdes finais quantificadas nos extratos
diluidos foram de 61,2 mg L' de mangiferina e 92,2 mg L' de hiperosideo (soma
153,4 + 4,8 mg L") no extrato de RPM e 11,4 mg L' de quercetina e 4,0 mg L' de
vanilina (soma 15,4 + 0,8 mg L") nos extratos de RPG. Os solventes, utilizados como
controle negativo, foram diluidos da mesma forma que os extratos, sendo o solvente
RPG também sujeito ao mesmo processo de neutralizagdo com bicarbonato de sodio

presente no método EAU-HCI.

TABELA 3.16 — Tratamentos utilizados para determinagdo de mortalidade de insetos de lagarta de

H. armigera
Marcadores de Concentracio
Produto referéncia ou Dose (%) A &
. . - (mg L)
ingredientes ativos
Extrato RPM mangiferina, hiperosideo 100,00 153,42

Extrato RPG vanilina, quercetina 100,00 15,42
Solvente RPM - -

Solvente RPG - -
Controle positivo  Flubendiamida (Belt®) - 480 mg L™’

aSoma das concentragdes dos marcadores de referéncia

Lagartas de 2° instar de H. armigera foram expostas aos tratamentos por
ingestéo, a partir da alimentagédo de dieta artificial, a base de feijao (Greene et al.,
1976)'84, tratada com as respectivas solugdes testadas. O ensaio, conhecido como
diet-overlay, foi conduzido em copos plasticos de 50 mL. A cada copo, foi adicionado
um volume de 2 mL de dieta artificial e 0,2 mL de solugdo inseticida sobre a superficie
da dieta (Figura 3.8).
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FIGURA 3.8— Unidade exberimental do ensaio de atividade inseticida com H. armigera, constando de um
copo plastico de 50 mL, com uma lagarta de 2° instar de H. armigera e 2 mL de dieta artificial coberta
por 0,2 mL de solugéo inseticida: A. Extrato RPM; B. Solvente RPM; C. Extrato RPG; D. Solvente
RPG.

Aos extratos e solventes, foi feita a adicao do surfactante Triton X-100
(Vetec) na proporgéo de 0,1%ww das solugdes. O tratamento controle positivo com o
produto Belt® (Bayer), cujo composto ativo é a flubendiamida, foi diluido em agua
destilada de acordo com as instrugdes do fabricante (1000x) e a esta solucao foi
adicionado o mesmo surfactante dos outros tratamentos (0,1%ww). Ao final, 0,2 mL de
solucdo inseticida foi depositado sobre a dieta artificial em cada copo, onde foi
adicionada uma lagarta apds a secagem da solugéo depositada. A mortalidade dos
insetos foi, entdo, avaliada diariamente, desde o 1° dia apds o inicio do ensaio, até o
10° dia.

b) Avaliagéo da inibicdo de crescimento das lagartas de H. armigera em
extratos de residuo de manga

A reducao no desenvolvimento das lagartas de H. armigera foi avaliada
de acordo com método semelhante ao descrito no item anterior, apenas utilizando o
extrato proveniente de residuo de manga (RPM), em diferentes diluigbes (Tabela
3.17). Oito diferentes tratamentos foram realizados com 30 repeticdes cada (uma
lagarta de 2° instar por repeticao). As condi¢des de clima do ambiente de teste foram
exatamente as mesmas do ensaio anterior, assim como o método de aplicagdo dos
tratamentos (2 mL da dieta artificial, 0,2 mL da solugéo inseticida com 0,1%ww de
surfactante). A mortalidade das lagartas foi avaliada diariamente até 10 dias apds o
inicio do ensaio, quando foram analisados também o peso e o didmetro da capsula

cefalica de 10 individuos vivos por tratamento. A inibigdo do crescimento das lagartas
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foi quantificada de acordo com estes dois fatores em relagdo ao controle negativo

(agua destilada) utilizando a Equacgao XVIII (ltem 3.6.1).

TABELA 3.17 — Tratamentos utilizados para avaliagao da inibicao de crescimento de lagartas de H.

armigera
Marcadores de Dose Concentragao
Produto referéncia ou Diluicao (%) (mg L")
ingredientes ativos ° 9

Extrato RPM mangiferina, hiperosideo - 100,00 153,42
Extrato RPM mangiferina, hiperosideo 2X 50,00 76,72
Extrato RPM mangiferina, hiperosideo 5x 20,00 30,72
Extrato RPM mangiferina, hiperosideo 10x 10,00 15,32
Extrato RPM mangiferina, hiperosideo 20x 5,00 7,78
Extrato RPM mangiferina, hiperosideo 30x 3,33 5,12

Solvente RPM -
Agua destilada -

aSoma das concentragdes dos marcadores de referéncia

3.6.2.2 — Percevejo-marrom (E. heros)

Semelhante ao ensaio realizado com as lagartas (item a), os mesmos

extratos produzidos foram utilizados para a avaliacdo da atividade inseticida em

termos da mortalidade de ninfas de percevejo-marrom. O ensaio foi realizado

seguindo um delineamento inteiramente casualizado, com 5 tratamentos e 30

repeticdes (Tabela 3.18), sendo cada repeticdo composta por 1 ninfa de 2° instar

(n=150). O ensaio foi realizado em sala climatizada com temperatura de 25 + 2 °C,

umidade relativa do ar de 70 + 10% e fotofase de 14 horas.
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TABELA 3.18 — Tratamentos utilizados para determinagdo de mortalidade de insetos de percevejo-
marrom (E. heros).

Marcadores de

Dose Concentragao

Produto referéncia ou o 1
ingredientes ativos (%) (mg L")
Extrato RPM mangiferina, hiperosideo 100,00 153,42
Extrato RPG vanilina, quercetina 100,00 23,62
Solvente RPM - 100,00 -
Solvente RPG - 100,00 -
Controle positivo tiametoxam + lambda- - 141,0° + 106,0°

cialotrina (Engeo Pleno S®)
aSoma das concentragdes dos marcadores de referéncia; °concentragéo aplicada de tiometoxam;
°concentragao aplicada de lambda-cialotrina

Ninfas de 2° instar de E. heros foram expostas aos diferentes produtos
por ingestdo, a partir da alimentacédo de dieta natural a base de feijao-vagem,
previamente imersa em solugdes com os respectivos tratamentos. Apos as secdes de
feijao-vagem secarem, em cada repeti¢ao, 5 ninfas foram confinadas em uma placa
de Petri de 8 cm de diametro, com um disco de papel filtro, uma secédo de 5 cm de
vagem e uma sec¢ao de algodao umedecido (Figura 3.9). Além da exposigao via oral
por meio da sec¢do de feijdo-vagem, as ninfas foram expostas aos inseticidas via

contato com o disco de papel filtro, que foi pulverizado com 0,8 mL de solucéo

inseticida.

b 12 — . v G & d
FIGURA 3.9— Uni ensaio de atividade inseticida com E. heros, constando de uma
placa de Petri de 8 cm de diametro e uma sec¢éo de feijdo-vagem e um disco de papel filtro
impregnados com solugdo inseticida, com uma ninfa de 2° instar de E. heros: (A) Extrato RPG; (B)
Solvente RPG; (C) Extrato RPM; (D) Solvente RPM.

O surfactante Triton X-100 (Vetec) foi adicionado aos extratos e
solventes na proporcao de 0,1 %v/v das solugdes. O tratamento de controle positivo
foi realizado com o produto Engeo Pleno S (Syngenta), cujos compostos ativos séo o
tiometoxam e a lambda-cialotrina, foi diluido em agua destilada (1000x) e a esta

solucado foi adicionado o surfactante, na mesma concentracdo dos extratos. A
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mortalidade dos insetos foi avaliada diariamente desde o 1° dia apds a instalagao do

ensaio até o 10° dia apds a instalagao do ensaio.

3.6.3 — Atividade fitotoxica (G. max)

Este ensaio foi realizado em condigbes de semicampo (casa-de-
vegetagdo). Para isso, plantas de soja (Glycine max L. Merr.) da cultivar “BMX
Poténcia RR” (Brasmax) foram conduzidas em vasos de 3,5 L, contendo mistura de
solo:substrato comercial para plantas (HT Hortalicas, Vida Verde) na proporgéo
volumétrica 1:1, adicionados de 7,0 g de adubo NPK 5-20-20 (Heringer). Cada
unidade experimental constituiu-se de uma planta em um vaso contendo seis plantas
de soja. Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos (extratos RPM e RPG, solventes e controle; Tabela 3.19) e 30 repeticdes.
Novos extratos de residuo de manga (RPM) foram preparados para este ensaio,
utilizando os mesmos parametros de extragao descritos para os testes de atividade
inseticida (Item 3.6.2.1). A concentracao do extrato RPM, em termos da soma dos dois
marcadores de referéncia, foi de 151,0 + 0,8 mg L', enquanto para a goiaba a soma

foi de 15,4 £ 0,8 mg L', mesmo extrato utilizado nos testes anteriores.

TABELA 3.19 — Tratamentos utilizados para a determinagao de atividade fitotdxica dos extratos
RPM e RPG contra a planta de soja (Glycine max)

Marcadores de

Dose Concentragao

Produto referéncia ou

ingredientes ativos (%) (mg L)
Extrato RPM mangiferina, hiperosideo 100,00 151,0
Extrato RPG vanilina, quercetina 100,00 15,4
Solvente RPM - 100,00 -

Solvente RPG - 100,00 -
Controle (agua) - -

Para a pulverizagao dos extratos botanicos e seus solventes utilizaram-
se borrifadores manuais individuais (500 mL). As plantas de soja foram pulverizadas
com as solucdes de cada tratamento até o ponto de escorrimento foliar, ao final da
tarde (18:00). A pulverizagao ocorreu cerca de 20 dias apds a semeadura, momento
em que as plantas se encontravam no estagio fenologico Vs, isto €, com a terceira

folha trifoliolada completamente desenvolvida'®. Apds as pulverizagdes e secagem
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das caldas, as plantas foram mantidas em casa-de-vegetacdo até o final do

experimento (72 horas).

As avaliagdes foram realizadas aplicando-se notas de 0 a 4, conforme
escala de fitotoxicidade adotada por Sarmento-Brum et al. (2014)'8, em que nota “0”
corresponde a auséncia de fitotoxicidade nas folhas (0% de fitotoxicidade); nota “1”
corresponde de clorose a inicio de necrose nas folhas (1 a 25% de fitotoxicidade);
nota “2” corresponde a necrose em algumas areas nas folhas (26 a 50% de
fitotoxicidade); nota “3” corresponde a acentuada necrose em varias areas nas folhas
(51 a 75% de fitotoxicidade); e nota “4” corresponde a murcha total da planta (76 a
100% de fitotoxicidade). Os dados foram analisados, inicialmente, quanto a
normalidade e homocedasticidade de variancias pelos testes de Shapiro-Wilk e de
Bartlett, sendo, posteriormente, submetidos a analise de variancia nao-paramétrica de
Kruskal-Wallis, e Dunn com correcéao de Bonferroni post-hoc (p<0,05). Além disso, de
maneira descritiva, elaborou-se uma tabela de frequéncias a fim de demonstrar o

percentual de plantas classificadas em cada uma das notas (0 a 4) de fitotoxicidade.
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4 — Resultados e discussao

4.1 — Manga (Mangifera indica)

4.1.1 — Métodos cromatogréaficos, curvas analiticas e figuras de
merito
4.1.1.1 — Extragcao Assistida por Homogeneizador em solugdes etandlicas (EAH-
EtOH)

Primeiramente, um método cromatografico para deteccdo e
quantificacdo de mangiferina foi otimizado no sistema de cromatografia liquida
(UHPLC), utilizando extratos-teste de residuo de manga e os padrdes analiticos dos
dois compostos selecionados como marcadores de referéncia desta matriz. Como
pode ser visto na Figura 4.1, é possivel verificar a identificagdo das bandas relativas
a cada analito no extrato (A), em comparagédo com o tempo de retengdo obtido com
os padrdes analiticos (B). Estes cromatogramas foram registrados de acordo com a

absorgao no comprimento de onda de 350 nm.
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FIGURA 4.1 — Cromatogramas de extrato proveniente de extragéo assistida por homogeneizador
(A) e de solugao padrao de mangiferina e hiperosideo (B), registrados em 350 nm.

79



Também é possivel observar, mais claramente no grafico dos padroes
analiticos, que houve diminuicdo da eficiéncia de retengcao da fase estacionaria
utilizada, resultando em bandas com formato de base larga e presenca de “ombros”.
A observacéao deste fendmeno foi feita apds a otimizagdo do método cromatografico.
Desta forma, este método descrito foi utilizado apenas para as extragdes utilizando a
técnica de EAH-EtOH, visto que foram considerados como positivos todos os
parametros de qualidade da técnica analitica, como sera descrito em seguida. Para
as demais técnicas de extragcéo e ensaios comparativos, outro método cromatografico

foi desenvolvido e sera descrito na proxima segao.

Para avaliagao do parametro de especificidade, além da observacao da
separagdo das bandas no cromatograma, também foram verificados os perfis de
absorcao UV das bandas investigadas (Figura 4.2 e Figura 4.3 B), em comparacgéao
com os respectivos padrdes (A), que demonstraram serem semelhantes para ambos
analitos. A comparacdo em diferentes posicoes da banda também demonstrou
consisténcia no formato do perfil UV e nos pontos de absor¢cdo maxima, como pode
ser visto no item C das Figura 4.2 e Figura 4.3. E possivel observar que a mangiferina
apresenta pontos de absorgdo maxima em 240, 256, 318 e 365 nm, enquanto no
hiperosideo isto ocorre em 254 e 354 nm. Visando a seletividade em relagéo a outros
compostos presentes no perfil quimico do extrato, o comprimento de onda de 350 nm
foi, portanto, selecionado para identificagcdo e quantificacdo dos analitos. Por fim, o
ultimo parametro de avaliacdo de especificidade foi a comparacdo das areas das
bandas investigadas em extratos puros e fortificados (com adi¢gdo dos respectivos
padrdes analiticos). Na Figura 4.4 é possivel observar o aumento da area das bandas
investigadas apds adicdo de solugdao dos padrdes (B), indicando mais uma vez a

identificacdo das bandas de mangiferina e hiperosideo.
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FIGURA 4.2 - Perfil de absorgédo UV da banda cromatografica de mangiferina em solugéo padrao

(A) e em extrato de residuo de manga (B). Pureza de banda para mangiferina em extrato de residuo
de manga de acordo com o perfil UV em trés diferentes pontos da banda (C).
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FIGURA 4.3 - Perfil de absorgédo UV da banda de hiperosideo em solugao padrao (A) e em extrato
de residuo de manga (B). Pureza de banda para mangiferina em extrato de residuo de manga de
acordo com o perfil UV em trés diferentes pontos da banda (C).
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FIGURA 4.4 - Cromatogramas de extrato de manga obtido a partir do método EAH-EtOH (A) e o
mesmo extrato fortificado com 50 mg L-1 de mangiferina e hiperosideo (B), registrados em 350 nm.

As curvas analiticas foram realizadas a partir de solugdes-estoque dos
padrées, com e sem a presenca de uma quantidade fixa do extrato. Apds o calculo
das regressoes lineares, foi possivel comparar os coeficientes obtidos nos dois tipos
de curva analitica (Figura 4.5). O parametro a (razao entre os coeficientes angulares)
calculado demonstrou semelhantes coeficientes angulares para o hiperosideo (a
préximo de 1), enquanto para a mangiferina foi observada uma divergéncia entre os
coeficientes (0=0,693). Isto demonstra certa influéncia da matriz (extrato de residuo
de manga) na quantificagdo da mangiferina, que pode estar relacionada tanto ao perfil
quimico desta matriz, alterando a qualidade da obtencdo da area de banda, quanto
aos parametros observados diminuicao da eficiéncia de retengao da fase estacionaria
(CSH C18). Estes efeitos tornam a base da banda mais larga e, consequentemente,
também influenciam na obtencgao de sua area. Apesar disso, as quantificacdes foram
realizadas utilizando a curva de calibragao feita apenas em solvente para ambos
analitos, especialmente devido ao menor erro obtido nas regressdes lineares feitas

para este tipo de curva, que foram traduzidos em melhores parametros de LD e LQ.
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FIGURA 4.5 - Curvas analiticas utilizadas na quantificagdo de mangiferina e hiperosideo dos
experimentos obtidos nos ensaios de EAH-EtOH.

A Tabela 4.1 mostra os valores da equacdo da regressao linear e as
figuras de mérito avaliadas para este método analitico. Todos estes parametros foram
considerados aceitaveis de acordo com o0s principais guias para desenvolvimento e
validacdo de metodologias analiticas utilizando cromatografia liquida, especialmente

as diretrizes dadas pelo ICH,

TABELA 4.1 — Curvas analiticas e figuras de mérito relativas ao método cromatografico para
deteccgéo e quantificacdo de mangiferina e hiperosideo utilizado na extragdo EAH-EtOH.

Erro Erro

LD LQ Recuperagdo intra- inter-

Composto Equacao R? diario  diario
mg L' mgL" % % %

Mangiferina Y7505 ¢ 0,99985 6,11 1851 80,4-1143 1,0-4,4 04-47
Hiperosideo Yy ¢ 0,99984 6,38 19,34 89,3-109,1 09-48 0,9-272

Os coeficientes de determinagao calculados a partir da regressao linear
foram proximos de 1 (R2> 0,999), demonstrando a linearidade analitica da correlagéao
area de banda vs. concentracdo do analito entre os niveis de concentracio
selecionados. Os LDs e LQs foram considerados razoaveis, de acordo com a
concentragdo minima da curva de calibragdo (5 mg L"), cuja area de banda

demonstrou estar préxima ao erro da leitura do detector de UV (ruido). Isto se deu,
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principalmente, pela escolha do volume de injecdo em apenas 1 uL, que permitiu uma
eficiente separagao entre as bandas presentes no cromatograma do extrato. Desta
forma, foi priorizada uma melhor separagdo entre as bandas em detrimento do
desenvolvimento um método mais sensivel de quantificacdo, que no caso dos extratos
analisados nao seria necessario por conta da presenga de concentragdes dos analitos
superiores a 20 mg L. Por fim, os valores encontrados de recuperagéo estido dentro
dos padrdes de qualidade estabelecidos pelo ICH (80-120%) e os valores de erro intra-
e inter-diarios calculados a partir dos ensaios de recuperacédo nao ultrapassaram 5%
de variagao entre as injegbes. Estes valores demonstram consisténcia em termos de
exatidao e precisdo na quantificagcado de mangiferina e hiperosideo para este método

analitico.

4.1.1.2 — Extragao Assistida por Micro-ondas (EAM), Dispersao de Matriz em Fase
Sdlida (DMFS) e demais analises

Um novo método analitico foi desenvolvido, seguindo o mesmo caminho
metodoldgico anterior, para a obtengdo de uma nova corrida cromatografica utilizando
0 mesmo sistema, porém com uma fase estacionaria diferente (BEH C8). A nova fase
estacionaria demonstrou uma capacidade de retengcao mais eficiente, com formato de
banda e tempos de retencdo consistentes, como pode ser visto na Figura 4.6. E
possivel observar a comparagao entre as corridas cromatograficas com solugdo dos
padrdes (A) e com os extratos, obtidos com as técnicas de extracdo de DMFS (B) e
EAM (C). Na Figura 4.7 é possivel verificar a comparacao entre os cromatogramas de
um extrato puro e fortificado com a adigdo dos padrdes analiticos (100 mg L"), com
aumento das areas das bandas investigadas (cromatograma B). Neste gradiente de
eluicdo, a mangiferina foi detectada em tempos de retencao préximos de 3,5 minutos,
enquanto o hiperosideo aparece por volta de 6,25 minutos. O comprimento de onda
para registro do cromatograma e integragao das areas das bandas foi mantido em 350

nm.
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FIGURA 4.6 — Cromatogramas das solugdes padrdao de mangiferina e hiperosideo (A) e extratos
proveniente de extragao DMFS (B) e EAM (C), registrados em 350 nm.
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FIGURA 4.7 — Cromatogramas de extrato de manga obtidos a partir do método DMFS (A) e o

mesmo extrato fortificado com 100 mg L' de mangiferina e hiperosideo (B), registrados em 350 nm.
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Semelhante ao que foi encontrado no método anterior, a absorcdo UV
das bandas investigadas nos extratos teve perfil similar aos obtidos em solugdes dos
seus respectivos padroes (Figura 4.8). Complementando a figura de mérito de
especificidade, os perfis UV das bandas nos extratos demonstraram pouca variagao

em diferentes pontos, como pode ser visto na Figura 4.9.
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FIGURA 4.8 - Perfil UV das bandas de hiperosideo (A) e mangiferina (B) encontrados em solu¢ao
padrao de 100 mg L-" (vermelho) e nos extratos obtidos pelos métodos de DMFS (verde) e EAM
(azul).
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FIGURA 4.9 - Pureza de banda determinada pelo perfil UV de mangiferina (A, B) e hiperosideo (C,
D) em trés diferentes tempos de retencao das respectivas bandas cromatograficas dos extratos
obtidos a partir da extracao por EAM e DMFS.
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Diferente do encontrado no método anterior, comparando os coeficientes
angulares das curvas analiticas obtidas no extrato e no solvente (Figura 4.10), foi
possivel obter valores de a préximos de 1 para mangiferina (a=0,953) e hiperosideo
(a=1,009). Desta forma, mesmo encontrando valores dos erros (residuos) da
regressao linear semelhantes em ambos os tipos de curva analitica, a realizada
apenas em solvente foi utilizada para prosseguimento das quantificagdes. Podemos
observar, entédo, que a divergéncia encontrada para a curva da mangiferina no método
anterior provavelmente se deu pela influéncia do formato de banda e demais fatores
influenciados pela capacidade de retengdo menos eficiente da fase estacionaria. Na
Tabela 4.2 podem-se observar as equagdes, os coeficientes de determinagéo e os
LDs e LQs das curvas analiticas de mangiferina e hiperosideo, todos dentro dos

valores aceitaveis assim como discutido na sec&o anterior (Item 4.1.1.1).
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FIGURA 4.10 — Curvas analiticas utilizadas na quantificacdo de mangiferina e hiperosideo dos
experimentos obtidos nos ensaios de DMFS, EAM e demais ensaios.

TABELA 4.2 — Curvas analiticas e figuras de mérito relativas ao método cromatografico para
deteccdo e quantificacdo de mangiferina e hiperosideo nas extragdes DMFS, EAM e demais ensaios.

LD LQ
mgL' mglL"
Mangiferina y=2893,57x - 6429,53 0,99984 3,98 13,25
Hiperosideo y =4653,77x -21158,23 0,99989 3,21 10,69

Composto Equacgao R?
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Por fim, também foram avaliadas as figuras de mérito de exatidao e
precisdo em termos dos ensaios de recuperagcdo e erros intra- e inter-diarios,
respectivamente. A partir dos dados da Tabela 4.3, é possivel observar valores de
recuperacao dentro da faixa aceitavel para ambas técnicas de extragdo (80-120%),
bem como valores de erro que chegaram, em seu maximo, até 5,2% de variagao entre

as injecoes.

TABELA 4.3 - Ensaios de recuperacgao e erros intra- e inter-diarios realizados para as extragdes
de DMFS e EAM.

- - Errointra- Erro inter-
Concentracao Recuperagao

Método Composto diario diario
mg L' % % %
. 50,80 99 - 100 0,3-08 1,5-3,1
Mangiferina
DMES 20,32 103 - 107 1,5-3,1 0,6-21
Hiperosideo 50,80 109 - 115 0,7 -31 0,5-2,2
20,32 111 -113 1,7-32 0,6-49
Mangiferina 50,80 94 - 96 1,2-52 04-0/1
EAM 20,32 97 - 105 1,0-3,3 04-27
Hiperosideo 50,80 100 - 102 0,7-1,8 06-1,2
20,32 100 - 111 1,1-23 04-11

4.1.1.3 — Extracao Assistida por Homogeneizador em solug¢des de liquidos
ionicos (EAH-LlIs)

O método analitico desenvolvido para as extragées com os liquidos
idnicos foi desenvolvido em outro equipamento cromatografico, devido a realizagéo
desta etapa do trabalho em estagio doutoral no exterior (Leuphana University,
Alemanha). Utilizando um software de conversao de métodos cromatograficos entre
diferentes equipamentos (Waters column calculator), foi possivel obter uma eluicao
gradiente equivalente a descrita no método anterior. Por conta desta equivaléncia,
assim como por falta de tempo habil de realizacdo de todos os ensaios necessarios,

nao foram realizadas as avaliagdes das figuras de mérito de precisao e exatidao.

Por comparacao entre os tempos de retengao e por conta do perfil
cromatografico ja encontrado nos métodos anteriores, foi possivel entao identificar as
bandas de mangiferina (11 min) e hiperosideo (20 min) nos extratos para posterior
quantificacao (Figura4.11). A seletividade deste método foi avaliada pela comparacéao

entre um extrato puro e o mesmo extrato fortificado com adigao dos padrdes, obtendo
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resultados semelhantes aos métodos anteriores, bem como a comparacao entre os

perfis UV das bandas investigadas em extrato e padrées (Figura 4.12).
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FIGURA 4.11 — Sobreposi¢ao de cromatogramas (350 nm) de padrdes analiticos de mangiferina e
hiperosideo (em preto) e extratos obtidos a partir de diversos solventes, de acordo com método EAH-
Lis.
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FIGURA 4.12 — Perfil de absor¢cédo UV das bandas de mangiferina (A) e hiperosideo (B) em solugcéo
dos padrdes e no extrato obtido a partir do método EAH-LIs ([CsMIm] CI).

Foram obtidas, entéo, as curvas analiticas de mangiferina e hiperosideo

para a quantificacdo dos mesmos nos extratos provenientes da metodologia EAH-LIs.
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Os detalhes das curvas analiticas podem ser vistos na Tabela 4.4. Os coeficientes de
determinagcdo encontrados sao adequados, bem como os limites de deteccao e
quantificacédo, que ficaram ligeiramente menores em comparagéo aos outros métodos

devido ao detector utilizado neste ser mais sensivel.

TABELA 4.4 - Curvas analiticas de mangiferina e hiperosideo utilizadas na metodologia de
extracdo EAH-LIs e seus limites de deteccado e quantificacdo.

LD LQ
mgL?'! mglL"’
Mangiferina y=7970,67x-4919,90 0,9998 247 8,24
Hiperosideo y = 15208,46x - 4519,21 0,9998 2,87 9,56

Composto Equacgao R?

4.1.2 — Extragbes, planejamentos fatoriais e superficies de

resposta
4.1.2.1 — Extragado Assistida por Homogeneizador em solugées etandlicas
(EAH-EtOH)

Dadas as metodologias analiticas para detecgdo e quantificagdo de
mangiferina e hiperosideo, foi possivel executar os planejamentos fatoriais
preparados para cada técnica de extracdo estudada. O planejamento do tipo Box-
Behnken foi utilizado para esta e outras otimizagdes com 3 a 4 variaveis estudadas
neste trabalho por sua alta eficiéncia de observacdo dos dados e um valor reduzido
de experimentos. Porém, por ser um planejamento do tipo esférico, este ndo necessita
de experimentos em valores simultaneamente extremos das variaveis selecionadas
(e.g. todas as variaveis em nivel minimo), evitando a obtencdo de extratos que
ultrapassem os niveis analiticos minimos de deteccao e quantificacao'®’. As respostas
relativas ao planejamento fatorial para a técnica EAH-EtOH (Tabela 4.5), em termos
de eficiéncia de extragdo em mg kg, demonstraram variagdo significativa entre
minimos e maximos, permitindo a avaliacao dos efeitos das variaveis de forma ampla.
Dentre os experimentos, a mangiferina foi quantificada entre 214,2 e 342,4 mg kg™,

enquanto a resposta de hiperosideo variou entre 117,2 e 235,7 mg kg-'.

A analise dos efeitos das variaveis (Apéndice 1) mostrou grande
influéncia positiva da concentragdo de etanol em agua (X1) para as respostas de
ambos analitos (>90%), isto é, respostas maiores foram encontradas quando esta
variavel estava em niveis superiores. A principio, as duas outras variaveis
demonstraram ter um efeito pequeno nas respostas, fator que foi melhor avaliado nos
graficos de superficies de resposta, plotados a partir do modelo polinomial calculado
das respostas de mangiferina (Figura 4.13) e hiperosideo (Figura 4.14).
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TABELA 4.5 - Planejamento fatorial de Box-Behnken para o método EAH-EtOH e respectivas
respostas de mangiferina e hiperosideo.

Amostra-

Etanol/Agua Solvente Tempo Respostas
(X1) (X2) (X3)
% viv g mL-1 min mg kg
Exp. Cod. Real Cod. Real Cod. Real Mang. Hiper.
01 -1 30 -1 015 0 2,75 219,0 1484

02 1 80 -1 015 0 2,75 3323 2186

03 -1 30 1 050 0 2,75 2142 1172
04 1 80 1 050 0 2,75 319,2 2232
05 -1 30 0O 033 -1 050 2382 1484
06 1 80 0 033 -1 050 3292 234,22
07 -1 30 0 0,33 1 5,00 235,00 138,1
08 1 80 0 0,33 1 500 337,8 2417
09 0 55 -1 015 -1 050 317,3 2215
10 0 55 1 050 -1 050 323,7 2034
11 0 55 -1 0,15 1 5,00 326,9 2357
12 0 55 1 0,50 1 5,00 320,2 2064
13 0 55 0 033 0 275 340,1 230,3
14 0 55 0 033 0 275 3390 228,0
15 0 55 0 033 0 275 3424 2319

Mangiferina
mg kg

360.0
. 337.0

314.0

291.0
268.0
2450
2220
199.0
176.0
153.0

130.0

FIGURA 4.13 — Metodologia de superficie de resposta para a extragdo por EAH-EtOH de
mangiferina.
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FIGURA 4.14 — Metodologia de superficie de resposta para a extragdo por EAH-EtOH de
hiperosideo.

Os modelos polinomiais demonstraram bons valores de ajuste (R*>0,99)
e testes estatisticos de p-valores —média quadratica da regressédo em relagéo aos

residuos significante e falta de ajuste em comparagao com o erro puro nao significante
(tabela ANOVA, Apéndice 2).

Analisando as superficies de resposta, observa-se que ha uma influéncia
majoritaria das variaveis X1 e X2 para os dois analitos, enquanto o tempo de extragao
nao mostrou influéncia significativa nas respostas dentro da faixa de niveis
selecionada. Os niveis 6timos calculados a partir do modelo polinomial foram:
X1=67,7%vwnv, X2=0,29 g mL" e X3=4,5 min, para a mangiferina (354,4 mg kg');
X1=70,1%vn, X2=0,28 g mL"' e X3=5,0 min, para o hiperosideo (248,7 mg kg'). Como

0s niveis que induzem maxima resposta sdo semelhantes entre os analitos, nao foi
dado prosseguimento ao calculo da fungao desejabilidade.

Para otimizar as concentragdes dos analitos, foi avaliado que a variavel

tempo de extracdo possui baixa influéncia nas respostas. Assim, apesar de
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recomendaveis tempos de extragdo no nivel maximo, a superficie de resposta
evidencia que a utilizacdo de tempos de extracdo menores teria um efeito deletério
baixo sobre a eficiéncia de extragao. Isto significa que, dentro dos niveis estudados,
a extragcdo pode ser realizada em apenas 30 segundos, obtendo respostas similares
as obtidas no ponto 6timo. Por outro lado, este efeito observado pode ser
consequéncia da estreita faixa de valores selecionada para esta variavel, que poderia
demonstrar maior influéncia nos resultados em tempos maiores. O nivel maximo
selecionado (5 minutos) se deu por dois principais fatores: limitacdo do equipamento
utilizado, cujo aquecimento do motor pode causar mal funcionamento apds longos
tempos de uso; e a procura por métodos de extragao verdes, onde métodos rapidos —
e consequentemente, com menores gastos energéticos — sdo desejados. O uso de
baixos tempos de extragdo € uma pratica comum na otimizagédo desta técnica3.188,
Trabalhos prévios desenvolvidos no grupo de pesquisa também demonstraram o
menor efeito do tempo e da velocidade de rotagao nesta técnica para a extragao de

compostos semelhantes®!189,

A concentracao de etanol em agua (X1), por outro lado, demonstrou
maior influéncia na extracdo, destacando um fator importante em extragdes sélido-
liquido: o solvente utilizado e suas propriedades, especialmente em termos de
solubilidade e outras caracteristicas fisico-quimicas que influenciam nos fendmenos
de transporte que ocorrem nas extragdes, como tensdo superficial e viscosidade®®.
Por ser uma extracao rapida, esse método demonstra potencialidade para uso em
escalas piloto e industrial, com disponibilidade comercial de dispersores em lote com
capacidade de até 6.000 litros'® e dispersores em linha que chegam a processar até
125.000 litros por hora'®'. Apesar disso, a velocidade de cisalhamento ¢ limitada pelas
maiores escalas, chegando até apenas 1.000 rpm nos dispersores em lote, 0 que pode

prejudicar a eficiéncia de extragado neste caso.

4.1.2.2 — Extragao Assistida por Micro-ondas (EAM)

O planejamento experimental de Box-Behnken e as respostas em
termos de eficiéncia de extragdo de mangiferina e hiperosideo podem ser vistas na
Tabela 4.6. E possivel verificar que houve extracdo consistente de ambos analitos,
com concentragdes ligeiramente superiores de mangiferina, com média em

238,2 mg kg!, em comparagdo com hiperosideo (média de 226,4 mg kg'). Os
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melhores resultados foram encontrados no experimento 1 para mangiferina

(261,4 mg kg™') e experimento 23 para hiperosideo (244,4 mg kg™).

Analise dos efeitos primarios e secundarios das variaveis de extracao
por EAM (Apéndice 1) mostram um maior efeito negativo do parametro X2 (razéo
amostra/solvente), responsavel por 77,9 e 73,3% do efeito total para mangiferina e
hiperosideo, respectivamente. O efeito negativo demonstra uma maior eficiéncia de
extracdo em niveis baixos da variavel, como pode ser visto nos experimentos 1, 2, 13,
15, 21 e 23 da Tabela 4.6. A variavel X1 (concentragdo de etanol em agua) também
mostrou ter efeito negativo na resposta de concentragdo de mangiferina (8,9% do
efeito total). Efeitos secundarios de interagdo entre as variaveis X1 e X2 obtiveram
maiores efeitos negativos para a resposta de concentragdo de hiperosideo, somando
14,9% do efeito total para este analito, o que significa que esta resposta obteve
maiores valores quando ambas variaveis estiveram em niveis baixos. As variaveis X3

(tempo) e X4 (temperatura) tiveram pouca influéncia nas respostas finais.

Modelos polinomiais de segunda ordem foram obtidos a partir das
respostas do desenho experimental de Box-Behnken, com valores de coeficiente de
determinacao (R?) de 0,97 e 0,89 para mangiferina e hiperosideo, respectivamente, e
testes estatisticos dentro dos niveis aceitaveis (Apéndice 2). As superficies de
resposta obtidas a partir deste modelo estdo apresentadas nas Figura 4.15 e Figura
4.16. As superficies confirmam que houve obtencao de valores maximos de resposta
em niveis minimos de X1 e X2 para mangiferina. Ja para o hiperosideo, os valores de
X1 que maximizaram a resposta estiveram proximos do nivel maximo, enquanto X2
demonstrou otimizar a extracdo préxima em niveis médios. Estes fatores sao
confirmados pelos parametros 6timos calculados: para mangiferina, 75% de etanol em
agua, 0,15 g mL-! de razado amostra/solvente, 10 minutos e 42,8 °C (269,9 mg kg™);
para hiperosideo, 90% de etanol em agua, 0,20 g mL™" de razdo amostra/solvente, 2
minutos e 70 °C (241,4 mg kg™").
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TABELA 4.6 - Planejamento fatorial Box-Behnken para o método EAM e as respectivas respostas de mangiferina, hiperosideo e da funcdo desejabilidade.

Etanol/Agua Amostra-solvente Tempo Temperatura Respostas
(X1) (X2) (X3) (Xa)
Cod. Real Cod. Real Cod. Real Cod. Real Mangiferina Hiperosideo Desejabili-
Exp. - %viv - g mL"1 - min - °C mg kg dade
1 -1 75,0 -1 0,15 0 6 0 55 261,4 222,0 0,72
2 1 90,0 -1 0,15 0 6 0 55 252,6 2349 0,82
3 -1 75,0 1 0,50 0 6 0 55 2291 2129 0,36
4 1 90,0 1 0,50 0 6 0 55 206,8 202,8 0,00
5 -1 75,0 0 0,33 -1 2 0 55 251,0 235,9 0,81
6 1 90,0 0 0,33 -1 2 0 55 242 4 2341 0,71
7 -1 75,0 0 0,33 1 10 0 55 2514 236,8 0,83
8 1 90,0 0 0,33 1 10 0 55 238,9 232,3 0,66
9 -1 75,0 0 0,33 0 6 -1 40 247.,6 235,2 0,77
10 1 90,0 0 0,33 0 6 -1 40 226,1 225,3 0,45
11 -1 75,0 0 0,33 0 6 1 70 2327 228,8 0,56
12 1 90,0 0 0,33 0 6 1 70 230,9 225,8 0,51
13 0 82,5 -1 0,15 -1 2 0 55 2517 2249 0,69
14 0 82,5 1 0,50 -1 2 0 55 218,2 201,8 0,13
15 0 82,5 -1 0,15 1 10 0 55 260,3 236,4 0,90
16 0 82,5 1 0,50 1 10 0 55 226,7 211,2 0,32
17 0 82,5 0 0,33 -1 2 -1 40 2351 226,0 0,56
18 0 82,5 0 0,33 1 10 -1 40 250,3 240,0 0,85
19 0 82,5 0 0,33 -1 2 1 70 235,5 231,2 0,61
20 0 82,5 0 0,33 1 10 1 70 236,6 233,9 0,65
21 0 82,5 -1 0,15 0 6 -1 40 250,4 2294 0,73
22 0 82,5 1 0,50 0 6 -1 40 209,8 198,3 0,00
23 0 82,5 -1 0,15 0 6 1 70 249,9 244 4 0,89
24 0 82,5 1 0,50 0 6 1 70 2117 211,8 0,16
25 0 82,5 0 0,33 0 6 0 55 239,4 232,3 0,66
26 0 82,5 0 0,33 0 6 0 55 2455 234 4 0,74
27 0 82,5 0 0,33 0 6 0 55 240,9 2294 0,65
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A partir das superficies de resposta e dos parametros 6timos, € possivel
observar que diferentes niveis maximos das variaveis foram obtidos para cada analito.
Desta forma, foi calculada a fungao desejabilidade para estas respostas, cujos valores
também podem ser encontrados na Tabela 4.6. O modelo calculado a partir das
respostas de desejabilidade demonstrou bons parametros estatisticos na analise de

variancia (Apéndice 2) e foi plotado em superficies de resposta (Figura 4.17).

Mangiferin

Mangiferin

Mangiferin
Mangiferin
mg kg dw

FIGURA 4.15 — Metodologia de superficie de resposta para a extragao por EAM de mangiferina.
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FIGURA 4.16 — Metodologia de superficie de resposta para a extragao por EAM de hiperosideo.
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FIGURA 4.17 — Metodologia de superficie de resposta para a extragdo por EAM de acordo com a
fungéo de desejabilidade.

Como é possivel observar na Figura 4.17, confirma-se que a razao
amostra/solvente se mostrou como a variavel que teve maior efeito na eficiéncia de
extragéo, otimizando as respostas em niveis proximos ao minimo (primeiro grafico da
coluna da esquerda). Os outros parametros tiveram pouco efeito no resultado das
extragdes, dificultando a avaliagdo dos niveis 6timos (superficies planas). Os

parametros o6timos calculados a partir da equacao polinomial da resposta de
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desejabilidade foram encontrados em 75,0%vv de etanol/agua, 0,23 g mL™" de razéo
amostra/solvente, 10 minutos de extragdo e 41,1°C. Aplicando estes valores aos
modelos individuais dos analitos, obtém-se 266,0 mg kg' para a mangiferina e
240,1 mg kg™! para o hiperosideo, valores proximos aos encontrados na otimizagéo

individual.

As escolhas do modelo de extragdo com micro-ondas em sistema aberto
€ niveis maximos de tempo de isoterma de 10 minutos se deram por motivacdes
baseadas na procura por metodologias verdes e sustentaveis, com baixo tempo de
extracdo e evitando temperaturas e pressoes altas. A escolha do sistema aberto nao
permite o uso de temperaturas maiores que 70°C para misturas de agua e etanol, para
evitar a evaporacao destes solventes durante a extragdo. A composigcao desta mistura
também foi limitada a, no minimo, 75% de etanol em agua, pois maiores propor¢des
de agua também provocavam evaporagao do solvente devido ao aquecimento
dielétrico localizado. Desta forma, € evidente que as limitacbes impostas por estas
escolhas limitaram a avaliagéo da influéncia das variaveis na extracdo dos analitos. E
importante destacar que, assim como para qualquer otimizagdo utilizando
planejamentos fatoriais, a otimizacao fica limitada para entre os niveis minimos e
maximos selecionados para cada variavel. Ainda assim, é possivel afirmar que foram
encontradas condi¢gbes brandas para a extragdo de mangiferina e hiperosideo em

concentragbes comparaveis com as outras técnicas de extragao aqui estudadas.

4.1.2.3 — Extracao por Dispersao de Matriz em Fase Sélida (DMFS)

A otimizagao da extracdo por DMFS foi realizada de acordo com duas
variaveis continuas (razdo amostra-sorbente e concentracdo de etanol em agua) e
uma variavel discreta (tipo de sorbente). Desta forma, dois planejamentos fatoriais do
tipo Doehlert, planejamento esférico comumente utilizado por sua alta eficiéncia na
observagdo dos dados com apenas duas variaveis'%?, foram realizados (um para cada
tipo de sorbente). A analise das respostas dos planejamentos fatoriais (Tabela 4.7)
mostrou uma consideravel diferenca de eficiéncia de extracdo nos experimentos entre
os dois materiais. As extracbes que utilizaram a silica C18 como fase sodlida
(experimentos 10-18) obtiveram, em média, respostas 62,6% superiores aos
experimentos com o silicato de magnésio Florisil (1 - 9) para a mangiferina e 51,1%
superiores para o hiperosideo. Enquanto as extragdes que utilizaram Florisil variaram

entre 60,8 e 276,7 mg kg’ para mangiferina e 74,6 e 289,8 mg kg! para hiperosideo,
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C18 demonstrou ser mais eficiente para ambos analitos (mangiferina 249,3 —
352,9 mg kg™'; hiperosideo 277,36 — 398,52 mg kg™').

TABELA 4.7 - Planejamento fatorial Doehlert duplicado para o método DMFS e as respectivas
respostas de mangiferina, hiperosideo e da fungéo desejabilidade.

Amostra- Etanol/Agua Sorbente Respostas
sorbente (X1) (X2) (X3)
Cod. Real Cod. Real Cod. Real Mang. Hiper. Desejabili-
Exp. -  %m/m - %viv - min mg kg™’ dade
1 0 62,5 0 62,5 1 Florisil  271,0  289,7 -
2 0 62,5 0 62,5 1 Florisii  258,5  289,8 -
3 0 62,5 0 62,5 1 Florisil 257,2 279,6 -
4 1 100,0 0 62,5 1 Florisil 60,8 74,6 -
5 05 81,3 0,866 82,0 1 Florisil 206,1 271,2 -
6 -1 25,0 0 62,5 1 Florisii  184,3  257,3 -
7 -0,5 43,8 -0,866 43,0 1 Florisil 93,5 129,5 -
8 05 81,3 -0,866 43,0 1 Florisil 276,7  255,1 -
9 -0,5 43,8 0,866 82,0 1 Florisil  134,7 2257 -
10 0 62,5 0 62,5 -1 C18 322,0 359,9 0,69
11 0 62,5 0 62,5 -1 C18 326,99 357,0 0,70
12 0 62,5 0 62,5 -1 C18 3237 360,3 0,70
13 1 100,0 0 62,5 -1 C18 2825 2933 0,21
14 05 81,3 0,866 82,0 -1 C18 2493 2774 0,00
15 -1 25,0 0 62,5 -1 C18 3141 362,5 0,66
16 -0,5 43,8 -0,866 43,0 -1 C18 3529 398,5 1,00
17 0,5 813 -0,866 43,0 -1 C18 3490 364,7 0,83
18 -0,5 43,8 0,866 82,0 -1 C18 3142 357,9 0,65

Na analise dos efeitos das variaveis para ambos sorbentes (Apéndice
1), é possivel verificar influéncias semelhantes dos parametros X1 e X2 nas respostas
de mangiferina, com a concentracao de etanol e agua (X2) tendo maior influéncia
negativa, i.e., obtendo maiores respostas em nivel minimo. A variavel razdo amostra-
sorbente (X1) também obteve valores de efeito negativo para o C18, enquanto para
Florisil este valor manteve proximo de zero. Ja analisando os efeitos na extragao de
hiperosideo, houve uma inversdo no efeito da variavel X2 nas extragdes utilizando
Florisil, com efeito positivo para este sorbente, enquanto negativo para o C18. A
variavel X1 manteve efeito negativo na resposta de hiperosideo para ambas fases

solidas.

Apesar da evidente influéncia de ambas variaveis, é possivel afirmar que
o tipo de sorbente (X3) teve maior efeito nas respostas. Isso se da, principalmente,
pelas dinamicas de interagdes entre os analitos, o sorbente e o eluente. Por se tratar

de um suporte solido polar, o Florisil retém compostos de polaridade alta e média
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(caso de mangiferina e hiperosideo), enquanto a silica modificada com um grupo alquil
(C18) tem menos facilidade para reter estes compostos®-19, Desta forma, os
compostos-alvo sdo mais facilmente eluidos pelo solvente e sdo encontrados em
maior concentracdo nos extratos provenientes da extragdo com a silica C18.
Alternativamente, se a seletividade da extragcdo destes compostos é priorizada, o
suporte solido Florisil demonstra boa capacidade de retencdo para os analitos,
podendo incluir uma etapa de clean-up com um solvente apolar prévia a eluicdo com

a mistura etandlica, como foi demonstrado por Monasterio et. al. (2014)%.

Para melhor avaliagdo das outras variaveis que influenciam na extragao,
foi realizado o céalculo do modelo polinomial de segunda ordem apenas nos ensaios
realizados com a silica C18. O calculo destes modelos demonstrou valores
satisfatorios de coeficientes de determinacédo (R*>0,97) e p-valores aceitaveis para a
regressao, porém demonstrando significancia estatistica na falta de ajuste do modelo
(tabela ANOVA, Apéndice 2). Os modelos foram entdo plotados em superficies de

resposta, que podem ser vistas na Figura 4.18.

365
L B

Mangiferin
mg kg dw

Hyperoside
mg kg” dw

FIGURA 4.18 — Metodologia de superficie de resposta para a extragdo por DMFS de acordo com as
respostas de mangiferina (A) e hiperosideo (B).
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As superficies de resposta evidenciam as tendéncias previamente
observadas, com valores 6timos de extragdo encontrados de 364,0 mg kg™' para
mangiferina (X1=72,1%mm; X2=40.0%wv) e 395,6 mg kg' para hiperosideo
(X1=53,4%mm; X2=40,0%w). Diferente dos outros métodos de extragdo, a obtengéo
de respostas 6timas em valores inferiores de concentracdo de etanol em agua
demonstra as diferentes interagdes solvente-soluto-matriz-sorbente presentes na
técnica de DMFS. Por se valer de uma coluna cromatografica com presséo positiva e
matriz dispersa ao longo da coluna, diversas interagbes complexas s&o observadas e
dificultam a predigdo da eficiéncia da extragdo a partir das condi¢des de polaridade
do solvente’*. Logo, os menores volumes de etanol encontrados que otimizam a
extracdo podem ser vistos como positivos, haja vista os impactos ambientais
causados pelo etanol, por mais que sejam menores em relagdo a outros solventes

organicos.

Na Figura 4.18 é possivel observar certa discrepancia entre os pontos
de maior resposta de mangiferina e hiperosideo em termos da propor¢do amostra-
sorbente. Desta forma, se fez necessario o calculo da fungao de desejabilidade para
obtencdo de parametros que possam otimizar a resposta de ambos analitos
simultaneamente. Apesar de ndo demonstrarem bons parametros estatisticos na
analise de variancia (Apéndice 2), os dados de desejabilidade para cada experimento
(Tabela 4.7) foram modelados em uma superficie de resposta para avaliacdo da
tendéncia das variaveis (Figura 4.19). Os parametros que induzem uma maxima
resposta de desejabilidade foram calculados em 56,9 %mm de amostra-sorbente e
41,3 %vn de etanol em agua, que ao serem aplicados nos modelos individuais geram

uma resposta de 357,9 mg kg-! de mangiferina e 393,7 mg kg™’ de hiperosideo.
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FIGURA 4.19 — Metodologia de superficie de resposta para a extragdo por DMFS de acordo com as
respostas da fungéo de desejabilidade.

Os valores encontrados para a variavel X1 demonstram a necessidade
de uma alta proporgao de sorbente para amostra (aproximadamente 2:1). Por mais
que este valor seja considerado aceitavel para fins analiticos em metodologias
laboratoriais, a0 aumentar a escala de extracdo para niveis piloto e industrial, o uso
de silica modificada se torna pouco pratico, levando-se em consideracdo que
dificilmente os sorbentes utilizados em DMFS conseguem ser recuperados®.
Extrapolando a eficiéncia de extragdo em escalas maiores, por exemplo, para
extracao do equivalente de 1 g de mangiferina, s&do necessarios 2,8 kg de residuo de
manga e 4,9 kg de silica C18, cujo prego varia entre US$3.000 — US$10.000 por
quilograma®®. Infelizmente, poucas informagdes podem ser encontradas sobre os
impactos ambientais de fases estacionarias tipicamente utilizadas em DMFS. Porém,
especialmente em fases modificadas, diversas etapas de sintese sdo necessarias
para sua producdo, o que pode indicar um impacto maior na producdo destes
materiais, ainda sem levar em consideracao sua destinacao final. Por outro lado, fases
estacionarias mais simples podem ser utilizadas para extragdes DMFS, como a
areia’®197 alguns tipos de rocha’® e até cascas de moluscos'®. Isto pode ser
especialmente eficiente para quando a seletividade nao é o fator mais esperado desta
extracado, priorizando os fatores mecéanicos de quebra das células das plantas e a
interacdo da matriz com a fase sdlida para a promocao de uma melhor eficiéncia de
extragdo. Por outro lado, a maior eficiéncia de extracdo, em comparagao com as

outras técnicas, mostrou que a DMFS pode ser utilizada efetivamente em
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metodologias analiticas para detecgdo de compostos bioativos a partir de matrizes

vegetais.

Outro fator desvantajoso deste método € o alto tempo de eluicédo, que

ultrapassou 30 minutos para cada extragdo. Isto se deu devido ao tamanho de

particula da matriz e do sorbente utilizado, em especial para o C18. Por fim, a

maceragao, etapa que foi feita manualmente com o auxilio de pistilo e almofariz, pode

ser realizada por meio de técnicas automatizadas de mistura para também viabilizar

o escalonamento da DMFS, como o uso de moinho de bolas2%.

Eficiéncia de extragdo (mg kg™')

4.1.2.4 — Extracao Assistida por Homogeneizador em solugdes de liquidos
ionicos (EAH-LIs)

a) Triagem dos liquidos iGnicos
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FIGURA 4.20 — Resultado do ensaio de triagem dos liquidos idnicos (EAH-LIs) para a extragao de
mangiferina e hiperosideo a partir de residuo de processamento de manga. As barras de erro estéo
em termos do desvio padrao das triplicatas e as letras representam as diferengas estatisticas das
médias de acordo com o teste de Tukey (p<0,05) para mangiferina (letras minusculas) e hiperosideo

(letras maiusculas).

Solugbes aquosas dos liquidos ibnicos selecionados foram testadas

como solventes para a extracdo de mangiferina e hiperosideo de residuos de manga

utilizando o método de EAH com parémetros fixos (Figura 4.20). A maioria dos Lls

obteve boa eficiéncia de extracdo, se destacando os tradicionalmente utilizados
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cations derivados de 1-alquil-3-metil imidazolio (C2-10MIm), sendo de melhor eficiéncia
de extracdo os com cadeia de oito carbonos (Cs), com anion cloro ou bromo. Neste
ensaio, fica evidente o efeito do prolongamento da cadeia alquilica no aumento da
eficiéncia de extragdo com cations de imidazolio, chegando em eficiéncia maxima em
oito carbonos. E interessante também observar a inversdo do composto majoritario
entre os marcadores de referéncia na extracdo com os cations de imidazolio com
cadeia alquilica a partir de 6 carbonos, que passam a obter maiores concentracdes

do hiperosideo, possivelmente por ser menos polar, em relagdo a mangiferina.

O composto que obteve melhor eficiéncia de extragao para a soma dos
dois analitos ([CsMIm] CI) e o unico LI considerado biodegradavel entre os
selecionados (acetato de colina) foram selecionados para a proxima etapa de

otimizacao, onde os parametros de extracado foram avaliados.

b) Otimizagao da extragao por EAH-LIs utilizando [CsMIm] Cl e acetato
de colina

Para a otimizagao, foi realizado um planejamento do tipo Box-Behnken,
cujos experimentos, suas variaveis e as respectivas respostas dos marcadores de
referéncia para ambos Lls podem ser vistos na Tabela 4.8. HA um aumento da
eficiéncia de extragcdo maxima encontrada em comparagcdo com os testes realizados
com estes LIs na etapa de triagem, evidenciado pelo maior efeito da variavel X1
(concentragao do LI). A partir da analise dos efeitos das variaveis (Apéndice 1), é
possivel também observar que as outras variaveis foram pouco influentes nas
respostas de mangiferina e hiperosideo. Para melhor avaliagdo dos parametros, os
dados de resposta obtidos foram entdo ajustados nos modelos polinomiais para gerar
superficies de respostas, que podem ser vistas nas Figura 4.21 e Figura 4.22 para

[CsMIm] CI e acetato de colina, respectivamente.

A andlise de varidncia dos modelos polinomiais (Apéndice 2)
demonstrou valores de coeficiente de determinacgéao satisfatérios (R?>0,99) para todas
as regressoes, porém foi observada falta de ajuste em relagéo ao erro puro (p<0,05)
em todos os modelos, exceto o de mangiferina utilizando o LI imidazélico. Apesar
disso, o teste estatistico da média quadratica da regresséo em relagéo a dos residuos

foi aceitavel para todas os modelos.
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Os valores 6timos calculados a partir dos modelos polinomiais foram,
para a extragdo com [CsMIm] CI: X1=2,0 mol L', X2=5,0 min, X3=0,15 g mL"' para a
mangiferina (811,9 mg kg™); X1=1.9 mol L', X2=28.4 min, X3=0.15 g mL™" para o
hiperosideo (944.79 mg kg'). Ja para as extragdes em acetato de colina, obteve-se
concentragdo maxima de mangiferina em 448,5 mg kg™' (X1=2,0 mol L', X2=30,0 min,
X3=0,15 g mL"") e de hiperosideo em 379,6 mg kg (X1=2,0 mol L', X2=30,0 min,
X3=0,05 g mL™"). Tendéncias semelhantes podem ser vistas na influéncia das variaveis
dos dois diferentes Lls testados, onde a concentragcao do solvente foi determinante
para melhores eficiéncias de extracdo em valores proximos do nivel maximo
(2 mol L-"). Ja para a variavel tempo de extragdo (X2), a pouca influéncia nas
respostas pode ser observada na variagao do nivel maximo entre os analitos e os Lls,
bem como nas superficies de resposta, que em todos os casos demonstraram pouca
curvatura paralela ao eixo desta variavel. O mesmo ocorreu para a razao amostra-
solvente, ainda que seja possivel observar ligeira tendéncia de crescimento em

valores proximos de 0,15 g mL-', especialmente para o [CsMIm] CI (Figura 4.21).

TABELA 4.8 - Planejamento fatorial Box-Behnken utilizando o método EAH-LIs e as respectivas
respostas de mangiferina e hiperosideo para os LIs [CsMIm] Cl e acetato de colina.

Variaveis Respostas
Conc. do Amostra-
LI Te)’?'°° solvente  [CsMIm] CI Acgt‘:it: de
(x1) ) (Xs) ofina

Cod. Real Cod. Real Cod. Real Mang. Hiper. Mang. Hiper.

Exp. - Tﬂ' - min - gmL" mg kg!
1 0 1,1 0O 175 O 0,10 503,7 737,9 300,5 154,8
2 0 1,1 0O 175 O 0,10 511,8 734,4 297,8 1521
3 0 1,1 0O 175 O 0,10 513,7 737,8 297,6 1522
4 -1 02 -1 50 O 0,10 279,2 1153 174,7 29,2
5 -1 0,2 1 30,0 O 0,10 299,0 132,0 153,7 31,7
6 1 20 1 50 O 0,10 726,9 811,2 414,8 303,6
7 1 2,0 1 30,0 O 0,10 732,6 8824 4158 3527
8 -1 02 0 175 -1 0,05 340,0 170,8 1899 184
9 -1 02 0 17,5 1 0,15 2374 86,6 1416 29,0
10 1 20 0 175 -1 0,05 632,1 8359 378,1 383,8
11 1 20 0 175 1 0,15 787,7 9155 4229 346,6
12 0 11 -1 50 A1 0,05 433,11 656,4 371,8 202,3
13 0 1,1 -1 50 1 0,15 527,8 696,3 306,3 150,3
14 0 1,1 1 30,0 -1 0,05 5249 6953 3354 164,0
15 0 1,1 1 30,0 1 0,15 5274 763,8 316,5 1595
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FIGURA 4.21 — Metodologia de superficie de resposta para o método EAH-LIs para as extragbes de
mangiferina (coluna A) e hiperosideo (coluna B) utilizando o LI [CsMIm] Cl como solvente.

107



Mangiferin
mg kg
420.0
. 390.0
360.0
330.0
300.0
270.0
240.0
210.0
180.0
150.0
120.0

300

N
o
o

Mangiferin
mg kg

N
o
=]

0.050

300

Mangiferin
mg kg’

7, 20
e
2, ) 25

30 0.050

FIGURA 4.22 — Metodologia de superficie de resposta para o método EAH-LIs para as extragbes de

Hyperoside

mg kg”

Hyperoside
mg kg
380.0
.343.0
306.0
269.0
232.0
195.0
158.0
121.0
84.00
47.00
10.00

Hyperoside
mg kg

@
2
w

s 2
@ @
j=8

S E
I

3 0050

mangiferina (coluna A) e hiperosideo (coluna B) utilizando o LI acetato de colina como solvente.

O nivel

maximo selecionado para a

(0,15 g mL-") otimiza a extrag&o, o que pode ter dificultado a avaliagdo desta variavel.

Porém, este nivel maximo foi escolhido devido a maior viscosidade das solucdes
aquosas dos Lls, que tém limitagdes com a técnica de EAH quando em maiores

proporcdes de amostra e altas concentragdes dos LIs. Também por conta desta

limitagdo, maiores tempos de extragdo foram testados em comparagdo com os

ensaios anteriores desta técnica em etanol (EAH-EtOH), para assegurar completa
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homogeneidade da mistura sélido-liquido altamente viscosa formada em alguns dos
experimentos. O uso de um equipamento maior e mais robusto, em comparagéo com
o anterior, permitiu 0 uso de maiores tempos de extracdo, ainda que necessario
aguardar um tempo maior entre extragdes para resfriamento do equipamento.
Entretanto, exceto no caso da resposta de hiperosideo utilizando o [CsMIm] CI (Figura
4.21), o tempo de extragdo nao se mostrou uma variavel significativa para esta
extracdo, podendo entdo adotar-se tempos menores e manter altas eficiéncias de

extracao.

A maior influéncia da concentragao do liquido ibnico evidencia o papel
da afinidade solvente-soluto nesta extracdo, demonstrando haver uma maior
influéncia da solubilidade na eficiéncia de extragcdo em relagdo a outras propriedades
fisico-quimicas, especialmente a viscosidade. Esta, que em maiores valores pode
influenciar negativamente as extragbes solido-liquido®®, é diretamente proporcional a
concentragdo do LI em agua®®' e ao tamanho da cadeia alquilica em Lls
imidazolicos?%?. Logo, ainda que a viscosidade seja maior em altas concentragdes de
[CsMIm] CI, a maior solubilidade teve um papel prioritario na extragédo de mangiferina

e hiperosideo em amostras de residuo de manga.

Para efeitos de comparacéao, foram realizadas extracdes utilizando os
parametros 6timos obtidos no método EAH-EtOH, porém se valendo da metodologia
analitica e dos equipamentos utilizados no método dos liquidos idnicos. Como pode
ser visualizado na Figura 4.23, o experimento 11 do planejamento fatorial realizado
com [CsMIm] Cl em agua se mostrou, em média, 57% mais eficiente na extracédo de
mangiferina e hiperosideo em relagao aos melhores experimentos com aceto de colina
e 22% em relagao ao etanol em agua. A mistura etandlica também demonstrou ser
superior a extragdo com acetato de colina (45%, em média). Comparando as
eficiéncias de extragdo com solugdes aquosas de etanol e [CsMIm] Cl, conclui-se que,
apesar da menor eficiéncia de extracdo, as solugdes etandlicas demonstram
suficiéncia na extracdo de mangiferina e hiperosideo a partir de residuos de manga
ao levar em consideracao fatores relacionados aos possiveis impactos ambientais dos
diferentes solventes. Particularmente os céations de imidazodlio, ligados a altas
toxicidades?%® e média-baixa biodegradabilidade?®*, além de dificil recuperagdo —
apesar de possivel?® — podem causar problemas diversos nas esferas ambientais e

sociais. Por outro lado, € interessante observar a maior eficiéncia de extragao obtida
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pela maioria dos Lls, visto que novas geracbes destes compostos vém sendo
desenvolvidas e, caso ganhem escala de produgéo, podem ser alternativas eficientes

e sustentaveis para a extragao de bioativos a partir de matrizes vegetais®.
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FIGURA 4.23 — Comparagao entre melhores experimentos de extragdo com o método EAH e suas
eficiéncias de extragdo de mangiferina e hiperosideo. As barras de erro estdo em termos do desvio
padrao das triplicatas e as letras representam as diferengas estatisticas das médias de acordo com o
teste de Tukey (p<0,05) para mangiferina (letras minusculas) e hiperosideo (letras maiusculas).

4.1.3 — Comparacéo entre diferentes métodos de secagem

Utilizando o método EAH-EtOH, foram comparadas as eficiéncias de
extracdo dos marcadores de referéncia para uma mesma amostra (RPM/LC) sob
diferentes técnicas de secagem (estufa e liofilizagdo). As respostas podem ser vistas
na Figura 4.24. E possivel observar uma diferenca significativa na eficiéncia de
extracdo de mangiferina, que foi superior na amostra seca em estufa, e do
hiperosideo, que foi maior na amostra liofilizada. A soma das concentragées do par
de analitos foi praticamente a mesma na amostra da estufa (637,0 mg kg™') em
comparagdo com a do liofilizador (630,8 mg kg'), sem diferencga estatistica (p<0,05).
A analise dos cromatogramas dos dois diferentes extratos a partir da corrida
exploratéria (Figura 4.25) mostrou perfis quimicos semelhantes nos diferentes
comprimentos de onda, com ligeira diferenga na intensidade de algumas bandas,

particularmente a banda n&o identificada presente em 12,2 minutos (254 e 350 nm).
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FIGURA 4.24 — Resultados de eficiéncia de extragdo de mangiferina e hiperosideo a partir da
amostra de residuo de manga (RPM/LC) seca em estufa e liofilizador. As barras de erro representam

o desvio padrao das triplicatas e as letras mostram as diferengas estatisticas das médias de acordo
com o teste de Tukey (p<0,05) para mangiferina (letras mindsculas) e hiperosideo (letras maiusculas).
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FIGURA 4.25 — Cromatogramas exploratérios das amostras de residuo de manga obtidas a partir
de secagem com estufa (preto) e com liofilizador (vermelho), registrados em comprimentos de onda
de 254 (A), 280 (B) e 350 nm (C).
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4.1.4 — Comparacgéo entre diferentes amostras

Utilizando os mesmos parametros do ensaio anterior, foram comparadas
as eficiéncias de extragao dos marcadores de referéncia nas diferentes amostras de
residuo de manga, todas obtidas por secagem em estufa. Observa-se uma maior
eficiéncia de extracdo de hiperosideo nas amostras processadas no laboratério em
comparagdo com a amostra proveniente do processamento industrial, enquanto o
inverso foi identificado para a mangiferina (Figura 4.26). Vale ressaltar que as
amostras foram obtidas a partir de frutas provenientes de origens variadas e que
passaram por condi¢des diferentes. Diversas variaveis podem afetar a quantidade dos
analitos nas fragdes residuarias, bem como seu perfil quimico, cujos efeitos ndo foram
avaliados no escopo deste trabalho. Analisando a soma das concentragdes dos dois
analitos, todas as amostras tiveram valores estatisticamente iguais (p<0,05). O perfil
quimico das amostras obtidas em laboratério foi semelhante em 350 nm, com a
presenca de uma banda nao identificada de alta intensidade em 12 min, que apareceu
em menor intensidade na amostra RPM/IO (Figura 4.27). Nos outros comprimentos
de onda, o perfil quimico se mostrou mais intenso nas amostras RPM/LC e RPM/I0,

nesta ordem, particularmente em tempos de retengdo acima de 13 min.
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FIGURA 4.26 — Resultados comparativos da eficiéncia de extragdo de mangiferina e hiperosideo a
partir das diferentes amostras de residuo de manga: processamento industrial de manga organica
(RPM/10), processamento laboratorial de manga convencional (RPM/LC) e organica (RPM/LO). As
barras de erro representam o desvio padrao das triplicatas e as letras mostram as diferengas
estatisticas das médias de acordo com o teste de Tukey (p<0,05) para mangiferina (letras
minusculas) e hiperosideo (letras maiusculas).
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FIGURA 4.27 — Cromatogramas exploratérios das diferentes amostras de residuo de manga
(Mangifera indica var. Palmer) obtidas a partir de processamento industrial de manga organica
(RPM/1O - azul), processamento laboratorial de manga convencional (RPM/LC - vermelho) e organica
(RPM/LO - preto) nos comprimentos de onda de 254 (A), 280 (B) e 350 nm (C).

Nos termos realizados nesta metodologia, os resultados obtidos nao
corroboraram com a hipotese de que ha maior presenca de compostos bioativos em
frutas provenientes de pratica organica de agricultura. As amostras obtidas
comercialmente a partir da fruta in natura tiveram diferenga estatistica insignificante

nas concentragdes de mangiferina e hiperosideo, além perfil quimico semelhante.
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4.2 — Goiaba (Psidium guajava)

4.2.1 — Métodos cromatograficos, curvas analiticas e figuras de
merito

4.2.1.1 — Extragado Assistida por Homogeneizador em solugdes etandlicas acidas
(EAH-HCI)

Um método cromatografico para detecgéo e quantificacdo de quercetina
e vanilina como marcadores de referéncia em extratos de goiaba foi desenvolvido em
sistema cromatografico de HPLC. Por esta parte do trabalho ter sido desenvolvida em
periodo de estagio no exterior, este método foi apenas utilizado nos ensaios
preliminares com a técnica de extragdo por homogeneizador para avaliagdo da
viabilidade das extragcbes com presenga de acido cloridrico. Logo, ndo foram
realizadas as avaliagbes completas das figuras de mérito, que serdao melhor

desenvolvidas no método descrito na proxima secgéao (ltem 4.2.1.2).

Desta forma, foram realizadas as curvas de calibracdo para
quantificacdo de quercetina e vanilina em extratos de goiaba (Tabela 4.9). Os
parametros de linearidade e LDs e LQs se mostraram aceitaveis. E possivel observar
que os limites de detecgao e quantificacdo desta metodologia sao significativamente
menores em comparagao com os metodos analiticos para as amostras de manga. Isto
se da pela maior capacidade da quercetina e vanilina de absorverem a radiagao
ultravioleta, mas principalmente pelo maior volume de injecéo utilizado nesta analise
(2 uL), necessario para a deteccao destes compostos nos extratos, que estdo em

concentragbes menores em comparagao aos detectados nos extratos de manga.

TABELA 4.9 - Equacgbes das curvas analiticas, coeficiente de determinagao e limites de detecgao
e de quantificagéo utilizados para os experimentos EAH-HCI.

LD LQ
mg L
Quercetina y =44147,53x - 242498 0,9996 0,26 0,86
Vanilina y = 53527,92x - 3477,08 00,9996 0,25 0,84

Composto Equagao R?

4.2.1.2 - Extracao Assistida por Ultrassom em solugdes acidas (EAU-HCI) e
demais analises

Este método analitico, desenvolvido em equipamento de UHPLC, foi
utilizado para as extracbes empregando a técnica por ultrassom e demais analises
comparativas. Os cromatogramas comparativos entre a solugdo de padréo analitico e
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o extrato proveniente do método EAU-HCI podem ser visualizados na Figura 4.28. A
vanilina, detectada em 280 nm, teve o tempo de retengao em torno de 4 min, enquanto

a quercetina (370 nm), foi identificada em 14,5 min da corrida cromatografica.
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FIGURA 4.28 — Cromatogramas da solugéo padrao de quercetina e vanilina (azul) e extratos
proveniente de extragcdo EAU-HCI (preto), registrados em 280 (A) e 370 nm (B).

Assim como nos outros métodos, para avaliagao da seletividade desta
metodologia foram realizados cromatogramas comparativos entre extratos de residuo
de goiaba e as mesmas solugdes fortificadas com os padrdes analiticos (Figura 4.29),
identificando as bandas investigadas ao observar o aumento de suas areas. Além
disso, também foram comparados os perfis UV das bandas investigadas, tanto entre

corridas com extratos e padrbdes (Figura 4.30), como entre diferentes pontos das

115



bandas para avaliagao de sua pureza (Figura 4.31). P6de-se observar que as bandas
investigadas no extrato de goiaba tém perfil de absor¢ao UV semelhante ao observado
nos padrdes, bem como verificar pouca variagao deste perfil em diferentes tempos de

retencéo relacionados a banda cromatografica.
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FIGURA 4.29 — Comparacgéo de cromatogramas de extrato de goiaba obtidos a partir do método
EAU-HCI e o mesmo extrato fortificado com vanilina detectado a 280 nm (A) e quercetina detectado
em 370 nm (B).
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FIGURA 4.30 — Perfil UV das bandas cromatograficas de vanilina (A) e quercetina (B) encontradas
em solugéo padrao de 100 mg L' (vermelho) e no extrato obtido pelo método EAU-HCI (azul).
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FIGURA 4.31 — Pureza de banda determinada pelo perfil UV de vanilina (A) e quercetina (B) em trés
diferentes tempos de retencao das respectivas bandas cromatograficos do extrato obtido a partir da
extragao por EAU-HCI.

117



Apods a otimizagao da corrida cromatografica e identificagdo das bandas
de acordo com os compostos-alvo, foi possivel realizar a curva analitica para
quantificagdo de quercetina e vanilina em amostras de residuos de goiaba. Os fatores
de qualidade calculados para esta regressao linear (Tabela 4.10) demonstraram ser
aceitaveis em termos de linearidade, e os limites de detecgdo e quantificagao
estiveram dentro do esperado para esta analise. Novamente, o volume de inje¢ao de
2 uL possibilitou uma maior sensibilidade do método, como pode ser avaliado para os
LDs e LQs, apesar de um erro maior (em termos de residuos da regresséo linear) ter

elevado os valores para a curva analitica da quercetina.

TABELA 4.10 — Equagdes das curvas analiticas, coeficiente de determinacéo e limites de deteccao
e de quantificacio utilizados para os experimentos EAU-HCI.

LD LQ
mg L
Quercetina y = 10460,84x - 20648,90 0,9989 0,70 2,32
Vanilina y =17828,44x - 1070,07  0,9999 0,19 0,62

Composto Equacgao R?

4.2.2 — Extragbes, planejamentos fatoriais e superficies de
resposta

4.2.2.1 — Extragao Assistida por Homogeneizador em solugdes etandlicas acidas
(EAH-HCI)

Este ensaio teve como objetivo principal a analise preliminar do efeito da
presencga do acido cloridrico (HCI) na eficiéncia de extragdo de quercetina e vanilina,
tendo como base um planejamento fatorial de face centrada para avaliagao do efeito
das duas variaveis nas respostas, que podem ser vistas na Tabela 4.11. A hipotese
inicial era avaliar o aumento da eficiéncia de extragdo causado por: 1) rompimento
das paredes celulares das células da planta por meio da hidrolise acida dos
polissacarideos que as constituem, liberando os solutos para a solu¢ao; 2) conversao
de espécies glicosiladas em aglicosiladas, como os dois marcadores de referéncia
escolhidos, a partir da hidrdlise acida das ligacdes entre os nucleos e as moléculas de
glicose.

Para a quercetina, como pode ser visto nos experimentos 6, 7 € 8, foram
encontradas respostas abaixo do limite de deteccdo. Como este foi apenas um teste
preliminar, os calculos dos efeitos das variaveis e do modelo polinomial para

superficies de resposta foram realizados considerando estes valores nulos. A partir

118



da anadlise dos efeitos das variaveis, € possivel avaliar uma alta influéncia da
concentracdo do acido nas respostas em comparagao ao tempo de extragao
(Apéndice 1). Calculados os modelos polinomiais, foi encontrado um ajuste fraco para
a vanilina (R*=0,782) com p-valores fora dos niveis aceitaveis (p>0,05 para a
regressao). Ja para a quercetina, estes valores estavam dentro de niveis aceitaveis
(R?=0,983; p<0,05 para a regressao e p>0,05 para a falta de ajuste). As tabelas

ANOVA podem ser encontradas no Apéndice 2.

TABELA 4.11 — Planejamento fatorial de face centrada e as respostas de quercetina e vanilina de
acordo com método EAH-HCI

Co::?: t(l;zg;ao Tempo (X2) Respostas
(mol L) min mg kg’
Exp. Céd. Real Cad. Real Quercetina Vanilina
1 0 0,50 0 105 20,75 48,71
2 0 0,50 0 105 19,71 48,43
3 0 0,50 0 105 19,02 45,91
4 1 1,00 1 180 25,64 46,61
5 1 1,00 -1 30 20,24 49,36
6 -1 0,01 1 180 * 34,41
7 -1 0,01 -1 30 * 34,92
8 -1 0,01 0 105 * 36,55
9 1 1,00 0 105 25,87 42,05
10 0 0,50 1 180 19,14 44,29
11 0 0,50 -1 30 21,94 40,45

* abaixo do limite de quantificagao

As superficies de resposta confirmam o efeito majoritario da
concentragéo do acido (Figura 4.32), que otimizaram a extragdo em niveis préximos
do maximo selecionado para este planejamento fatorial (1 mol L"). E possivel
observar que a variavel X2, tempo de extragdo, demonstra pouco efeito nas eficiéncias
de extracao de vanilina e quercetina, com ligeira tendéncia de alta em tempos maiores
que 120 minutos para o segundo. As variaveis 6timas, calculadas a partir do modelo
polinomial, sdo: para a quercetina (25,76 mg kg'), X1=0,9 mol L-' e X2=180 min; para
a vanilina (47,75 mg kg'), X1=0,8 mol L' e X2=98,2 min.
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FIGURA 4.32 — Metodologia de superficie de resposta para a extragdo de quercetina (A) e vanilina
(B) de acordo com o método EAH-HCI

O nivel de tempo minimo (30 minutos) foi selecionado para essa
otimizacao devido a baixa eficiéncia de extracdo de quercetina em tempos curtos,
caracteristica observada para o procedimento com meio acido. Desta forma, foi
necessario encontrar métodos que sejam eficientes e funcionais em tempos mais
longos de extracdo, sendo essa uma limitagdo observada na técnica com
homogeneizador (EAH), com mal funcionamento deste equipamento apds os
experimentos realizados. A partir dos resultados obtidos neste planejamento fatorial,
também foi observado que concentragdes maiores que 1 mol L-' podem indicar uma
maior eficiéncia de extragcdo. Por estes motivos, uma nova técnica de extracido foi
selecionada (ultrassom), para ensaios da evolugao temporal da eficiéncia de extragéo

e posterior otimizagao dos parametros que afetam esta técnica.

4.2.2.2 — Extragao Assistida por Ultrassom em solugoes etandlica acidas (EAU-
HCI)

a) Estudo temporal com HCI e acido organicos verdes

O objetivo inicial deste ensaio foi avaliar a evolugdo temporal,
semelhante a um estudo de cinética de reacao, da eficiéncia de extracdo dos dois
marcadores de referéncia dos residuos da goiaba em solugdes etandlicas acidas.
Foram realizadas extragdes utilizando paradmetros fixos da metodologia desenvolvida
para a EAU, em diferentes tempos, para solventes etandlicos (70% de etanol em agua)
com e sem a presenga de acido cloridrico, em uma concentragdo de 1 mol L.

Também foram feitas extragbes, em tempo fixo de 90 minutos, com os acidos
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organicos citrico, ascérbico e acético. Todos os resultados estdo presentes na Figura
4.33.
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FIGURA 4.33 — Estudo temporal da extragédo acida de quercetina (A) e vanilina (B) com solugdes
aquosas de etanol (70%): sem acido (azul claro), com HCI (azul escuro), acido citrico (amarelo), acido
ascorbico (laranja) e &cido acético (verde). As barras de erro representam o desvio padrdo das
triplicatas de cada experimento.

Para a quercetina, é possivel observar uma maior diferenga, logo a partir
de 10 minutos de extracao, entre as eficiéncias de extracdo com e sem a presenca de
HCI. No ensaio apenas com etanol e agua, uma pequena variagao foi encontrada
entre 10 e 180 minutos, atingindo o maximo em 28,21 mg kg™'. Ja para o ensaio em
HCI 1 mol L', foi possivel observar uma clara evolugdo na concentragdo de quercetina

com o tempo, atingindo o pico em 90 minutos (61,95 mg kg'), que em seguida reduziu
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em 120 e 150 min e voltou a subir em 180 minutos de extragdo. A esta flutuagao
podem ser associados diversos fatores, entre eles a instabilidade do composto pelo
efeito do préprio acido e outros fatores externos?%6.207_ Efeitos semelhantes ocorreram
para a vanilina, apesar da maior proximidade entre as curvas com e sem a presenca
de HCI. Utilizando o acido, a extragdao de vanilina obteve uma curva crescente de
acordo com o tempo, atingindo seu maximo em 180 min (25,27 mg kg'), apds
variagdes negativas em 150 minutos. Para o ensaio sem a presenga de acido, apos
flutuagdes entre 30 e 120 min, a concentragdo de vanilina se estabilizou e atingiu seu
maximo também em 180 min (18,32 mg kg™'). Ao comparar as eficiéncias de extragdo
em acidos organicos com tempo de extracao fixo em 90 minutos, foram obtidos valores
de resposta significativamente inferiores aos obtidos utilizando o acido cloridrico para

ambos analitos.
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FIGURA 4.34 — Cromatogramas comparativos entre extratos obtidos a partir de residuo de goiaba
em solvente etandlico sem (vermelho) e com a presenga de HCI 1M (preto), registrados em 280 (A) e
370 nm (B).
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Avaliando o cromatograma dos extratos obtidos com e sem a presencga
de HCI (Figura 4.34), é possivel observar relativa mudanga no perfil quimico destes
extratos. Em 280 nm, ha surgimento de uma banda de alta intensidade em 4,5 min,
que nao pdde ser identificado a partir do modelo de deteccao utilizado neste método.
Além disso, outras bandas aparecem em maior intensidade no extrato obtido a partir
da extracdo acida, o que poderia ser associado a uma conversao de diversos
compostos glicosilados em aglicosilados, bem como outras reagdes quimicas que
podem ser favorecidas em ambientes acidos. Como foi possivel observar um aumento
na eficiéncia de extracdo de vanilina e quercetina, testes para melhoria da extragcéao
acida tomando como base estes marcadores de referéncia foram realizados para

otimizacao da técnica de ultrassom de acordo com os parametros selecionados.

b) Otimizagdo da EAU-HCI com planejamento fatorial

Observados os valores de tempo de extragdo que demonstraram
estabilidade na obtencdo de quercetina e vanilina em extratos etandlicos acidos,
niveis entre 60 e 120 minutos foram selecionados para melhor avaliar os pontos de
otimizacdo da EAU. Esta variavel e as outras selecionadas para o planejamento de
Box-Behnken, seus niveis e respostas de eficiéncia de extragdo para cada
experimento podem ser encontradas na Tabela 4.12. As respostas ja nos permitem
observar que valores superiores foram obtidos em comparag¢ao ao ensaio anterior,
visto que a quercetina foi encontrada em 83,54 mg kg-! (experimento 21) e a vanilina
em 45,57 mg kg (experimento 18), curiosamente ambos em experimentos utilizando
0,5 mol L' de HCI.

Na analise dos efeitos das variaveis para a quercetina (Apéndice 1),
observa-se maior influéncia das variaveis X2 (amostra-solvente) e X4 (concentragao
de HCI), ambas com valores negativos (melhor extracdo em niveis proximos do
minimo). Para a vanilina tendéncias semelhantes sdo encontradas, porém ha maior
efeito, também negativo, da variavel X1 (concentragao de etanol/agua). As respostas
foram modeladas em equagdes polinomiais, que permitiram sua plotagem em

superficies de resposta (Figura 4.35 e Figura 4.36).
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TABELA 4.12 — Planejamento fatorial Box-Behnken para o método EAU-HCI e as respectivas respostas de quercetina e vanilina.

Amostra-solvente

Etanol/Agua (X1) (X2) Tempo (X3) Conc. de HCI (X4) Respostas
Cod. Real Cod. Real Cod. Real Cod. Real Quercetina Vanilina

Exp. - %viv - g mL"1 - min - mol L mg kg’

1 -1 60 -1 0,10 0 90 0 1,25 55,23 35,92
2 1 80 -1 0,10 0 90 0 1,25 57,36 22,38
3 -1 60 1 0,30 0 90 0 1,25 39,26 28,48
4 1 80 1 0,30 0 90 0 1,25 39,29 21,05
5 -1 60 0 0,20 -1 60 0 1,25 59,80 29,76
6 1 80 0 0,20 -1 60 0 1,25 71,39 29,11
7 -1 60 0 0,20 1 120 0 1,25 49,17 31,21
8 1 80 0 0,20 1 120 0 1,25 48,20 22,08
9 -1 60 0 0,20 0 90 -1 0,50 53,05 35,13
10 1 80 0 0,20 0 90 -1 0,50 44,49 22,87
11 -1 60 0 0,20 0 90 1 2,00 29,60 29,97
12 1 80 0 0,20 0 90 1 2,00 29,40 27,98
13 0 70 -1 0,10 -1 60 0 1,25 66,26 32,90
14 0 70 1 0,30 -1 60 0 1,25 58,38 28,10
15 0 70 -1 0,10 1 120 0 1,25 64,50 38,70
16 0 70 1 0,30 1 120 0 1,25 46,81 31,81
17 0 70 0 0,20 -1 60 -1 0,50 64,60 37,24
18 0 70 0 0,20 1 120 -1 0,50 79,30 45,57
19 0 70 0 0,20 -1 60 1 2,00 48,37 32,32
20 0 70 0 0,20 1 120 1 2,00 37,52 28,66
21 0 70 -1 0,10 0 90 -1 0,50 83,54 43,71
22 0 70 1 0,30 0 90 -1 0,50 56,11 31,09
23 0 70 -1 0,10 0 90 1 2,00 62,65 36,27
24 0 70 1 0,30 0 90 1 2,00 34,85 23,07
25 0 70 0 0,20 0 90 0 1,25 68,88 33,88
26 0 70 0 0,20 0 90 0 1,25 73,87 33,39
27 0 70 0 0,20 0 90 0 1,25 74,63 31,77
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Ambos os modelos calculados obtiveram valores de ajuste razoaveis

(R*=0,870 e 0,842), com testes estatisticos dentro dos niveis aceitaveis para

regressao e falta de ajuste, de acordo com analise de variancia (Apéndice 2).
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FIGURA 4.35 — Metodologia de superficie de resposta para a otimizagdo da extragado de quercetina

a partir de residuo de goiaba utilizando o método EAU-HCI
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FIGURA 4.36 — Metodologia de superficie de resposta para a otimizagao da extragédo de vanilina a
partir de residuo de goiaba utilizando o método EAU-HCI

A andlise das superficies de resposta mostra que os paradmetros que
indicam uma maior eficiéncia de extracdo de quercetina estdo em valores médios dos
niveis selecionados, mostrando uma boa escolha dos extremos definidos para esta
otimizacdo. Os parametros 6timos obtidos para a quercetina, obtendo um maximo
tedrico em 79,17 mg kg' sdo: X1=69 %w, X2=0,12 g mL", Xs= 104 min,
X4= 0,78 mol L- 1.
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Ja para a vanilina, valores mais préoximos dos extremos foram
identificados por otimizar a extracéo, exceto para a concentragao de etanol/agua, que
indicou melhores respostas em 60-70%ww. Os valores calculados que obtém um
maximo 6timo de 50,19 mg kg™' para a vanilina sdo: X1=61 %uw, X2=0,10 g mL™", X3=
120 min, X4= 0,50 mol L.

Os valores encontrados atestam a necessidade da analise multivariada
dos efeitos dos parametros em processos que apresentam um maior numero de
variaveis, observando nao so6 efeitos independentes, mas também suas interagdes. A
interacdo entre os parametros de concentragdo de HCI e tempo de extragdo para a
quercetina, por exemplo, se mostrou mais relevante para definicdo do parametro 6timo
em 0,78 mol L-' e 104 minutos, tempo que foi observado como étimo em outros niveis

nas superficies de resposta que envolviam outras variaveis.

O tempo de extracao encontrado por otimizar a quercetina se mostrou
consistente com o observado no ensaio anterior, mesmo que em concentracdes
inferiores de HCI. Este, por sinal, € um 6timo resultado obtido nesta otimizagao
(X4=0,78 e 0,50 mol L"), demonstrando a importancia deste ensaio para utilizagéo de
solugdes acidas mais brandas. A concentragdo de etanol/agua também se mostrou
consistente, atestando a importancia da solubilidade dos solutos nas extracdes sélido-
liquido, sendo encontrada em valores semelhantes aos outros flavonoides estudados
em relagcdo a quercetina, e ligeiramente menores para a mais polar molécula de
vanilina. Por fim, a razdo amostra-solvente, demonstrando ser um parametro singular
para cada tipo de extragao, foi encontrada préxima do nivel minimo de 0,10 g mL",
indicando necessitar de maiores proporgdes de solventes em relacdo as outras

extragcdes estudadas neste trabalho.

4.2.3 — Comparagéo entre diferentes métodos de secagem
Foram realizadas comparacgdes entre as mesmas amostras de residuo
de goiaba (RPG/LC), secas em estufa e por técnica de liofilizagdo, em termos de
comparagao do perfil quimico a partir de cromatogramas exploratérios (Figura 4.37) e
eficiéncia de extracdo de quercetina e vanilina (Figura 4.38). E possivel observar uma
maior extragdo de quercetina nas amostras obtidas a partir de liofilizador (26%
superior), enquanto as secas em estufa demonstraram melhor eficiéncia para a

vanilina (29% superior). Na soma das concentragdes, o uso da técnica de liofilizagao
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foi ligeiramente melhor (67,5 mg kg™') em relagdo a estufa (64,5 mg kg'), valores
estatisticamente diferentes (p<0,05). Por fim, a anélise do perfil quimico demonstrou
similaridade entre as amostras, com o surgimento de uma banda no extrato obtido a

partir da amostra liofilizada (11 min, 254 e 280nm), inexistente no outro extrato.
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FIGURA 4.37 — Cromatogramas exploratérios das amostras de residuo de goiaba obtidas a partir de
secagem com estufa (em preto) e liofilizador (vermelho), em comprimentos de onda de 254 (A), 280
(B) e 370 nm (C).
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FIGURA 4.38 — Resultados comparativos da eficiéncia de extragdo de quercetina e vanilina a partir
de amostras secas em estufa e liofilizador. As barras de erro representam o desvio padrao das
triplicatas e as letras mostram as diferencgas estatisticas das médias de acordo com o teste de Tukey
(p<0,05) para quercetina (letras minusculas) e vanilina (letras maiusculas).
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FIGURA 4.39 — Resultados comparativos da eficiéncia de extragdo de quercetina e vanilina a partir
das diferentes amostras de residuo de goiaba: processamento laboratorial de goiaba organica
(RPG/LO), processamento laboratorial de goiaba convencional (RPG/LC). As barras de erro
representam o desvio padrao das triplicatas e as letras mostram as diferencgas estatisticas das
médias de acordo com o teste de Tukey (p<0,05) para quercetina (letras mindsculas) e vanilina (letras
maiusculas).

4.2.4 — Comparagéo entre diferentes amostras

A comparagado entre diferentes amostras foi realizada com extragdes
feitas com residuos de goiaba obtidos em laboratério a partir de frutas orgénicas
(RPG/LO) e convencionais (RPG/LC), condicionadas sob mesma metodologia
(secagem em estufa). Como pode ser visto na Figura 4.39, em termos de eficiéncia
de extragdo, ambas amostras obtiveram concentracbes de quercetina
estatisticamente iguais (cerca de 40 mg kg™'), porém com superioridade na
concentragdo de vanilina na amostra de goiaba convencional (28,8 + 0,5 mg kg') em
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relagdo a orgéanica (16,6 * 1,3 mg kg'). Isso se repetiu na soma dos analitos

(convencional 70,3 mg kg™';

organica 57,4 mg kg™'), que foram significativamente

diferentes (p<0,05). Poucas diferengas foram observadas nos perfis quimicos das

duas amostras (Figura 4.40), tendo a amostra convencional (RPG/LC) uma linha de

base de intensidade ligeiramente superior a encontrada na amostra organica para

todos os comprimentos de onda estudados neste ensaio cromatografico exploratdrio.
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FIGURA 4.40 — Cromatogramas exploratérios das diferentes amostras de residuo de goiaba obtidas
a partir de processamento laboratorial de goiaba orgénica (RPG/LO — vermelho) e processamento
laboratorial de goiaba convencional (RPG/LC - preto) e organica (RPM/LO - preto) nos comprimentos

de onda de 254 (A), 280 (B) e 370 (C) nm.
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4.3 — Laranja (Citrus sinensis)

4.3.1 — Método cromatografico e curva analitica
Para a deteccao e quantificagado do flavonoide hesperidina em extratos
provenientes das cascas da laranja, foi realizado um método cromatografico em
UHPLC. Apos otimizagdo do método, foi possivel observar a presenga do composto
no extrato em 6,3 min, mesmo tempo de retengdo da banda obtida com solucéo do

padrdo analitico (Figura 4.41).

Extrato residuo de laranja (D18)
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FIGURA 4.41 — Cromatogramas do extrato de residuo de laranja (A) e da solugao padréo de

hesperidina (B), registrados em 280 nm.

Absorbancia

Assim como nos outros métodos cromatograficos, também foram
avaliados os perfis de absorcao UV da solucéo padrao e extrato. Como pode ser visto
na Figura 4.42, o espectro de absor¢ao UV encontrado na banda investigada no
extrato tem perfil semelhante ao do padrao analitico de hesperidina, também podendo
observar pouca variacao deste perfil em diferentes pontos das bandas (espectro B).
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FIGURA 4.42 — Perfil UV das bandas referentes a hesperidina em solugéo de padréo (vermelho) e
no extrato de residuo de laranja (azul) no espectro A. No espectro B, pureza de banda determinada
pelo perfil UV de hesperidina em trés diferentes tempos de retencdo da banda cromatogréfica do

extrato de residuo de laranja.

Foram realizadas, desta forma, curvas analiticas cujos parametros estao
resumidos na Tabela 4.13. E possivel observar valores relativamente altos de LD e
LQ, justificados pela faixa de concentragcédo selecionada para realizagdo da curva
analitica, que iniciou em 50 mg L. Isto se deu pela alta concentragéo de hesperidina
encontrada na maioria dos extratos provenientes de casca de laranja, nao
necessitando de quantificagdes em valores menores que o minimo selecionado. Ainda
assim, a regressao linear obtida teve um bom valor de coeficiente de determinagao

(R?), o que demonstra linearidade na faixa de concentragdes escolhida.

TABELA 4.13 — Equacbes das curvas analiticas, coeficiente de determinagao e limites de detecgao
e de quantificagéo utilizados para os experimentos realizados com residuos de laranja.

LD LQ
mg L
Hesperidina y=4272,13x-5822,94 0,9986 12,20 40,66

Composto Equacgao R?
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4.3.2 — Parametros de Hansen e testes de solubilidade
Antes da realizacdo dos ensaios de extracdo com as amostras de
residuo de laranja, foi realizada a determinagao dos parametros de Hansen do soluto
(hesperidina), de forma tedrica e empirica, além da procura e otimizagao de solventes
e misturas de solventes que poderiam demonstrar maior solubilidade ao soluto, para

consequentemente serem testados como meios liquidos nas extragoes.

A partir da estrutura molecular da hesperidina, com auxilio da ferramenta
DIY do software HSPIP, foi possivel obter os parametros de Hansen tedricos do soluto,
sendo estes: 6p=19,6, 6p=10,3 e On=13,9. Estes parametros calculados foram
utilizados apenas para fins de comparagdo. De acordo com a lista de solventes
selecionados, foram realizados testes de solubilidade ao designar pontuagdes a partir
da avaliagao visual das misturas entre os solventes puros e o padrdo analitico de
hesperidina. Os valores de pontuacao sao utilizados pelo software para a modelagem
e determinagao dos parametros de Hansen empiricos do soluto, e consequentemente
seus valores de RED em relacdo a cada solvente, que podem ser vistos na Tabela
4.14.

A esfera de Hansen calculada para a hesperidina a partir dos testes
empiricos de solubilidade com solventes puros (Figura 4.43), obtida com valores de
raio de * (1,25, 0,65, 0,50) (dp, dr, &H) € com um ajuste (R?) de 0,956, resultou em

parametros empiricos para hesperidina de 6p=17,3, dp=21,2 e 01=18,1.

TABELA 4.14 — Pontuagbes dadas aos solventes selecionados no teste empirico de solubilidade,
seus respectivos pardmetros de solubilidade de Hansen e valores calculados de RED. (continua)

Solvente oo | 6p | OH | Pontuacdao | RED

Dimetilsulféxido (DMSQO) 18,4 16,4 | 10,2 1 0,713

N,N’-Dimetilformamida (DMF) | 17,4 | 13,7 | 11,3 1 0,778

Metanol (MeOH) 14,7 1 12,3 22,3 2 0,891

Anidrido acético 16 | 11,7 10,2 5 0,979*
Acetonitrila 15,3 18 | 6,1 5 1

N,N-Dimetilacetamida (DMAc) | 16,8 | 11,5 | 9,4 1 1,005*

Etilenoglicol (EG) 17 | 11 26 1 1,008*

Etanol (EtOH) 15,8 8,8 | 194 5 1,009

Acido férmico 14,6 10 | 14 1 1,030*

Cyrene 18,9124 | 7,1 4 1,09

Acido acético 145 8 [13,5 5 1,178

Isopropanol 15,8 | 6,1 | 16,4 5 1,206

Acetona 15,5104 | 7 5 1,225

1-Butanol 16 | 5,7 | 15,8 5 1,234

Diclorometano (DCM) 17 | 73 | 7.1 5 1,358
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TABELA 4.14 (cont.) — Pontuagdes dadas aos solventes selecionados no teste empirico de
solubilidade, seus respectivos pardmetros de solubilidade de Hansen e valores calculados de RED.

Solvente oo | 6p | OH | Pontuagdo | RED
Metiletilcetona (MEK) 16 9 | 51 5 1,381
Tetrahidrofurano (THF) | 16,8 | 5,7 | 8 3 1,421
Acetato de etila 158 | 53 | 7,2 5 1,5
1,4-Dioxano 17,5| 1,8 9 4 1,64
Cloroférmio 17,8 | 3,1 | 5,7 5 1,676
Eter etilico 145| 29 | 4,6 5 1,799
d-Limoneno 1721 1,8 | 4,3 5 1,818
a-Pineno 16,9 1,8 | 3,1 5 1,873
Agua 15,5| 16 | 42,3 5 1,919
Tolueno 18 | 1,4 2 5 1,946
Benzeno 18,4| O 2 4 2,032
Tetracloreto de carbono | 17,8 | O 0,6 5 2,094
Ciclohexano 16,8 | O 0,2 5 2,117
Heptano 15,3| O 0 5 2,152
Hexano 149| 0 0 5 2,163

* representa solventes erroneamente posicionados dentro ou fora da esfera de Hansen
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FIGURA 4.43 — Esfera de solubilidade de Hansen obtida a partir do teste de solubilidade realizado
com solventes puros. Esferas azuis representam os solventes posicionados dentro da esfera e
quadrados vermelhos representam solventes posicionados fora, de acordo com o calculo do raio da

esfera realizado.

Ap0s calculo dos parametros empiricos, foi possivel realizar a triagem e
otimizacao de misturas dos solventes disponiveis com a ferramenta Solver do Excel.
Como o parametro Ro (raio da esfera de solubilidade) é uma constante, a minimizagao
da distancia entre soluto e solvente no espaco de Hansen foi realizada com base no
parametro Ra, em vez de RED (RED=Ra/Ro), utilizando as fragbes volumétricas das
misturas como células variaveis. Os valores de Ra encontrados apds otimizagao das

fragbes volumétricas de misturas binarias, bem como as misturas ternarias com o
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solvente cyrene, podem ser vistos na Tabela 4.15 (apenas as misturas com menor Ra

estdo na tabela).

TABELA 4.15 — Valores de Ra obtidos em diferentes misturas selecionadas (menores valores de Ra)
€ suas composi¢oes otimizadas.

Solventes/Misturas Ra Cor(r;z\c’)/?)gao
Misturas binarias
MeOH/DMSO 7.14 57/44
H20/DMSO 7.72 24/76
H20O/Acetona 8.33 31/69
Cyrene/MeOH 8.40 26/74
MeOH/Acetona 8.47 72/28
MEK/MeOH 8.76 21/79
Etilenoglico/DMSO 9.06 38/62
H20O/Cyrene 9.53 33/66
EtOH/Cyrene 11.29 73/23
Misturas ternarias
Cyrene/H20/Acetona 8.33 1/31/68
Cyrene/MeOH/Acetona 8.37 18/72/9
Cyrene/H20/MEK 9.09 21/34/44
Cyrene/H20/Acido acético 9.37 49/29/23
Cyrene/Ethylene/ Acido acético | 10.73 29/44/27
Cyrene/Etilenoglicol/MEK 10.81 17/56/26
Cyrene/EtOH/Etilenoglicol 10.96 40/15/45
Cyrene/EtOH/Acetona 11.18 7167/26

Novos testes de solubilidade foram realizados com as misturas
otimizadas obtidas, novamente designando pontuagées que, somadas as anteriores,
foram inseridas no software HSPIiP para calculo de novos parametros de Hansen
empiricos. Os novos parametros calculados foram: dD= 15.54, dP=17.12, 6H=13.66,
valores mais proximos dos parametros tedricos obtidos para a hesperidina. Os
solventes e misturas que resultaram em valor de RED menor do que 1 podem ser
visualizados na Tabela 4.16. Estes novos parametros calculados e suas respectivas
distancias entre solutos e solventes foram levados em consideragao para seleg¢ao dos
meios liquidos utilizados para os ensaios de extracdo de hesperidina a partir de
residuos de laranja. Os solventes e misturas com menores valores de RED foram

testados e comparados entre si.
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TABELA 4.16 — Recorte dos solventes com menores valor de RED apés teste de solubilidade com
misturas binarias e ternarias e novo calculo dos HSPs empiricos da hesperidina e raio da esfera de

Hansen.
Solventes/Misturas op op OH Pont. | RED
62% DMSO-38% etilenoglicol (EG) 179 | 144 | 16.2 1 0.548
DMSO 184 | 164 | 10.2 1 0.599
56% DMSO0-44% EtOH 17.3 | 13.1 14.2 1 0.641
43% DMSO-57% MeOH 16.3 | 14.1 171 1 0.645
DMF 174 | 13.7 | 11.3 1 0.673
70% Cyrene-30% H20 179 | 135 | 17.7 2 0.708
50% Cyrene-20% H20-30% EtOH 17.3 12 17.8 3 0.848*
49% Cyrene-22% Acido acético-29% H.O | 16.9 | 12.4 | 18.6 3 0.857*
21% Cyrene-35% H20-44% MEK 164 | 12.1 18.5 5 0.898*
50% Cyrene-50% EtOH 174 | 106 | 13.3 1 0.927
31% H20-69% Acetona 155 | 122 | 18.1 5 0.934*
70% Cyrene-30% EtOH 18 11.3 | 10.8 1 0.946
Anidrido acético 16 11.7 | 10.2 5 0.971*

* representa solventes erroneamente posicionados dentro ou fora da esfera de Hansen

4.3.3 — Extragbées com solventes puros e misturas

Os solventes puros e misturas selecionados foram testados na extracao
de hesperidina a partir de residuos (casca) de laranja utilizando a técnica com
homogeneizador (EAH) com parametros fixos (temperatura ambiente), exceto alguns
solventes selecionados que também foram testados em temperatura de 65 °C. As
eficiéncias de extracdo de hesperidina de acordo com cada meio liquido testado
podem ser vistas na Figura 4.44. Como indicado pelos menores valores de RED
obtidos (Tabela 4.16), o DMSO e suas misturas com etilenoglicol, etanol e metanol,
demonstraram maior eficiéncia de extracdo em relagdo aos outros solventes testados.
O DMSO é um solvente aprético de solubilidade versatil, tendo propriedades
parcialmente benignas em termos de recuperabilidade e baixa inflamabilidade, apesar
de sua toxicidade e biodegradabilidade moderadas, com riscos quanto a seus
produtos de degradacédo no ambiente?%. O cyrene, solvente sintetizado a partir de
biomassa residuaria, detém propriedades semelhantes as observadas no DMSO, com
algumas vantagens e desvantagens em termos de toxicidade e persisténcia no
ambiente?®®. Em misturas binarias com agua e ternarias com acido acético e agua, o
cyrene demonstrou altas eficiéncias de extragcao, chegando a niveis comparaveis com
o DMSO na extragéo aquecida em 65 °C. Esta foi realizada para uma avaliagdo mais

detalhada dos parédmetros de extragdo das misturas de cyrene em maiores
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temperaturas, que afetam parametros fisico-quimicos do solvente (como a

viscosidade).

EAH-TA EAH-Q (65°C)
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FIGURA 4.44 — Resultados da eficiéncia de extragdo de hesperidina a partir de residuo de laranja
em diferentes solventes selecionados de acordo com os HSPs.

Estes solventes foram comparados com mistura de etanol e agua (70%)
previamente encontradas por otimizar a extracdo de hesperidina em estudos com
solventes etandlicos®!. E possivel observar que especialmente para a hesperidina,
encontrada em altas concentragbes nos residuos de laranja, a mistura etandlica foi
severamente limitada por sua solubilidade na extracdo deste composto, obtendo
eficiéncia 3 vezes menor em relagcdo a obtida em DMSO. Ha de se levar em
consideragao, entretanto, os fatores sustentaveis e econdmicos relacionados aos

diferentes solventes, como previamente discutido.

Ao realizar correlagdo entre os RED calculados e suas respectivas
eficiéncias de extragdo de hesperidina, € possivel observar ligeira tendéncia de
maiores concentracdes de hesperedina extraida em solventes com menores valores
de RED (que indica maior proximidade soluto-solvente no espago de Hansen). Como
pode ser visto na Figura 4.45, apesar da tendéncia observada, uma correlagao linear
fraca (reta pontilhada azul, R?=0,4275) foi verificada quando correlacionados todos os
solventes testados (pontos azuis e laranjas). Porém, quando analisados apenas o0s

solventes com RED menores que 1, i.e., os posicionados dentro da esfera de
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solubilidade (pontos laranjas), € possivel observar uma melhor correlagado entre os
fatores (reta pontilhada laranja, R?=0,8299). Conclui-se, portanto, que é possivel
utilizar a ferramenta de HSP como indicativo, ao menos, para triagem e selegédo de
solventes e misturas de solventes que possam aprimorar a eficiéncia de extragao de

compostos bioativos a partir de matrizes vegetais.
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FIGURA 4.45 — Correlagao entre eficiéncia de extragao de hesperidina em diferentes solventes e
seus respectivos RED em relagao a hesperidina.

4.4 — Ensaios biolégicos

4.4.1 — Atividade algicida (R. subcapitata)

Este ensaio foi realizado com o objetivo inicial de avaliar os efeitos
algicidas de extratos de residuo de manga obtidos com solugdes aquosas dos liquidos
ibnicos em parametros 6timos de acetato de colina e [CsMIm] CI (método EAH-LIs),
em comparagao com o extrato etandlico otimizado (EAH-EtOH). Para preservagao dos
extratos antes dos ensaios com as microalgas, estes foram congelados (-20°C), sendo
suas composigcdes de mangiferina e hiperosideo avaliadas antes do armazenamento
e depois de serem descongelados. Para o extrato obtido em acetato de colina
(2 mol L"), uma grande variagéo foi detectada apds descongelamento, com aumento
nas areas das bandas cromatograficas de mangiferina e hiperosideo, seguido por

flutuagdes significantes apds armazenamento em geladeira até 81 dias depois do
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descongelamento (Tabela 4.17). Por estas flutuagdes poderem estar relacionadas
com a degradacao de mangiferina, hiperosideo e outros compostos presentes no
extrato, ndo foram realizados testes de atividade algicida no extrato de acetato de

colina.

TABELA 4.17 — Estabilidade do extrato de manga em acetato de colina apds armazenamento
em -20°C.

Armazenamento em geladeira (4°C)
Apods Apos Apos Apos 37  Apos 81

extracdo | descongelar esterilizagédo dias dias
Concentragio Mangiferina 66.9 315.7 267.7 187.2 101.0
(mg L) Hiperosideo | 62.2 204.0 136.3  206.8 249.6

Ja para os extratos de [CsMIm] CI (2 mol L") e 70% etanol/agua, foram
detectadas variagdes nas concentragbes de mangiferina e hiperosideo dentro do
esperado. O extrato etandlico demonstrou estabilidade apds congelado por 6 meses
em -20 °C e sequencialmente apds 3 meses de armazenamento em geladeira (4° C),

como pode ser visto nos cromatogramas sobrepostos presentes na Figura 4.46.

Ao iniciar os testes de atividade algicida com os extratos de [CsMIm] ClI,
foi observada atividade relevante no solvente puro (controle), impedindo a avaliagédo
do efeito deste extrato na inibicdo de crescimento das algas. Portanto, os ensaios
seguiram utilizando apenas o extrato etandlico, em diferentes concentragdes, bem
como os padrdes analiticos de mangiferina, hiperosideo e uma mistura 1:1 destes
padroes. Foi possivel, entdo, avaliar a curva dose-dependente de inibigdo de
crescimento das microalgas R. subcapitata de acordo com os diferentes tratamentos
(Figura 4.47).
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FIGURA 4.46 — Cromatogramas do extrato de manga em etanol/agua (70%) apés extragéo (preto);
descongelado apds 6 meses armazenado em -20°C (verde); apos esterilizagéo (rosa); e armazenado
em geladeira (4°C) apés 3 meses do descongelamento (amarelo). A banda da mangiferina é
encontrado no tempo de retencdo de 11,2 min e o hiperosideo é identificado pela banda maior em
tempos préximos de 19,5 min.
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FIGURA 4.47 — Curvas de inibigao de crescimento vs. concentragdo dos padrdes analiticos de
mangiferina, hiperosideo, mistura dos padrdes 1:1 e extrato etandlico de residuo de manga.

Neste momento, € imprescindivel ressaltar que a avaliagdo da
concentragcado do extrato etandlico (em preto na Figura 4.47) foi baseada na adigao
das concentragdes de mangiferina e hiperosideo encontradas no extrato a partir de
metodologia analitica apresentada. O objetivo desta pratica ndo é afirmar que a
atividade do extrato contra o organismo-alvo € resultante apenas destes analitos, mas
sim utiliza-los como marcadores de referéncia da atividade deste extrato. Adotando-

os como referéncia, &€ possivel avaliar a potencial atividade do extrato contra
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diferentes agentes biolégicos e escolher a correta concentragdo do extrato a ser
utilizada nesta aplicagdo. Considerando a variabilidade do perfil quimico de extratos
obtidos a partir de matérias-primas de diferentes origens, por exemplo, esta estratégia

pode ajudar a obter produtos mais estaveis e com atividade padronizada.

Ao avaliar as concentragdes inibitorias do extrato em comparagdao com
os padrdes analiticos puros e em misturas, observa-se que os marcadores de
referéncia isolados demonstram atividade algicida em concentra¢des superiores a do
extrato, com valores de ECso em 5,5 mg L' para a mangiferina e 13,0 mg L' para o
hiperosideo. A mistura dos dois analitos resultou em ECsointermediariaem 9,7 mg L,
i.e. nenhuma interagdo sinergética entre os dois compostos péde ser observada
nestas condigdes. Com valor de ECso em menor concentragdo (0,015 mg L"), o extrato
etandlico de residuo de manga demonstrou elevado potencial para uso como produto
ou componente ativo em formulagdes algicidas. A inibicao de crescimento maxima (89
t 7%) foi encontrada em concentracgdes relativamente baixas de extrato, de 0,32 mg
L, isto &, o extrato original foi diluido aproximadamente 400 vezes para gerar este
nivel de inibicdo. Isso significa que, para obter este nivel de inibicdo em um corpo
hidrico de 1.000 litros (1 m?), por exemplo, seriam necessarios 530 gramas do residuo
seco de manga e 1,8 litros de solvente para a extragcéo, considerando os parametros
6timos obtidos no método EAH-EtOH.

A elevada atividade detectada no extrato etandlico, ao comparar com os
resultados para os compostos puros e sua mistura, pode estar atrelada a presenca de
outras substéncias ativas ndo identificadas nos extratos de residuo de manga, bem
como efeitos sinérgicos entre mangiferina, hiperosideo e os demais compostos

presentes no extrato.

4.4.2 — Atividade inseticida

4.4.2.1 — Lagarta (H. armigera)

a) Avaliagdo da mortalidade das lagartas de H. armigera em extratos de
residuos de manga e goiaba

A atividade inseticida contra lagartas da espécie H. armigera foram
testadas primeiramente avaliando sua mortalidade em até 10 dias, utilizando extratos

diluidos em 1,5x para evitar a toxicidade inerente da composi¢ao do solvente (70% de
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etanol em agua). De acordo com o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, houve
diferenga estatistica entre os tratamentos em todos os periodos de avaliagdo. Essa
constatagdo pode ser comprovada pelos valores de chi-quadrado (y2) e p-valor obtidos

nas analises estatisticas (Tabela 4.18).

TABELA 4.18 — Inferéncias estatisticas de acordo com o teste de Kurskal-Wallis para o primeiro
ensaio de atividade inseticida com a lagarta de H. armigera.

o x? (Kruskal-

Avaliagao Wallis) p-valor
24 horas 17,70 0,0014*
48 horas 21,17 0,0003*
72 horas 23,99 0,0001*
96 horas 23,50 0,0001*
120 horas 23,50 0,0001*
144 horas 26,21 0,0001*
168 horas 26,38 0,0001*
192 horas 26,68 0,0001*
216 horas 27,01 0,0001*
240 horas 27,01 0,0001*

*Diferenca significativa (p<0.05)

O inseticida quimico comercial utilizado como controle positivo causou
mortalidade observada de 100,00%, apds 24 horas do inicio do ensaio. Ao final do
periodo de avaliagéo, os extratos de manga e goiaba causaram 63,33 e 36,67% de
mortalidade, respectivamente, se diferindo dos controles negativos (seus respectivos
solventes). Ainda, vale ressaltar que, a partir das 72 horas, a mortalidade observada

nos extratos se diferiu estatisticamente dos solventes (Tabela 4.19).

TABELA 4.19 — Mortalidade acumulada (%) de lagartas de H. armigera expostas a diferentes
inseticidas via diet overlay. (continua)

Tratamento 24h 48h 72h 96h 120h

Extrato RPG 10,00 b* 26,67 b 36,67 b 36,67 b 36,67 b
Extrato RPM 3,33b 16,67 bc 26,67 b 30,00 b 30,00 b
Solvente RPG 6,67 b 6,67 c 6,67 c 13,33 ¢ 13,33 ¢c
Solvente RPM 6,67 b 10,00 c 10,00 c 10,00 ¢ 10,00 c

Flubendiamida 100,00a 100,00a 100,00a 100,00a 100,00 a
(controle positivo)

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si para cada tempo pelo teste de Dunn com ajuste de
Bonferroni (p<0,05).
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TABELA 4.19 (cont.) — Mortalidade acumulada (%) de lagartas de H. armigera expostas a diferentes
inseticidas via diet overlay.

Tratamento 144h 168h 192h 216h 240h

Extrato RPG 36,67 c* 36,67 c 36,67 c 36,67 ¢ 36,67 c
Extrato RPM 50,00 b 53,33 b 56,67 b 63,33 b 63,33 b
Solvente RPG 16,67 d 16,67 d 16,67 d 16,67 d 16,67 d
Solvente RPM 10,00 d 10,00 d 10,00 d 10,00 d 10,00 d

Flubendiamida 10000a 100,00a 10000a 100,00a 100,00 a
(controle positivo)

*médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste ndo-paramétrico de Dunn com ajuste de
Bonferroni (p<0,05)

Por ter ocorrido mortalidade nos controles negativos (solventes), houve
necessidade de se corrigir a mortalidade nos tratamentos com extratos RPM e RPG.
Assim, foi utilizada a formula de Schneider-Orelli?'® para se corrigir a mortalidade
observada em cada extrato, utilizando seu respectivo solvente como controle negativo
(Figura 4.48).

100
100.00
90.00 B Extrato goiaba
< 80.00 B Extrato manga
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k=) 59.26
‘'E 60.00
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s 3000 24.00
=
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10.00
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24h 120h 144h 168h 192h 216h 240h

Horas de exposicao

FIGURA 4.48 — Mortalidade acumulada de lagartas de H. armigera expostas a dieta artificial coberta
por solucao inseticida. Tratamentos: extratos de residuo de manga (amarelo) e goiaba (azul) e
controle positivo quimico (flubendiamida - vermelho).

Além da mortalidade elevada no extrato de residuo de manga, também
foi observada uma redugao no desenvolvimento das lagartas expostas ao tratamento.

Na presenca do extrato RPM, todas as lagartas sobreviventes ndo conseguiram se
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desenvolver normalmente (Figura 4.49 A), fato que nao foi observado nos controles
negativos (Figura 4.49 B). Este efeito foi melhor avaliado no proximo ensaio, onde
foram avaliados os pesos e didmetros cefalicos das lagartas sobreviventes apos 10

dias em diferentes concentracdes do extrato RPM.

FIGURA 4.49 — Inibicao aecrescimento causada pelo tratamento extrato de manga em larvas de H.
armigera (A), em comparacao ao tratamento com o respectivo solvente (B), ambos apds 120 horas de
exposic¢ao.

b) Avaliacéo da inibicado de crescimento das lagartas de H. armigera em
extratos de residuo de manga

Para avaliagao da inibicao do crescimento das lagartas, foi utilizado o
extrato de manga previamente diluido 1,5x e suas dilui¢des realizadas a partir desta
solucdo. De acordo com o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, houve diferenca
em relagcdo a mortalidade entre os tratamentos, em todos os periodos de avaliagao a
partir das 72 horas apos a aplicagdo dos inseticidas. Essa constatagcdo pode ser
comprovada pelos valores de chi-quadrado (x?) e p-valor obtidos nas analises
estatisticas (Tabela 4.20).
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TABELA 4.20 — Inferéncias estatisticas de acordo com o teste de Kurskal-Wallis para o ensaio de
atividade inseticida e de inibicdo de crescimento com a lagarta de H. armigera.

. = x%(Kruskal-
Avaliacao Wallis) p-valor
24 horas 8,22 0,22
48 horas 7,42 0,38
72 horas 15,66 0,02*
96 horas 16,42 0,02*
120 horas 15,40 0,03*
144 horas 15,85 0,02*
168 horas 15,85 0,02*
192 horas 15,85 0,02*
216 horas 14,68 0,04~
240 horas 16,33 0,02*

*Diferenca significativa (p<0.05)

O tratamento controle negativo n&o causou mortalidade nos organismos
testados, portanto ndo houve necessidade de se aplicar calculos de corregcéo de
mortalidade nos demais tratamentos (Tabela 4.21). O extrato RPM em sua maior
concentragéo (153,4 mg L") causou mortalidade em 13,33% das lagartas, no entanto
houve reducéo significativa no desenvolvimento de todos individuos sobreviventes. O
unico tratamento que se diferenciou do controle (agua destilada) foi o extrato RPM
com 50% de concentragdo (76,7 mg L"), causando mortalidade em 16,67% das
lagartas ao final do periodo de avaliagdo. Nota-se que houve mortalidade
significativamente menor apds os 10 dias de exposi¢ado quando em comparagao ao
ensaio anterior, avaliando a mesma dosagem utilizada (153,4 mg L™"). Esta diminuigcdo
na mortalidade pode estar relacionada a degradagao do extrato, que foi armazenado
nas mesmas condi¢ées do experimento (25 °C, fotofase de 14 horas), em frasco

ambar.

TABELA 4.21 — Mortalidade acumulada (%) de lagartas de H. armigera expostas a diferentes
inseticidas via diet overlay no ensaio de mortalidade e inibigdo de crescimento. (continua)

Tratamento 24h 48h 72h 96h 120h

Extrato RPM (153,4 mg L")  3,33" 3,33 3, 33ab 3,33ab 6,67 ab
Extrato RPM (76,7 mg L") 6,67 10,00 16,67a 16,67a 16,67 a
Extrato RPM (30,7 mg L") 0,00 3,33 333ab 3,33ab 3,33 ab
Extrato RPM (15,3 mg L") 0,00 0,00 0,00 b 0,00b 0,00b

Extrato RPM (7,7 mg L) 3,33 3,33 3,33ab 3,33ab 3,33 ab
Extrato RPM (5,1 mg L") 3,33 6,67 6,67ab 6,67ab 6,67 ab
Solvente RPM 6,67 6,67 6,67ab 10,00ab 10,00 ab
Agua destilada 0,00 0,00 0,00b 0,00 0,00b

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si para cada tempo pelo teste de Dunn com ajuste de
Bonferroni (p<0,05); ns = nao significativo
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TABELA 4.21 (cont.) — Mortalidade acumulada (%) de lagartas de H. armigera expostas a diferentes
inseticidas via diet overlay no ensaio de mortalidade e inibicdo de crescimento.

Tratamento 144h 168h 192h 216h 240h
Extrato RPM (1534 mg L") 10,00ab 10,00ab 10,00ab 10,00 ab 13,33 ab
Extrato RPM (76,7 mg L) 16,67a 16,67a 16,67a 16,67a 16,67 a
Extrato RPM (30,7 mgL') 3,33ab 3,33ab 3,33ab 3,33ab 3,33ab
(
(

Extrato RPM (15,3 mg L") 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Extrato RPM (7,7 mg L) 333ab 3,33ab 3,33ab 6,67ab 10,00 ab
Extrato RPM (5,1 mg L) 6,67ab 6,67ab 6,67ab 6,67ab 6,67 ab
Solvente RPM 10,00 ab 10,00 ab 10,00 ab 10,00 ab 10,00 ab
Agua destilada 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b

*médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste ndo-paramétrico de Dunn com ajuste de
Bonferroni (p<0,05)

Em funcao da redugao no desenvolvimento dos insetos observada em
ensaios anteriores e nesse ensaio, parametros morfolégicos das lagartas
sobreviventes foram analisados (Tabela 4.22). Mesmo com a mortalidade reduzida,
foi possivel observar um evidente efeito de inibicao no crescimento das lagartas, seja
pela analise do didmetro da capsula cefalica, seja por seu peso, ja que em ambas
foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos (p<0,001). Parametro
padronizado para avaliacdo das fases larvais, o diametro da capsula cefalica
evidenciou a inibicdo do crescimento causada pelo extrato RPM de forma mais clara,
sendo possivel observar um valor de diametro que impediu um maior crescimento das
larvas nas concentragdes entre 153,4 e 30,7 mg L. O didmetro obtido nestas
concentragdes (cerca de 0,60 mm) € equivalente as fases larvais entre 2° e 3° instares
(0,46 - 0,72 mm), enquanto o controle negativo e o solvente RPM chegaram a niveis
relativos a ultima fase larval apos 10 dias (6° instar, 2,87 mm), segundo Queiroz-
Santos, Casagrande, Specht (2018)?'". Os resultados sugerem, além da toxicidade
por ingestdo da dieta contendo o extrato, também o retardamento ou inibigdo do
crescimento das larvas, podendo também estar relacionados a efeitos antialimentares,
necessitando estudos mais aprofundados para identificar o modo de ag¢ao do extrato.
A inibicado e o prolongamento da fase larval de H. armigera auxilia na inviabilizagao de
infestagbes causadas por este organismo em campo?'>2'3, podendo este extrato
potencialmente integrar formulagdes inseticidas, apds os devidos estudos de
viabilidade.
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TABELA 4.22 — Parametros morfolégicos de lagartas de H. armigera expostas a diferentes solugdes
de extrato, solvente e controle via diet overlay

Diametro da capsula
Tratamento cefalica (mm)
[Inibigao (%)]

Peso (mg)
[Inibicao (%)]

Extrato RPM (1534 mg L") 0,60 + 0,04 a [73,3]
Extrato RPM (76,7 mg L") 0,60 + 0,03 a [73,3]
Extrato RPM (30,7 mg L") 0,67 £ 0,04 a [70,2]
Extrato RPM (15,3 mg L") 1,09+ 0,12 b [51,6]

0,06 + 0,006 a [97,3]
0,03 + 0,006 a [98,6]
0,07 + 0,02 a [96,8]
0,29 + 0,11 a [86,9]

Extrato RPM (7,7 mg L) 1,45+ 0,13 c [35,6] 1,05 £ 0,39 a [52,5]
Extrato RPM (5,1 mg L) 2,23+0,13d[0,9] 3,03 £ 0,56 b [-37,1]
Solvente RPM 2,27 +0,08d 2,34+£049b
Agua destilada 2,25+ 0,09 d 2,21+0,39b

*médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05)

Para determinacgao da dose efetiva para reducédo do desenvolvimento de

50% da populagéo (ECso), primeiramente foi calculada a porcentagem de inibigéo para

cada um dos parametros em relagdo aos valores observados no tratamento controle

(agua destilada). Posteriormente, os valores de inibicdo foram confrontados com as

respectivas concentragdes do extrato RPM (em escala logaritmica), o que permitiu

calcular uma regressao linear para estimar os valores de ECso. Para o parametro

diametro de capsula cefalica, a regressao linear apresentou um comportamento

aceitavel (R?=0,99) (Figura 4.50).
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FIGURA 4.50 — Inibicdo percentual do diametro da capsula cefalica de lagartas de H. armigera
expostas a dieta artificial coberta por solugao inseticida a base do extrato RPM em diferentes
concentragdes (soma das concentragdes de mangiferina e hiperosideo).
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Desta forma, foi possivel estimar a concentracdo do extrato RPM que
causa 50% de inibigdo do crescimento do didmetro de capsula cefélica de lagartas de
H. armigera (ECs0) em 13,93 mg L', ou uma diluigdo de 11x (9,1%vw) do extrato mais
concentrado utilizado neste ensaio ou 16,5x (6,1%ww) do extrato etandlico bruto. A
mesma abordagem foi testada para o parametro peso de lagartas, que resultou em

uma regressao linear com R?=0,91 (Figura 4.51).
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FIGURA 4.51 - Inibicdo percentual do peso de lagartas de Helicoverpa armigera expostas a dieta
artificial coberta por solugao inseticida a base do extrato RPM em diferentes concentragoes.

Com a equacéo da regresséo linear, foi possivel estimar a concentragéo
ECso para a inibicao do peso de lagartas de H. armigera, chegando ao valor de 6,25
mg L', ou uma diluigdo de 24,5x (4%vw) do extrato mais concentrado utilizado neste

ensaio ou 36,8x (2,7%vwwv) do extrato etandlico bruto.

Por utilizar fatores diferentes de concentracdo para avaliar os
parametros de inibicdo, a comparagao com valores da literatura é dificultada, sem
mencionar as diferentes metodologias para determinagéao das atividades inseticidas.
Kamaraj, Rahuman, Bagavan (2008)?'* determinaram as concentragbes letais de
extratos de cascas dos frutos, folhas e flores de 4 diferentes plantas contra H.
armigera, obtendo melhores resultados com extratos de cloroférmio a partir de casca
de laranja, com concentracao letal de 50% das larvas (LCso0) em 65,10 ppm (massa
de extrato sdlido seco/volume de solvente). Usando parametros semelhantes, Baskar

et al. (2009)?' chegou ao LCso de 384,57 ppm para a mortalidade das larvas de H.
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armigera com extratos de hexano da planta Atfalantia monophylla. Extratos de
sementes e folhas de neem (Azadirachta indica) também apresentaram efeitos de
mortalidade, inibicdo no crescimento e prolongamento da etapa larval, tendo maior
efetividade em concentracdo de 1%mn do extrato bruto solido da semente obtido a
partir do extrato em cloroférmio/metanol?'®. Estudos anteriores ja haviam atestado o
efeito no comportamento alimentar causado por extratos de neem, influenciando a

duragio e viabilidade das larvas de H. armigera®'”.

4.4.2.2 — Percevejo-marrom (E. heros)
Assim como no método anterior, ndo houve diferengca entre os
tratamentos em todos os periodos de avaliacdo de acordo com o teste néo-

paramétrico de Kruskal-Wallis (Tabela 4.23).

TABELA 4.23 — Inferéncias estatisticas de acordo com o teste de Kurskal-Wallis para o ensaio de
atividade inseticida com ninfas de E. heros.

. = x%(Kruskal-

Avaliacao Wallis) p-valor
24 horas 20,13 0,0005*
48 horas 20,72 0,0004*
72 horas 21,14 0,0003*
96 horas 19,55 0,0006*
120 horas 15,60 0,0036*
144 horas 15,57 0,0036*
168 horas 15,03 0,0046*
192 horas 15,03 0,0046*
216 horas 14,90 0,0049*
240 horas 15,72 0,0034*

*Diferenca significativa (p<0.05)

O inseticida quimico comercial utilizado como controle positivo causou
mortalidade observada de 100,00% apds 24 horas do inicio do ensaio. Ao final do
periodo de avaliagao, os extratos de goiaba e manga causaram 73,33% e 60,00% de
mortalidade observada, respectivamente. Porém, os respectivos solventes dos
extratos de goiaba e manga causaram 46,67% e 36,67% de mortalidade observada,
respectivamente, mostrando que podem ter contribuido para a mortalidade
encontrada nos extratos (Tabela 4.24). Por conta disso, ao final do periodo de
avaliagao, nédo houve diferenga estatistica entre valores de mortalidade observados

nos extratos e nos solventes em ambas situacdes.
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TABELA 4.24 — Mortalidade acumulada (%) de ninfas de E. heros expostas a diferentes inseticidas

via oral e ingestdo, concomitantemente. (continua)

Tratamento

24h 48h 72h 96h 120h

Extrato RPG
Solvente RPG
Extrato RPM
Solvente RPM

20,00 b* 40,00 ab 50,00b 53,33ab 60,00 ab
10,00b 13,33bc 13,33c 23,33bc 36,67 b
3,33b 13,33 bc 26,67 bc 26,67 bc 30,00 b
0,00 b 3,33 ¢ 3,33¢c 6,67c 16,67 b

Tiametoxan+lambda-cialotrina

(controle positivo)

100,00 a 100,00a 100,00a 100,00a 100,00 a

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunn com ajuste de Bonferroni (p<0,05)

TABELA 4.21 (cont.) — Mortalidade acumulada (%) de ninfas de E. heros expostas a diferentes

inseticidas via oral e ingestdo, concomitantemente.

Tratamento

144h 168h 192h 216h 240h

Extrato RPG
Solvente RPG
Extrato RPM
Solvente RPM

Tiametoxan+lambda-cialotrina
(controle positivo)

60,00 ab* 66,67 ab 66,67 ab 70,00 ab 73,33 ab
40,00b 46,67b 46,67b 46,67b 46,67b
30,00b 33,33b 33,33b 46,67b 60,00b
20,00b 30,00b 30,00b 33,33b 36,67b

100,00 a 100,00 a 100,00a 100,00a 100,00 a

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunn com ajuste de Bonferroni (p<0,05)

A mortalidade dos extratos foi corrigida de acordo com a mortalidade

encontrada nos respectivos solventes utilizando a formula de Schneider-Orelli?'°. As

mortalidades corrigidas chegaram a 43,75% e 36,84% para os extratos de goiaba e

manga, respectivamente (Figura 4.52).
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FIGURA 4.52 — Mortalidade acumulada de ninfas de E. heros expostas a dieta natural e papel filtro
impregnados em solugdo inseticida. Tratamentos: Extratos de residuo de manga (amarelo) e goiaba
(azul) e controle quimico (tiametoxam + lambda-cialotrina - vermelho). *Mortalidade corrigida por

Schneider-Orelli (1981)
150



Para verificacdo da qualidade do ensaio, foi utilizado um tratamento
controle negativo, composto por agua destilada, sob as mesmas condi¢gdes. Esse
tratamento ndo foi incluido nas analises estatisticas, em funcdo de seu carater de
controle de qualidade. A mortalidade observada no controle negativo n&o ultrapassou

20%, valor aceitavel em testes de eficacia de inseticidas.

4.4.3 — Atividade fitotoxica (G. max)

Os resultados dos efeitos fitotdxicos dos extratos boténicos e seus
solventes em plantas de soja encontram-se detalhados na Tabela 4.25 e Tabela 4.26.
Ao se comparar os resultados das pulverizagdes dos tratamentos com extratos e
solventes com o controle (agua), pode-se verificar que somente o extrato RPG e o
solvente RPG apresentaram notas médias de fitotoxicidade estatisticamente
diferentes (Tabela 4.25). Isto se deu porque os tratamentos a base de extrato de
goiaba (RPG) ocasionaram um elevado grau de efeito fitotdxico, com plantas
predominantemente classificadas nas escalas 3 e 4, que compreende de acentuada

necrose em varias areas nas folhas a murcha total da planta (Tabela 4.26).

TABELA 4.25 — Valores médios das notas aplicadas (0 a 4) as plantas de soja com lesbes de
fitotoxicidade causadas por diferentes tratamentos botéanicos.

Produto Nota (Média)
Extrato RPG 3,50 a*
Solvente RPG 3,17 a
Extrato RPM 0,07 b
Solvente RPM 0,00 b
Controle (Agua) 0,00 b
GL 4

e 136,76

p <0,001

*Valores médios seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste ndo-paramétrico de Dunn com corregao
de Bonferroni (p<0,05)

TABELA 4.26 — Frequéncia de plantas de soja classificadas em cada escala de nota de
fitotoxicidade causadas por diferentes tratamentos botanicos.

Frequéncia (%)/(Notas)

Produto

(0)* (1) (2) (3) (4)
Extrato RPG 0,00 0,00 6,67 36,67 56,67
Solvente RPG 0,00 0,00 30,00 23,33 43,33
Extrato RPM 93,33 6,67 0,00 0,00 0,00
Solvente RPM 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Controle (Agua) 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00

*Nota “0” (0%)= auséncia de fitotoxicidade nas folhas; Nota “1” (1 a 25%)= clorose a inicio de necrose nas folhas;
Nota “2” (26 a 50%)= necrose em algumas areas nas folhas; Nota “3” (51 a 75%)= acentuada necrose em varias
areas nas folhas; Nota “4” (76 a 100%)= murcha total da planta.
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Os tratamentos a base do residuo de manga (RPM) nao apresentaram
toxicidade significante as folhas de soja. Observou-se que estes tratamentos tiveram
notas médias variando de 0 a 0,07, n&o diferindo estatisticamente do controle (Tabela
4.25). Em termos de frequéncia de plantas classificadas em notas de fitotoxicidade,
os tratamentos com o extrato RPM e solvente RPM apresentaram 93 e 100% das
plantas com folhas sadias (escala 0, Tabela 4.26). Na Figura 4.53 é possivel visualizar
alguns exemplos do grau de fitotoxicidade resultante da aplicagdo dos diferentes

extratos e solventes botanicos em folhas de soja.

FIGURA 4.53 - Visao geral do bioensaio de efeito fitotdxico de compostos botanicos sobre plantas
de soja. A) Extrato RPG, representando a nota 4 (murcha total das plantas); B) Solvente do extrato
RPG, representando as notas 3 e 4 (acentuada necrose em varias areas nas folhas das plantas e
murcha total das plantas); C) Extrato RPM; D) Solvente RPM; E) Controle (Agua). D) e E) sem
fitotoxicidade (nota 0). O circulo vermelho em C) demonstra uma pequena lesao observada em
algumas das plantas que receberam o extrato RPM (nota 1=clorose a inicio de necrose).
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O efeito do solvente presente no extrato RPG é evidente na fitotoxicidade
das plantas, cuja nota média foi estatisticamente equivalente a nota do proéprio extrato
RPG. Isto pode indicar um efeito fitotéxico de um dos componentes presentes no
solvente, especialmente o cloreto de sodio, resultante da reagdo de neutralizagdo do
acido cloridrico com bicarbonato de sodio, etapa realizada apds a extragdo. A
toxicidade observada neste tratamento ndo foi encontrada em solugbes de apenas
etanol e agua (solvente RPM), cujos valores foram estatisticamente iguais ao controle
negativo, o que evidencia o efeito da presenca de NaCl no solvente RPG. Em
proporgao estequiométrica, a concentragdo do sal no solvente é de 58,4 g L™, cujo
alto valor gera toxicidade as plantas, especialmente por stress osmoético na superficie
das folhas e toxicidade idnica?'®. Isto demonstra uma necessidade de adaptagdo da
metodologia de processamento do extrato RPG para aplicagdo como produto
inseticida, adicionando uma nova etapa de separagcdo do extrato dos demais
componentes fitotdxicos, ou entdo o desenvolvimento de um novo procedimento sem
a presenca de acido cloridrico e sua consequente neutralizacio. Esta adaptagao deve
ser acompanhada, entdo, de novos ensaios de avaliacdo da atividade inseticida deste

extrato e seus principais componentes.

O extrato proveniente de residuos de manga (RPM) também néo
demonstrou toxicidade relevante a planta de soja, com nota média equivalente ao
controle negativo e ao seu solvente. Desta forma, de acordo com o teste com
organismo padrao para avaliacao de sua fitotoxicidade, o extrato RPM pode ser
considerado para investigagdo de aplicagdo segura como componente ativo em
formulacdes inseticidas, dada a seletividade de seus efeitos em relagdo aos insetos

testados.
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5 — Conclusoes e perspectivas futuras

De acordo com os objetivos propostos, a partir deste trabalho foi possivel
avaliar formas diferentes de obter e otimizar métodos de extragdo mais verdes,
compondo metodologias sustentaveis, de compostos bioativos a partir de residuos do
processamento de trés frutas produzidas no Brasil, analisando marcadores de

referéncia da atividade biolégica presentes nos extratos.

Para o residuo de manga, fazendo uma rapida analise comparativa entre
os pontos 6timos calculados a partir dos modelos polinomiais de cada técnica de
extracdo, observou-se que a Dispersdo de Matriz em Fase Sélida (DMFS) foi mais
eficiente na extracdo de mangiferina e hiperosideo, apesar de tempos mais longos de
extragdo. A Extracdo Assistida por Homogeneizador (EAH) se mostrou uma técnica
de eficiéncia comparavel com a DMFS, porém com a vantagem de tempos de extragéo
reduzidos e baixo consumo energético, além de nao utilizar de outros materiais no
procedimento. Desta forma, a EAH foi selecionada para utilizacdo nas extragdes
realizadas com residuos de manga em prosseguimento com os testes de atividade
bioldgica e deve ser estudada para escalas superiores, avaliando sua eficiéncia em

niveis piloto e industrial.

Quanto ao uso de solugdes aquosas de liquidos idnicos, as extragdes
realizadas com ambos Lls estudados obtiveram melhores eficiéncias quando em
concentragdes maiores (2 mol L-1), com o [CsMIm] Cl superior em relagdo ao acetato
de colina. Ainda assim, em comparagao com a mistura etandlica previamente
otimizada, concluiu-se que o ganho de eficiéncia de extragdo nao € suficiente para
suprir as desvantagens do LI de imidazdlio em termos de toxicidade, persisténcia e

dificuldade de recuperacao.

Nas extragdes realizadas com o residuo de goiaba, foi observado um
aumento na eficiéncia com solucdes acidas, na ordem de 2 vezes para a quercetina,
0 que entdo indicou a possibilidade de otimizacdo do método de Extracdo Assistida
por Ultrassom (EAU). A otimizagao resultou em eficiéncias superiores em comparagao
com os melhores resultados sem os acidos e em condi¢gées mais brandas comparadas
ao estudo temporal (0,50 — 0,78 mol L' de HCI).
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O estudo com a casca de laranja indicou potencial no uso dos
parametros de Hansen (HSPs) como método in silico para determinagdo da
solubilidade — e consequente eficiéncia de extracdo — de compostos bioativos em
matrizes vegetais. Apesar de ndo demonstrar uma relagéo direta entre os parametros
de proximidade (RED e Ra) com a eficiéncia de extragéo, foi possivel observar uma
tendéncia nesta correlagdo, especialmente entre solventes e misturas com maior
afinidade com o soluto. Portanto, o uso dos HSPs se mostrou uma ferramenta
interessante de melhora nos parametros de extracdo, encontrando misturas nao
usuais de solventes (por exemplo: cyrene, acido acético e agua) que possam ter
vantagens técnicas em relacdo aos solventes menos eficientes (como, no caso, o

etanol) ou os solventes envolvidos com problematicas ambientais (como o DMSO).

A comparagao entre amostras provenientes de agricultura convencional
e organica ndo mostrou diferencas significativas na presenga dos marcadores de
referéncia dos residuos de manga, comparando as somas de mangiferina e
hiperosideo quantificadas. O perfil quimico também foi semelhante, apresentando
poucas diferencas entre os compostos detectaveis por absor¢cdo UV, o que também
foi observado entre as amostras de residuo de goiaba. Apesar disso, uma diferenca
significativa foi detectada na extracdo de vanilina, que também se refletiu na soma
com quercetina, quantificada em concentragdes maiores no residuo de goiaba
proveniente de produgado convencional. Visto que muitas variaveis podem afetar a
concentracdo dos analitos e o perfil quimico em plantas, mais amostras sao
necessarias para indicacdo de tendéncias nas concentracbes dos bioativos em

fragdes residuarias das frutas testadas.

Por ter sido possivel obter extratos de residuo de manga e goiaba com
metodologias simples e de baixo custo energético, como a EAH e a EAU, e obtidos os
parametros que otimizem a extracdo dos marcadores de referéncia bioativos, foi
proposta a utilizacdo destes extratos etandlicos de forma direta em ensaios de
atividade algicida. A atividade do extrato proveniente da manga contra microalgas
revelou valores promissores de ECso, na ordem de 0,015 mg L' de mangiferina e

hiperosideo.

Observado este efeito, também foram realizados ensaios inseticidas em
lagartas de H. armigera e ninfas de E. heros, tanto para os extratos de residuo de
manga quanto de goiaba. Os ensaios com 0 percevejo-marrom nao resultaram em
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dados significativos, considerados os niveis de mortalidade encontrados nos
solventes. Ja para as lagartas da espécie H. armigera, o extrato proveniente de
residuos de manga apresentou mortalidade estatisticamente relevante, chegando
proximo de 60% apds 10 dias, além de serem observadas inibigdes no crescimento
das lagartas, que foram quantificadas em ensaio posterior. Em concentragdo maxima,
o extrato chegou a 73,3% de inibicdo do crescimento do didmetro da capsula cefalica
das larvas e 98,6% do peso. No ensaio de atividade fitotoxica, o extrato de residuo de
manga apresentou pouca toxicidade as plantas de soja (G. max), o que revela a

seletividade deste extrato quanto a atividade inseticida, sem detrimento para a planta.

As principais perspectivas derivadas deste trabalho de doutorado se dao
na avaliagdo dos potenciais dos extratos de residuos de manga e goiaba como
agentes ativos em formulagdes biopesticidas. O método de obtencdo do extrato
proveniente de goiaba obtido a partir da técnica de ultrassom com solugdes etandlicas
acidas deve ser adaptado para separagao do cloreto de sédio gerado apds reagéo de
neutralizacdo do acido cloridrico, uma vez que o extrato se mostrou toxico as plantas
de soja. Essa adaptacao é importante pois o extrato apresentou potencial atividade
contra os insetos testados. Outros tipos de extracbes, sem a presencga de acido,
também podem ser testados a fim de obter extratos com eficiéncias de extracdo dos

marcadores de referéncia comparaveis as obtidas no método proposto.

O extrato etandlico derivado dos residuos de manga apresentou
parametros iniciais relevantes quanto ao seu uso direto em formulagdes pesticidas,
tanto contra algas quanto insetos. Estudos de estabilidade, persisténcia,
biodegradabilidade e atividade contra diversos organismos, entre outros, sao
necessarios para a melhor avaliagao da viabilidade deste extrato em aplicagées como
biopesticida. Além disso, a escalabilidade dos métodos de extracdo deve ser melhor
estudada, garantido que parametros seguros e eficientes podem ser utilizados no
processamento em niveis piloto e industrial. Por estes fatores, o condicionamento,
processamento e aplicacdo do produto de extrato etandlico de residuos de
processamento de manga — desenvolvidos no decorrer deste doutorado — sao objetos
de aplicagao de patente, em atual fase de redacédo do pedido, motivo pelo qual esta

tese e sua defesa estao sendo protegidos.

O uso de residuos provenientes da agroindustria e da industria de
alimentos, aliado a inegociavel utilizacdo de metodologias mais verdes, sustentaveis
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e econbmicas, foi tomado como base para obtencdo de produtos de alto valor
agregado ao aproveitar o potencial quimico inerente as plantas em formulagbdes
bioativas. O uso direto dos extratos etandlicos, evitando demais etapas de separacéo,
custosas em termos de materiais e energia, também se apresenta como grande
vantagem estratégica nas esferas econdémica e ambiental. Ja o uso desses extratos
no controle de pragas, em substituicdo aos pesticidas convencionais, fecha o ciclo de
volta a plantacdo e demonstra o emprego dos conceitos de sustentabilidade e
circularidade em todas as etapas desta pesquisa, fator imprescindivel para

alcancarmos um futuro viavel.
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FIGURA A1.1 — Estimativa dos efeitos das varaveis em valores absolutos (superior) e em percentual
(inferior) para a otimizagdo do método EAH-EtOH com residuo de manga.
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FIGURA A1.2 — Estimativa dos efeitos das varaveis em valores absolutos (superior) e em percentual
(inferior) para a otimizagdo do método EAM com residuo de manga.
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Apéndice 2

TABELA A2.1 — Tabela de analise de variancia (ANOVA) para os modelos de mangiferina e
hiperosideo calculados para a otimizagdo do método EAH-EtOH com residuo de manga.

For)te Eja Soma dos (_3raus de Média’ . Estatistica F  p-valor
variagao quadrados liberdade quadratica
Mangiferina (mg kg™)
Regress&o 32378 9 3597.50 149.27 1.55E-05
Residuo 120.5 5 24.10
Total 32498 14 2321.30
Erro puro 6.25 2 3.13 12.19 0.08
Falta de ajuste  114.25 3 38.08
R? 0.996
R2 (max) 1.000
Equagso Y=340,52+51,5X1-2,27X2+1,45X3-53,17X12-16,16X22-2,31X3%-
2,10X1X2 +2,94X1X3-3,28X2X3
Hiperosideo (mg kg™)
Regress&o 24122 9 2680.30 99.95 4.17E-05
Residuo 134.09 5 26.82
Total 24257 14 1732.60
Erro puro 7.67 2 3.84 10.99 0.08
Falta de ajuste  126.42 3 42.14
R? 0.994
R2 (max) 1.000
Equacéo Y = 230,04 + 45,7X1 - 9,25X2 + 1,79X3 - 39,66X12 - 13,51X22 -

0,22X32 - 8,94X1X2 + 4,47X1X3 - 2,83X2X3
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TABELA A2.2 — Tabela de analise de variancia (ANOVA) para os modelos de mangiferina e
hiperosideo calculados para a otimizagdo do método EAM com residuo de manga.

Fonte da Somados Grausde Média Estatistica _valor
variagao quadrados liberdade quadratica F P
Mangiferina (mg kg™)

Regressao 5547 14 396.18 29.01 4.45E-07
Residuo 163.9 12 13.66
Total 5710 26 219.63
Erro puro 20.10 2 10.05 1.43 0.48
Falta de ajuste  143.78 10 14.38
R? 0.971
R? (max) 0.996

Y=241.90 - 6.30*X1 - 18.66*X2 + 2.52*X3 - 1.83*X4 +
Equacio 0.11*X12-5.18*X22 + 3.53*X32 - 6.67*X42 - 3.35"X1*X2 -

quag 0.99*X1*X3 + 0.00*X2*X3 + 4.93*X1*X4 + 0.58*X2*X4 -
3.52*X3*X4
Hiperosideo (mg kg™)

Regressao 3433 14 245.19 6.97 8.83E-04
Residuo 421.97 12 35.16
Total 3855 26 148.26
Erro puro 12.50 2 6.25 6.55 0.14
Falta de ajuste  409.47 10 40.95
R? 0.891
R2 (max) 0.997

Y=232.00 - 1.35*X1 - 12.76*X2 + 3.06*X3 + 1.83*X4 -
E ~ 0.82*X12 - 12.82*X22 + 1.40*X32 - 0.41*X42 - 5.76*X1*X2 -

quagao

0.67*X1*X3 -0.54*X2*X3 + 1.71*X1*X4 - 0.38"X2*X4 -
2.83*X3*X4
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TABELA A2.3 — Tabela de analise de variancia (ANOVA) para os modelos de mangiferina e

hiperosideo calculados para a otimizagdo do método DMFS com residuo de manga.

For_1te ga Soma dos _Graus de Média' _ Estatistica F  p-valor
variagao quadrados liberdade quadratica
Mangiferina (mg kg™)
Regress&o 7989 5 1597.80  19.77 1.67E-02
Residuo 242.4 3 80.81
Total 8231 8 1028.90
Erro puro 12.63 2 6.32 36.39 0.03
Falta de ajuste  229.78 1 229.78
R2 0.971
R? (max) 0.998
Equacso Y = 3%4.1*8 -22.01*X1 - 39.96*X2 - 25.88*X12 - 1.82*X22 -
35.19*X1*X2
Hiperosideo (mg kg-')
Regress&o 11147 5 2229.40 19.34 1.72E-02
Residuo 345.82 3 115.27
Total 11493 8 1436.60
Erro puro 6.38 2 3.19 106.41 0.01
Falta de ajuste  339.44 1 339.44
R2 0.970
R? (max) 0.999
Equacao Y = 359.06 - 42.11*X1 - 36.96*X2 - 31.16*X12 - 2.20*X22 -

26.97*X1*X2
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TABELA A2.4 — Tabela de analise de variancia (ANOVA) para os modelos de mangiferina e
hiperosideo calculados para a otimizagdo do método EAH-LIs ([CsMIm] Cl) com residuo de manga.

Fonte da Somados Grausde Média Estatistica F p-valor
variagao quadrados liberdade quadratica P
Mangiferina (mg kg-1)

Regresséao 395070 9 43897.00 212.88 6.40E-06
Residuo 1031.0 5 206.21 4.77
Total 396100 14 28293.00
Erro puro 56.36 2 28.18 11.53 0.08
Falta de ajuste  974.67 3 324.89 19.16
R2 0.997 0.999
R? (max) 1.000 1.000

Y=509.72 + 215.47*X1 - 14.61*X2 + 18.78*X3 - 2.15*X12 +
Equagéo 1.85*X22 - 8.27*X32 - 3.50*X1*X2 + 64.54*X1*X3 -

23.07*X2*X3

Hiperosideo (mg kg-1)

Regressao 1283700 9 142640.00 369.19 1.62E-06
Residuo 1931.80 5 386.35 4.77
Total 1285600 14 91832.00
Erro puro 7.78 2 3.89 164.86 0.01
Falta de ajuste  1924.00 3 641.32 19.16
R2 0.999 0.999
R? (max) 1.000 1.000

Y =736.72 + 367.53*X1 + 24.30*X2 + 12.97*X3 - 226.11*X12 -
Equacao 25.38*X22 - 8.40*X3% + 13.61*X1*X2 + 40.96*X1*X3 +

7.15"X2*X3
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TABELA A2.5 - Tabela de analise de variancia (ANOVA) para os modelos de mangiferina e
hiperosideo calculados para a otimizagdo do método EAH-LIs (acetato de colina) com residuo de

manga.
Forjte Eia Soma dos (_3raus de Média' _ Estatistica F p-valor
variagao quadrados liberdade quadratica
Mangiferina (mg kg™)

Regress&o 123250 9 13694.00 73.32 8.96E-05
Residuo 933.9 5 186.77
Total 124180 14 8869.90
Erro puro 4.94 2 2.47 125.36 0.01
Falta de ajuste  928.91 3 309.64
R2 0.992
R? (max) 1.000

Y =287.06 + 119.67*X1 - 5.69*X2 - 6.03*X3 - 28.69*X12 +
Equacao 19.95"X22 + 11.05*X32 + 5.44*X1*X2 + 22.94*X1*X3 +

11.46*X2*X3

Hiperosideo (mg kg™')

Regress&o 129850 9 14428.00 61.78 1.37E-04
Residuo 1167.60 5 233.53
Total 131020 14 9358.50
Erro puro 2.89 2 1.45 268.68 0.00
Falta de ajuste  1164.70 3 388.25
R2 0.991
R? (max) 1.000
Equacso Y =121.30 + 125.58*X1 + 2.20*X2 - 8.85*X3 + 20.30*X12 +

0.33*X2% + 12.59*X3? + 9.17*X1*X2 - 9.39*X1*X3 + 9.32*X2*X3
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TABELA A2.6 — Tabela de analise de variancia (ANOVA) para os modelos de quercetina e vanilina
calculados para a otimizagdo do método EAH-HCI com residuo de goiaba.

Fonte da Soma dos Graus de Média Estatistica

variagao quadrados liberdade  quadratica F p-valor

Vanilina (mg kg™)

Regresséo 2 5 0.49 3.59 9.37E-02
Residuo 0.7 5 0.14

Total 3 10 0.31

Erro puro 0.05 2 0.03 8.44 0.11
Falta de ajuste  0.63 3 0.21

R2 0.782

R2 (max) 0.984

Equacéao Y=4,61+0,54X1-0,01X2-0,45X12-0,15X22-0,06X1X2

Quercetina (mg kg')

Regressao 10 5 2.09 59.17  1.90E-04
Residuo 0.18 5 0.04

Total 11 10 1.06

Erro puro 0.02 2 0.01 7.04 0.13
Falta de ajuste  0.16 3 0.05

R? 0.983

R? (max) 0.999

Equacao Y=2,03+1,20X1+0,04X2-0,80X12-0,05X22+0,14X1X2
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TABELA A2.7 — Tabela de analise de variancia (ANOVA) para os modelos de quercetina e vanilina
calculados para a otimizagdo do método EAU-HCI com residuo de goiaba.

Fonte da Somados Grausde Média

variagao quadrados liberdade quadratica Estatistica F - p-valor

Vanilina (mg kg™')

Regress&o 823 14 58.78 4.57 6.02E-03
Residuo 154.2 12 12.85 2.64
Total 977 26 37.58
Erro puro 2.44 2 1.22 12.44 0.08
Falta de ajuste  151.78 10 15.18 19.40
R2 0.842 0.918
R2 (max) 0.998 0.999

Y=33.01-3.75*X1 - 3.86*X2 + 0.72*X3 - 3.11*X4 - 5.57*X12 -
Equagao 0.88*X22 + 0.87*X32 + 1.67*X42 + 1.53*X1*X2 - 2.12*X1*X3 -

0.52*X2*X3 + 2.57*X1*X4 - 0.15*X2*X4 - 3.00*X3*X4

Quercetina (mg kg™)

Regresséo 5069 14 362.04 5.75 2.18E-03
Residuo 755.53 12 62.96 Z{E
Total 5824 26 224.00
Erro puro 19.50 2 9.75 7.55 0.12
Falta de ajuste  736.03 10 73.60 19.40
R? 0.870 0.933
R? (méax) 0.997 0.998

Y= 72.46 + 0.34*X1 - 9.57*X2 - 3.61*X3 - 11.56*X4 - 17.50*X1?
Equacao -6.50*X22 - 2.74*X3? - 11.59*X42 - 0.53*X1*X2 - 3.14*X1*X3 -

2.45*X2*X3 + 2.09"X1*X4 - 0.09"X2*X4 - 6.39*X3*X4
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