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Resumo

A busca por novos metodos analiticos € uma realidade na area da quimica analitica
verde. Dentre as abordagens empregadas, destaca-se 0s usos de solventes verdes em
substituicdo aos nocivos solventes organicos. Neste contexto, o uso de solventes
euéticos profundos (DESs) como uma alternativa tem recebido destaque. Desta forma, o
presente trabalho objetivou avaliar as principais propriedades quimicas, fisico-quimicas
e ecotoxicas de sete diferentes DESs e posterior aplicacdo destes na extracdo, seguida da
quantificacdo, dos compostos fenolicos presentes no residuo do abacaxi (Ananas
comosus). Na primeira etapa desta pesquisa, observou-se que a viscosidade dos DESs
depende diretamente da estrutura de seus precursores e da capacidade de formagéo de
diferentes interacGes intermoleculares. Com respeito a tensdo superficial, esta seguiu a
tendencia da viscosidade, porém fortemente sensivel a adicdo de 4gua aos sistemas. O
perfil reolégico do solvente ChCala se mostrou sensivel a adicdo de agua uma vez que
a adicdo de 10% desta levou o sistema a mudar sua configuracdo de fluido newtoniano
para pseudo-plastico. Com respeito ao perfil ecotdxico, os solventes a base de HBDs
acidos apresentaram maior acgdo inibitéria a germinagdo vegetal, tendo o ChGy
apresentado a menor capacidade de inibicdo para a porcdo radicular e da raiz de
sementes de alface. Em relacdo ao efeito bactericida dos DESs estudados, 0os mais
hidrofilicos (PtGyLa e OcGyLa) apresentaram maior carater nocivo, enquanto 0s
solventes binarios mostraram-se menos danosos a microbiota avaliada. Na segunda
parte, sdo apresentados os resultados obtidos para a avaliacdo realizada quanto ao uso de
solventes eutéticos profundos (DESSs) ternarios como agentes extratores de compostos
fenolicos presentes em amostras de residuos estudado, seguido da quantificacdo por
espectrofotometria UV-Vis. Os dados dos ensaios preliminares apontaram que, o DES
ChGuLa apresentou um melhor desemprenho extrativo em termos de fendlicos totais
(109,30 + 9,06 MgEAG g tamostra), sendo este resultado corroborado pelas avaliagdes das
amostras sélidas, antes e ap6s cada extracdo, por meio da quantificacdo de seus teores
de lignina e de suas caracterizacdes por espectroscopia na regido do infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) e microscopia de varredura eletrénica (MEV). Por fim,
uma otimizacdo do método extrativo foi realizada por meio de um delineamento
composto central (DCC), onde as principais variaveis de processo (adicdo de agua ao
DES, tempo de extracdo, temperatura e massa de amostra) foram investigadas, sendo a
melhor condigdo (226,37 30 + 9,50 MYEAG g lamestra), dentre as investigadas, aquela
conduzida a 35% de adicdo de agua, 3 mL de solvente, 65 °C, 0,15 g de amostra e
durante 90 min, O resultado obtido na condicdo otimizada foi superior inclusive ao uso
de uma tradicional solugdo hidroetandlica a 70% v v* (190,53 + 9,37 mgEAG g
Lamostra), 0 que fomenta ainda mais a aplicabilidades dos DESs como agentes extratores.

Palavras-chaves: Solventes Verdes, Compostos Bioativos, Compostos Fendlicos,
Extragdo Solido-Liquido e Residuos.




Abstract

The search for new analytical methods is a current reality in the analytical chemistry
area. Among the applied approaches, the use of green solvents presents several
highlights. In this context, the use of deep eutectic solvents (DESs) as an alternative
have been receiving detach. Thus, the present work aimed to evaluate the mainly
chemical, physical-chemical and ecotoxic properties of seven different DESs and to
apply them for the extraction and quantification of phenolic compounds present in the
pineapple (Ananas comosus) industrial waste. In the first stage, the results about the
composition and their properties are presented. As result, it was observed that DESs
viscosities is directly dependent on the precursor structures and intermolecular
interactions. About the superficial tension, this property fallowed the same tendency of
the viscosity, however, strongly sensitive to the water addition. The rheological profiles
of the solvent ChCalLa showed to be sensitive to the water addition once an addition of
10% lead the system to change from a Newtonian to a pseudo-plastic. In relation to the
ecotoxic profile, the solvents based on acid HBDs presented a superior inhibition
capacity than others, been the ChGy presented the lower inhibition capacity. About the
bactericide profile, the most hydrophobic DESs (PtGyLa and OcGyLa) presented the
higher dangerous effect, while binaries systems presented the lower. In the second part,
the results about the usage of ternary DESs as extractor agents of phenolic compounds
from pineapple waste samples, followed by their quantification by spectrophotometry at
UV-Vis region. The preliminary data showed that solvent ChGuLa presented the better
extractive action, in terms of total phenolic content (109.30 + 9.06 MgEAG g Ysample),
been this result corroborated by the solid samples characterization in terms of its lignin
content, Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) and scanning electron
microscopy (SEM). At least, the developed method optimization was carried out by a
central composite design (CCD), where the process main variables (water addition,
extraction time, temperature, and sample mass) were investigated. The best condition
(226.37 30 *+ 9.50 mMgEAG g sample) Was achieved by the addition of 35% of water and a
solvent volume of 3 mL for the extraction using 0.15 g of sample at 65 °C during 90
min, been this result superior to the obtained using a conventional hydroetanolic
solution at 70% v v (190.53 + 9.37 MgEAG g™sampie), What reinforce the usage of
DESs as extractor agents.

Keywords: Green Solvents, Bioactive compounds, Phenolic Compounds, Solid-Liquid
Extraction and Wastes.
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ARTL — Teor de Acucares redutores totais livres;

ChCala — DES a base de Cloreto de Colina, Acido Citrico e Acido Latico;
ChGulLa — DES a base de Cloreto de Colina, Glicose e Acido Lético;
ChGy — DES a base de Cloreto de Colina e Glicerol;

ChLa - DES a base de Cloreto de Colina e Acido Lético;

ChU - DES a base de Cloreto de Colina e Ureia;

DESs — Solventes Eutéticos Profundos (Do inglés Deep Eutectic Solvents);
EAG — Equivalente de Acido Galico;

HDESs — Solventes Euéticos Profundos Hidrofébicos (Do inglés Hydrophobic Deep
Eutectic Solvents);

ICs0 — Concentracéo capaz de promover uma inibicdo de 50% na germinagéo radicular
ou da raiz do vegetal;

LOD - Limite de Deteccgéo (Do inglés Limit of Detection);

LOQ - Limite de quantificacdo (Do inglés Limit of Quantification);
MIC — Concentracéo Inibitoria Minima para células bacterianas;
OcGyLa — HDES a base de Octanol, Glicerol e Acido Latico;
PtGyLa — HDES & base de Pentanol, Glicerol e Acido Latico;

RSD - Desvios Padrdes Residuais (Do inglés Residual Standard Deviation).
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1. Introducéo

Nas Ultimas décadas, tem sido observada uma crescente preocupacdo global acerca
da necessidade de se explorar processos e métodos baseados no conceito da quimica
verde. Tal fato se deve principalmente as inimeras cobrangas por parte da sociedade e
entidades competentes quanto a urgéncia de se estabelecer um uso sustentavel dos
recursos naturais disponiveis e assim assegurar a existéncia de todos os ecossistemas do
planeta Terra.

Neste sentido, destaca-se que o conceito de quimica verde foi utilizado pela primeira
vez em 1998 quando Anastas e Warner (1998) [1] apresentaram o que seriam 0s 12
principios norteadores para que um processo quimico fosse considerado amigavel do
ponto de vista ambiental. Todavia, quando se fala nessa abordagem de quimica verde
dentro do contexto da quimica analitica, tal aspecto vem sendo discutido desde quando
Guardia e Ruzicka (1995) [2] pontuaram a importancia da miniaturizacdo dos processos
analiticos como uma alternativa indispensdvel a adequacdo destes as questbes
ambientais tdo discutidos desde os meados do século XX.

Em 2013, Galuszkaet et al. [3] fundamentaram os alicerces do conceito da quimica
analitica verde ao estabelecerem o que viriam a ser os 12 principios que levam a
construcdo de métodos analiticos mais sustentdveis (Figura 1). Através desta
formalizacdo, foi proposta a predilecdo por analise in situ e direta, evitando-se ao
maximo a necessidade de preparo de amostras. A mitigacdo do consumo de reagentes,
bem como da geracdo de residuos analiticos tambem figuraram como foco desta
profunda discusséo.

Apesar de todos esses principios estarem bem fundamentados na literatura, é
importante destacar que muitos ainda se encontram distantes de serem completamente
aplicados, principalmente devido a restricdo dos requisitos impostos pelas
instrumentacdes analiticas disponiveis. Sendo assim, é importante destacar que a
maioria das metodologias analiticas requer alguma(s) etapa(s) prévia(s) de preparo de
amostras.

Dentre as varias etapas empregadas no preparo de amostras em quimica analitica, a
extracdo apresenta-se como uma das mais amplamente utilizadas quando se deseja
determinar constituintes em amostras. Dentre as técnicas extrativas, as do tipo liquido-

liquido e solido-liquido despontam como as mais amplamente utilizadas [4,5].
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Preparar uma amostra para uma analise elementar, de especiacdo quimica ou
determinacdo de compostos organicos exige, muitas vezes, 0 uso de misturas de
solventes orgénicos volateis. Para casos de especiacdo, onde as espécies quimicas que
compdem a amostra ndo sdo totalmente conhecidas, tem se usado, por exemplo, a
extracdo com misturas de solventes como agua/alcool ou cloroférmio. Assim, seja qual
for o tipo de amostra (sélida, liquida ou gasosa), o0 uso de solventes em seu preparo pré-
analitico é praticamente inevitavel [6].

De uma forma geral, os protocolos analiticos amplamente utilizados fazem uso
grandes volumes de solventes, em geral toxicos, inflamaveis e de elevado custo, o que

contraria os principios 10, 11 e 12 da quimica analitica verde (Figura 1).

Os 12 Principios da Quimica Analitica Verde

1 Técnicas de analise direta tem prioridade! 7 Minimizagao da geragdo de residuos analiticos!
) Minima quantidade de amostra devem ser 8 Métodos multi-analitos e multi-pardmetros tém
requeridos! preferéncia!
3 Analises in situ devem ser preferencialmente 9 Minttzadiail d o
ealizadas! inimizagdo do uso de energia!
~ . ( . ’ . N D
4 Integracédo das etapas envolvidas no processamento 10 Reagentes obtidos de fonte renovaveis tém
e analise da amostra! ] preferéncia! :
. r . i ) . . R
5 Preferencia por métodos automatizados e 11 Reagentes toxicos devem ser eliminados ou
miniaturizados! L substituidos! o)
' D
6 Derivatizagdes devem ser evitadas! 2 Priorizagdo da seguranga do operador!
- >

Figura 1 - Os 12 principios da Quimica Analitica Verde. Fonte: Autor.

Alguns solventes orgéanicos volateis, entre os quais estdo o etanol, o0 metanol e o
cloroférmio, ainda tém sido bastante utilizados nos processos extrativos. O solvente
extrator deve ser escolhido em funcdo das caracteristicas da matriz e das espécies a
serem extraidas. No caso de amostras sélidas, por exemplo, podem ser usados acidos ou
solventes como diclorometano ou hexano [7]. O uso indiscriminado desses, e outros,
solventes volateis vém recebendo criticas na literatura devido ao fato de apresentarem
caracteristicas indesejaveis, tais como sua severa toxicidade e inflamabilidade [6].

Nessa perspectiva, a escolha do solvente adequado se configura como um dos

principais requisitos para obtengdo de novos métodos de andlise capazes de garantir
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tanto a eficiéncia analitica quanto as demandas ambientais. E neste contexto que
desponta o uso dos chamados solventes verde.

Uma classe de solventes verdes que tem ganhado bastante notoriedade no ambito
das abordagens ambientais é a dos chamados solventes eutéticos profundos (DESSs). Os
DESs surgiram na literatura por volta de 2004 através dos trabalhos realizados por
Abbott et al. (2004) [8].

Do ponto de vista fisico-quimico, estes solventes sdo formados atraves do
estabelecimento de ligagbes de hidrogénio entre as espécies precursoras, sendo uma
denominada de aceptora da ligacdo de hidrogénio (HBA) e outra(s) como doadora(s)
das ligacGes (HBD) [9].

Como principais caracteristicas, 0s DESs apresentam uma baixa pressao de vapor,
ndo sdo inflaméaveis, boa estabilidade térmica e consideravel, porém regulavel,
viscosidade [10-12].  Além disso, estes apresentam baixa toxicidade e boa
biodegradabilidade frente aos tradicionais solventes organicos, comumente empregados
em etapas de separacao [13].

Quando obtidos a partir de metabdlitos de ocorréncia natural nos diversos seres
vivos existentes, como alcoois, acidos carboxilicos, aminoacidos, carboidratos e alguns
lipideos, os DESs recebem a nomenclatura especial de solventes eutéticos profundos
naturais (NADESSs), termo utilizado pela primeira vez no trabalho de Choi et al. (2011)
[14].

Desde seu primeiro registro na literatura até os dias atuais, NADESs vém sendo
objeto de diversos estudos nas areas de sintese organica e (bio)catalise, eletroanalitica,
obtencdo de novos materiais e em diferentes métodos de separagéo [15,16].

Outro cenario que vem apresentando forte tendencia ao uso desta classe de
solventes moleculares é o da chamada quimica (bio)analitica, a qual, pode ser definida
como a area, da tradicional quimica analitica, voltada a quantificacdo e determinagédo de
analitos que apresentam alguma propriedade relevante do ponto de Vvista
bioquimico[17-21].

Falando-se em bioativos, é importante salientar que interesse da humanidade por
esta classe de moléculas é historicamente datado desde as mais primitivas formas de
sociedade, quando os primeiros individuos ja manipulavam recursos naturais em busca
de tratamentos de doencas e ferimentos. Nos ultimos anos, dado o contexto da pandemia

global da COVID-19 e de outras doengas endémicas, muitos estudos vém focando em
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investigar a obtencdo, quantificacdo e identificacdo destas espécies, tendo em vista sua
possivel atividade imunoldgica e/ou de combate direto a infecgdes virais e bacterianas
[22-24].

Dentre as vastas classes de moléculas dotadas de atividades bioldgicas, a dos
chamados compostos fenolicos tem figurado com uma das mais relevantes. Esta
afirmacéo se deve ao fato destes apresentarem, para além de sua ja conhecida atividade
antioxidante [[21,24-26], a capacidade de atuarem como agentes antidiabéticos [27];
antimalaricos [28] e, mais recentemente, avaliados como benéficos ao combate da
dengue, COVID-19 e outras doencas endémicas emergentes [29-33].

Com base no acima reportado, a presente tese de doutorado objetivou a sintese,
caracterizacdo e avaliacdo do uso de solventes eutéticos profundos (DESs) bem como
sua aplicacdo em procedimentos de extracdes sélido-liquido visando a extracdo de

compostos fendlicos presentes em amostras de residuo de abacaxi (Ananas comosus).
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1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivo Geral

O presente trabalho objetivou a obtencdo, caracterizacdo e avaliacdo do uso de
solventes eutéticos profundos (DESs) como agentes extratores de compostos fenolicos
presentes em amostra de residuo do abacaxi (Ananas comosus), seguido da

determinacéo e quantificagéo dos teores presentes nos extratos obtidos.

1.1.2. Objetivo Especificos

a) Obter sete diferentes sistemas eutéticos com diferentes graus de
hidrofobicidade;

b) Realizar a caracterizagdo fisico-quimica e ecotoxica dos solventes
obtidos;

¢) Investigar a influéncia dos parametros mensurados no item b) quanto ao
seu impacto no uso dos DESs para preparo de amostras;

d) Desenvolver um método de preparo de amostras baseado na extracdo
solido-liquido de compostos fendlicos presentes no residuo do abacaxi;

e) Otimizar o método extrativo desenvolvido por meio de um delineamento

experimental composto central (DCC).
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Capitulo 2 - Reviséo da Literatura

Este capitulo apresenta o levantamento bibliogréfico realizado acerca do estado da arte
guanto aos solventes eutéticos profundos, seu surgimento na literatura e insercdo na
quimica analitica. Parte da revisdo aqui reportada foi publicada na forma de capitulo,
intitulado “Use of Deep Eutectic Solvent in Sample Preparation”, no livro “Deep
Eutectic Solvents: Properties, Applications and Toxicity” da editora Nova Science
Publishers (2022).

Palavras-chave: Preparo de Amostras; Procedimentos de Extracdo; Solventes Eutéticos

Profundos e Quimica Analitica.

2. Solventes eutéticos profundos: uma breve introducéo
2.1. Histdrico, fundamentos e caracteristicas dos solventes eutéticos profundos

Os solventes eutéticos profundos, do inglés deep eutectic solvents — DESs, surgiram
na literatura em 2004 como resultado da busca por alternativas mais viaveis aos ja
consagrados liquidos iénicos (LIs), uma vez que estes sdo hoje tidos como uma classe
de solventes pouco vantajosos do ponto de vista ambiental e dos custos de obtencéo [9].

Os primeiros a reportarem a obtencdo dessa nova classe de solventes foram Abbot
et al. (2004) [8]. Em seu trabalho vanguardista, os autores relataram a obtencdo de
DESs formados a partir de cloreto de colina e alguns acidos carboxilicos. Segundo 0s
autores, a formacéo dos solventes se deu principalmente devido ao estabelecimento de
ligacOes de hidrogénio entre a espécie aceptora da ligacdo (do inglés hydrogen bond
acceptor — HBA), cloreto de colina, e as espécies doadoras da ligacdo (do inglés
hydrogen bond donor — HBD).

A Figura 2 apresenta a estrutura quimica de algumas das espécies quimicas

utilizadas no referido estudo.
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Doadores de ligacao de hidrogénio
Aceptor de ligacao de hidrogénio
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Acido malénico

Acido oxalico

H-C CH
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Cloreto de colina

0

Acido fenilacetico

Figura 2 - Estrutura molecular de algumas espécies quimicas utilizadas no trabalho de Abbott
et al. (2004). Fonte: Autor.

Como sugerido pela propria nomenclatura desta nova classe de solventes, estes sdo
obtidos via formacdo de um sistema eutético, binario ou ternario, onde o ponto de fusao
(Pf) resultante apresenta-se a uma temperatura inferior as de seus precursores isolados
(Figura 3).

Do ponto de vista quimico, as espécies empregadas como HBDs e HBAs sdo, em
geral, acidos e bases de Bronsted-Lowry ou de Lewis, capazes de estabelecer diferentes
interacbes intermoleculares entre si, 0 que leva a formacdo dos sistemas eutéticos
[34,35].

Semelhante aos LIs, os DESs apresentam como principais caracteristicas fisico-
quimicas uma baixa pressdo de vapor, uma ampla faixa de temperatura na qual se
apresentam no estado liquido, sua ndo inflamabilidade, boa estabilidade térmica e
consideravel, porém regulavel, viscosidade [10-12].

Embora a alta viscosidade seja um resultado atrelado ao estabelecimento das ja
mencionadas, e intensas, interagdes intermoleculares tal percal¢co tem sido contornado
através de estudos que mostram que a adicdo de agua, ou outros solventes polares, leva
a uma mitigacdo das suas interacbes molécula-molécula, o que diminui o estado de

agregacao do sistema [36,37].
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Embora a estratégia acima descrita proporcione maiores taxas de transferéncia de
massa em extracdes, bem como uma melhor adequacéo ao requisitado por equipamentos
analiticos, esta deve ser realizada mediante estudos prévios para que ndo haja uma
desestabilizacdo de todo sistema, o que levaria a consequente formagdo de uma solucédo
dos seus precursores em meio aquoso.

Ainda em comparacao aos LIs, estes novos liquidos protico-ibnicos apresentam-se
mais adequados do ponto de vista ambiental por serem considerados de baixa toxicidade
[12,15].

s Liquido
- A+ liquido . _ " B+liquido
= .: =
=9
5
= Solido A + Sélido B
A Fracao molar B

@ Ponto euteético

Figura 3 - Gréfico caracteristico para formacdo de um sistema eutético binario. Fonte: Autor.

Neste contexto, e segundo Radosevic et al. (2018) [38], a relativamente baixa
toxicidade apresentada pelos DESs se deve a sua propria composi¢do pois, em geral, sua
obtengédo envolve a simples mistura de dois ou mais constituintes de origem natural, 0s
quais estdo presentes no proprio metabolismo de células animais e vegetais, como
alcoois, acidos carboxilicos, aminoacidos, carboidratos e alguns lipideos.

Como forma de destacar a perspectiva acima abordada, tem sido comum encontrar

3

na literatura a nomenclatura de “solventes eutéticos profundos naturais” (do inglés
Natural Deep Eutectic Solvents — NADESS) quando estes sdo formados a partir das j&
referidas classes de metabolicos [14].

Desde seu surgimento na literatura, vém sendo reportados diversos trabalhos acerca
do uso dos NADES em vérias pesquisas, sobretudo nas éareas de sintese organica e

(bio)catdlise, métodos eletroquimicos, obtencdo de materiais nanométricos e
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poliméricos, além dos vastos exemplos de uso em processos de separacdo [15,16]. A

Tabela 1 apresenta a composicao de alguns NADES ja reportado na literatura.

Tabela 1 - Composicdo de solventes eutéticos profundos naturais (NADES) ja reportados na
literatura. Fonte: Radosevic et al. (2018) (ADAPTADO).

NADES Abreviacao Raz&o molar dos
constituintes

Cloreto de colina:acido oxalico ChOx 1:1
Cloreto de colina:ureia Chu 1:2
Cloreto de colina:xilitol ChXylol 5:2
Cloreto de colina:sorbitol ChSol 2:3
Betaina:glicose BGlc 5:2

Betaina:acido malico:prolina BamPro 1:1:1

Betaina:acido malico:glicose BamGlc 1:1:1
Acido citrico:prolina AcPro 1:1

Acido citrico:glicose:glicerol AcGIcGly 1:1:1

Com o objetivo de ampliar a aplicabilidades dos ja diversificados DESs, a literatura
vem destacando nos ultimos anos o surgimento de uma nova subclasse, a qual
compreende o0s solventes eutéticos profundos hidrofébicos (do inglés hydrophobic deep
eutectic solventes (HDESSs), os quais surgiram com o intuito de possibilitar a interacdo
com matrizes e meios polares.

Ainda n&o h& um pleno consenso acerca do quem venha de fato a ser um HDESs,
pois estes ndo apresentam a principal caracteristica de um sistema eutético, a profunda
diminuicdo na temperatura de fusdo em relacgdo a precursores. Neste sentido, Florindo et
al. (2019) [39] explicam que este comportamento é esperado e justificado pelo fato de a
formacdo dos HDESs ndo envolver unicamente a formacdo de fortes interacOes
intermoleculares (ligacdes de hidrogénio), mas sim a compatibilidade quimica entre as
espécies capazes de serem misturadas entre si, 0 que inclui outros tipos de interacdes
molécula-molécula.

Mesmo tendo em vista a controvérsia acima levantada, essa nova classe de DESs
tem recebido bastante atencdo na literatura, principalmente em procedimentos que
envolvem extracdes do tipo liquido-liquido onde analitos de interesse encontram-se
presentes em matrizes aquosas [40,41].

De porte do que foi discutido até o0 momento, fica entdo notdrio que o conceito mais
atual acerca dos DESs, suas classes e subclasses, estd melhor compreendido como

sendo a de um conjunto de liquidos protico-idnicos obtidos a partir do estabelecimento
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de diferentes formas de interacbes moleculares entre espécies que guardem consigo
diferentes graus de afinidade quimica [37,42,43].

O fato supracitado faz com que a nomenclatura de “eutéticos” perca um pouco do
seu sentido literal e entdo assuma uma conota¢do mais generalista. O que confere aos
DESs a capacidade de serem solventes “projetaveis” conforme o uso almejado.

A Figura 4 apresenta algumas moléculas empregadas na obtencdo de HDESs ja
estabelecidos na literatura, na qual se destaca a possibilidade de alguns grupos de
moléculas, como o0s acidos carboxilicos de cadeia longa, atuarem tanto como HBD ou
HBA. Mediante tanta versatilidade, fica facil de compreender o crescente numero de
publicacdes nas quais DESs foram empregados como agentes protagonistas de alguma
etapa do processo.

As publicacdes sobre o uso de DESs, assim como NADES iniciaram ano de 2006,
ganhando maior destaque apds 2014. Ja o uso de HDESs despontou em 2015 e desde
entdo segue crescendo, o0 que revela seu potencial de uso em novos trabalhos de
pesquisa onde sua aplicacdo ainda ndo tenha sido explorada [40]. A Figura 5 traz um
demonstrativo do progresso dos trabalhos dentro deste escopo.

Aceptor de ligacio de hidrogénio Doador de ligacio de hidrogénio
CH -
ot C
= Pl OH
Hq &
Cloreto de colina OH Alcoois de cadeia longa

O CH, OH
5 J\/ (T—CH3 Mentol ©/

H+C
3 0

Betaina M Fenol
\ OH
LA Bl LN
SR TN OH
/T\K {/I\ Acidos carboxilicos 2

fon fosfénio Glicois

Figura 4 - Estrutura quimica de algumas moléculas tipicamente utilizadas na obtencdo de
solventes eutéticos profundos hidrofobicos (HDES). Fonte: Makos, Slupek e Gebicki (2020)
(ADAPTADO).
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Figura 5 - Namero de publicagdes sobre o uso de DES e HDES entre 2010 e 2023. Fonte:
Banco de Buscas Web of Science.

2.2. Solventes eutéticos profundos e seu comportamento ecotoxico

Embora o emprego de DESs em processos e métodos quimicos tenha sido
considerado seguro e ambientalmente amigavel por anos, estudos mais atuais vém
revelando que o rotulo de “verdes” dado a estes ndo é adequado uma vez que certos
efeitos adversos ja terem sido relatados. E importante destacar que, muito desse
conceito generalista decorre do fato de a composi¢do destes sistemas incluirem
basicamente espécies quimicas inofensivas quando isoladamente presentes no meio
ambiente, o que ja foi inclusive reportado na se¢édo 1.1.

Ao serem inadequadamente descartados na natureza, solventes em geral tendem a
ter como destino 0s meios aquaticos. Muito embora seja conhecido que a agua leve a
instabilidade do sistema eutético, seja este polar ou apolar, pelo estabelecimento de
ligacOes de hidrogénio com seus constituintes [36,37,44], a sua presenca em certas
concentragBes minimas pode levar ao surgimento de um pronunciado efeito ecotoxico.

O aspecto acima reportado pode ser confirmado pelos resultados reportados por
Macario et al. (2018) [45] , os quais, e por meio da aplicacdo da teoria da toxicidade das
misturas, concluiram que diferentes os DESs avaliados apresentaram um efeito

citotoxico sobre células de Aliivibrio sicheri, uma espécie de bactéria marinha.
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De forma semelhante, outro estudo conduzido por Radosevic et al. (2015) [13],
constatou a correlacdo da elevacédo da toxicidade de alguns DESs com sua concentracdo
em meio aquoso. Por meio da simulagdo de um efluente contendo diferentes
concentracfes de tais sistemas eutéticos, os autores observaram que concentracdes
acima de 5000 mg L* pode levar a uma reducdo de 50% na germinacio de sementes de
T. aestivum.

O efeito acima reportado foi mais ainda mais pronunciado quando os referidos
DESs foram obtidos utilizando-se um acido organico como HBD o que, segundo 0s
pesquisadores, faz com que as moléculas de acido, quando desfeito o sistema eutético,
liberem prétons (H*) em solucdo, o que gera um ambiente capaz de levar a oxidacdo das
células vegetais usadas como biomodelo.

Nos resultados reportados no trabalho de Costa et al. (2020) [46] foi demonstrado
gue um extrato rico em bioatvios obtidos a partir de células de Rhodotorula
mucilaginosa CCT3892, utilizando um DESs formado por cloreto de colina e glicerol
(ChGy), foi capaz de inibir 50% do crescimento de células embrionérias de ratos,
Fibroblasto 3T3. Este efeito foi atribuido a interacdo do préprio solvente com 0s
constituintes da parede celular das células em estudo.

Ampliando o quantitativo de estudos neste campo, Radosevic et al. (2018) [38]
confirma o que esta sendo aqui levantado ao verificarem também que DESs formados a
partir de cloreto de colina e diferentes HBD, como ureia, xitlitol e acido oxalico, foram
capazes de gerar efeitos danosos a trés diferentes tipos de células humanas (HelLa,
MCF-7 e HEK-293T), principalmente quando tais solventes foram obtidos utilizando-se
compostos de maior carater acido.

Ainda sobre o efeito citotdxico sobre células humanas, Ahmadi et al. (2018) [47]
mostraram, atraves de estudos citoquimicos, que ha uma consideravel relacdo entre
sistemas de diferentes DESs com a inibicdo de células humanas embrionarias, HEK-
293T, a qual pode ser explicada com base na livre rotacdo das ligacdes das moléculas
envolvidas bem como seus tamanhos.

Segundo reportado por Lapena et al. (2021) [48], a citotoxicidade dos DESs esta
além de sua inerente composicao e pode ser afetada pela concentracdo de agua no meio
uma vez que esta possibilita a geracdo de varios, e diferentes, niveis de interacdo entre
0s constituintes do sistema e os da prépria composicdo bioquimica das células. Os

autores reforcam esta afirmacdo com base no efeito citotoxico apresentados por DESs,
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formados entre cloreto de colina e trés diferentes HBD (glicerol, urea e etilenoglicol),
sobre células de microalgas (S. capricornutum) e bactérias (A. fischer).

Com relagdo a biodegradabilidade, em um estudo precursor na area, Wen et al.
(2015) [49] mostram que nem todos os tipos de DESs podem ser considerados
biodegradaveis uma vez que, por meio de um teste aerébico de avaliacdo, estes
concluiram que dentre oito solventes avaliados, apenas dois apresentaram rapida
biodegradacdo, sendo estes a base de cloreto de colina e ureia (ChCI/U) e acetamida
(ChCI/A). Os autores ainda destacam que 0s outros seis sistemas eutéticos avaliados,
apresentaram baixa biodegradacdo semelhante a de um LI convencional.

Ainda nesta tematica, ao avaliaram a demanda bioquimica de oxigénio (DBO)
necessaria para degradar diferentes DESs, Lapefia et al. (2021) [48] concluiram que a
presenca de agua pode afetar drasticamente a capacidade de biodegradacdo destes
solventes uma vez que diferentes niveis de consumo do oxigénio foram requeridos para
solventes diferentes em varias concentragfes. Segundo os autores, diferentes métodos
de avaliacdo deste parametro ambiental podem levar a diversas consideracGes acerca da
biodegradabilidade destes sistemas uma vez que este necessita de uma concisa
explanagdo em relacéo as diferentes etapas do ciclo de decomposicao natural.

A compreensdo de que os DESs ndo sdo isentos de danos e riscos ambientais
mostra que seu uso no pleno estabelecimento de metodologias analiticas precisa ser
feito tendo em vista os principios da quimica analitica verde, um desafio que os
quimicos analiticos tém encarado atualmente com o objetivo de ndo s6 melhorar as
condicbes do mundo contemporédneo, mas tambeém garantir que 0S pProcessos
convencionais sejam otimizados e aperfei¢coados.

Ainda h& uma caréncia significativa de trabalhos que aportem, e correlacionem, 0s
diferentes tipos de sistemas eutéticos utilizados como solventes e seus desdobramentos
ambientais. No tocante a quimica analitica, tal lacuna se estende inclusive a
compreensdo de como tais parametros podem assegurar que de fato uma metodologia
menos danosa ao ambiente esteja sendo desenvolvida, o que pode servir de base para o

desenvolvimento de novos estudos mais elucidativos.

2.3. Uso de solventes eutéticos profundo no preparo de amostras

A andlise quimica de uma amostra quase sempre requer um procedimento de
preparo que atenda aos requisitos da instrumentacdo analitica e/ou de separacdo da

espécie quimica de interesse (analito) dos demais constituintes da matriz amostral.
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Embora seja sempre preferivel a analise direta das amostras, em geral, verifica-se
que o preparo de amostras é quase que inevitavel em um vasto ndmero de casos
associados as diferentes analises realizadas com a instrumentagdo disponivel
atualmente. A Figura 6 mostra as etapas seguidas em uma metodologia analitica
convencional, na qual verifica-se que o processamento da amostra se subdivide em pré-
processamento (secagem, moagem, peneiramento, separacdo magnetica etc.) e o preparo

propriamente dito (solubilizacéo, separacao, digestdo, derivatizacao e afins).
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Figura 6 - Etapas inerentes a qualquer procedimento de andlise quimica. Fonte: Autor.

Uma das principais operacGes empregadas no preparo de amostras é a extracao
liquido-liquido (ELL) (Figura 7). Isso se deve basicamente ao vasto numero de
amostras cujos analitos encontram-se dispersos ou dissolvidos em matrizes liquidas
[50]. Além disso, até aquelas de origem sdlidas podem ser dissolvidas em um meio
aquoso, por exemplo, durante a etapa de pré-processamento (Figura 6), o que viabiliza

seu manejo em bancada laboratorial.
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Agltaqao e mistura das fases'

-

# Derivatizagao!

Descarte!

O Analito - Solvente da matriz liquida

() Interferente/concomitante - Solvente (agente extrator)

Figura 7 - Esquema sequencial de um processo de preparo de amostras por extracdo liquido-
liquido (ELL). Fonte: Autor.

Quando a matriz amostral se encontra no estado solido, o processo é entdo
denominado de extracdo solido-liquido (ESL) e, de forma bastante generalista, obedece
basicamente aos mesmos fundamentos elementares da ELL, ressalvadas certamente as
particularidades inerentes as interacdes em cada estado de agregacdo da matéria [50]. A
Figura 08 traz um esquema de um processo de ESL.

Contato entre as
fases e agitacao!

[
—

da espécie de interesse!

[ Particulas pobres em termos ]

@ rarticulas da amostra . Solvente
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Figura 8 - Esquema sequencial de um processo de preparo de amostras por extracdo sélido-
liquido (ESL). Fonte: Autor.

33



Willyan Araujo da Costa
(PPgQ/UFPB — Tese de Doutorado)

O principio por tras das operacdes de ELL e ESL esta basicamente na distribuicéo
das moléculas do(s) analito(s) entre duas fases que apresentem baixa, ou inexistente,
afinidade quimica entre si. O coeficiente de parti¢do, dado pela razéo entre a quantidade
de analito no extrato pela quantidade na fase amostral, pode ser melhorado ao utilizar-se
um solvente com maior seletividade.

A literatura tem reportado que HDESSs, por exemplo, tém se mostrado como uma
categoria de potenciais agentes extratores para uma série analitos, dentre os quais pode-
se destacar alguns compostos como pesticidas, alcoois e flavoneides presentes em
amostras aquosas [40].

Outro interessante demonstrativo de aplicabilidade para HDESs em processos
extrativos analiticos pode ser ilustrado pelos resultados apresentados por Ruggeri et al.
(2019) [51] os quais realizaram a extracdo de cromio (Cr (IV)) presente em amostras
aquosas. Ja Schaffer et al. (2018) [52] reportaram a separacdo de cobre (Cu (I)) e
outros metais de transi¢do presentes em matrizes analogas a anteriormente mencionada
através do uso de DES como agente extrator, fazendo-se aqui um destaque ao fato dos
autores também terem avaliado a possibilidade de reuso do solvente em questdo, o que
potencializa o carater ambiental da metodologia proposta.

Outro trabalho voltado a determinagdo de elementos inorganicos em amostras
bioldgicas foi conduzido por Habibi et al. (2013) [53] onde fora realizado o
desenvolvimento de um método analitico visando & determinacdo de ferro (Fe), cobre
(Cu) e Zinco (Zn) em amostras de peixe marinho. A abordagem principal consistia na
dissolucao de 100 mg das amostras em meio contendo DES a base de cloreto de colina e
acido oxalico. Em sua melhor condicdo, o0 método foi conduzido a 100 °C por 45 min
como etapa anterior a analise dos constituintes inorganicos por espectrometria de
emissdo atdbmica de chama.

O uso de DESs no desenvolvimento de metodologias voltadas a analise elementar e
a especiacdo de constituintes inorganicos ainda é bem restrito haja vista a caréncia de
mais trabalhos nesta area, o que ja ndao pode ser dito com relacdo a extracdo e
determinacdo de constituintes organicos, sendo essa a aplicagdo mais amplamente
encontrada em trabalhos dentro desta tematica.

Um exemplo bastante pertinente que ilustra tal abordagem é o do trabalho realizado

por Dogan, Elik e Altunay (2020) [54] no qual foi feita a determinagéo de paracetamol,
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um composto organico com atividade antipirética e analgésica, em amostras de urina
sintética. Nesta pesquisa em questdo, os autores sintetizaram alguns NADESs utilizado
dois diferentes HBAs (cloreto de colina e betaina) e trés HBDs (acido malico, glicose e
acido oxalico), tendo como melhor resultado o uso do solvente a base de betaina e acido
oxalico, o que possibilitou a obtencdo de uma metodologia assistida por agitacdo em
mesa orbital seguida da analise por espectrometria UV-Vis para determinacdo da
molécula alvo da anélise.

A metodologia acima mencionada, por sua vez, apresentou uma boa linearidade
(50-800 pg L) bem como excelentes percentuais de recuperagdo (94,2-107,1%) e baixo
limite de detecgdo (LOD) (14,9 pg L™1). O método também foi aplicado & determinagio
do farmaco alvo presente em comprimidos vendidos comercialmente em farmaécia.
Embora o trabalho tenha tido bastante éxito em seu desenvolvimento, 0 mesmo realizou
uma otimizacdo dos parametros por meio de uma abordagem univariada, o que
inviabiliza a compreensdo dos efeitos combinados das variaveis estudas. Além disso, o
nimero de experimentos realizados leva a uma quantidade consideravel de
experimentos quando comparado com o0 uso de técnicas multivariadas, sendo entdo
insatisfatoria no quesito de agregacdo de um carater ecoldgico ndo s6 a metodologia
final, mas também ao seu desenvolvimento, devido ao montante de residuo analitico
gerado.

Outro ponto interessante é que Dogan et al. (2020) [54] atribuem uma diminuicéo
no sinal analitico ao aumento do volume de DES utilizado no procedimento de extracdo
nédo so pelo efeito de diluigdo causado, mas porque apds a extracao, diluicdes da fase
organica foram realizadas para que sua viscosidade diminuisse e assim possibilitasse
sua melhor adequacdo a instrumentacdo empregada (espectrofotdbmetro UV-Vis). De
fato, a maior agregagdo causada pelo aumento das interacbes entre as proprias
moléculas do solvente e destas para com o analito fazem com que tal parametro se
intensifique. Todavia, a solu¢cdo mais adequada seria um estudo sobre a fluidodindmica
dos DESs para determinar qual adicdo prévia de agua seria capaz de ajustar este
parametro reoldgico sem comprometer a capacidade de extracdo, e ndo proceder a
adicdo pos-operacdo, o que pode comprometer o sinal analitico.

Estudos com base na reologia dos DESs, e seus derivados, ja existem mesmo que
em pequeno volume. Entretanto, um olhar voltado para a quimica analitica ainda precisa

ser dado e pode vir a ser alvo de futuros estudos uma vez que o ajuste da viscosidade
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ndo s6 melhora a capacidade de extracdo mediante intensificacdo da difusdo do analito
por entre as fases como também adequa o extrato obtido aos requisitos das proprias
instrumentacdes de analise.

Ainda falando sobre metodologias voltadas a analise e quantificacdo de farmacos,
outro trabalho consideravelmente relevante foi realizado por Faraz et al. (2021) [55] e
teve como foco a obtencdo de um método para determinacdo e quantificacdo de
niclosamida, um bactericida utilizado no tratamento de colicas e diarreia, em amostras
farmacéuticas e de efluentes por espectroscopia UV-Vis. Como melhor solvente
extrator, o trabalho destaca o DES obtido a partir de cloreto de colina e fenol, o que
possibilitou o estabelecimento de um protocolo analitico com uma boa faixa de
linearidade (4,8 a 48 pg L), baixos limites de detecgdo (LOD) e quantificacio (LOQ)
(0,112 € 0,374 ug L1, respectivamente) além de uma recuperagéo de 99,26%.

Embora sejam proeminentes os resultados acima descritos, algumas ressalvas
precisam ser feitas, pois como o objetivo do uso de sistemas eutéticos como solventes
extratores € o de obter metodologias 0 mais adequado possivel as varias demandas
associadas a sustentabilidade ambiental. O uso de fenol como um dos agentes
formadores do DES compromete totalmente tal perspectiva, pois como € de
conhecimento comum, este reagente possui elevada toxicidade. Uma solucdo possivel
seria 0 uso de outros sistemas, inclusive testados no artigo, onde o0 HBD apresentava-se
na forma de uma espécie mais biocompativel, como glicerol e etilenoglicol, seguida da
otimizagdo multivariada de seu uso, 0 que provavelmente melhoraria os ja significativos
resultados obtidos.

Partindo entdo para 0 escopo da separagdo e quantificacdo de compostos organicos
em diferentes matrizes, pode-se citar o trabalho realizado por Dai et al. (2014) [56], no
qual foi feita a recuperacdo, via extracdo ESL, da fracdo de constituintes fendlicos
presentes em amostras de acafrdo (Carthamus tinctorius L.) utilizando NADES como
agentes extratores, os quais relatam rendimentos variando numa faixa entre 75 e 95%.
Um resultado bastante relevante reportado neste trabalho destaca que a adi¢do de agua
ao solvente eutético natural empregado leva a maiores percentuais de rendimento da
extracdo do que quando este fora utilizado na forma livre da presenga de H-O.

A constatacdo acima reportada pode ser atribuida ha dois fatores fundamentais,

sendo um a mitigacdo da viscosidade devido ao enfraquecimento da rede criada pelas
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fortes interacdes intermoleculares e a consequente elevacdo da hidrofilicidade do
solvente, 0 que o torna mais especifico a recuperagéo de constituintes desta natureza.

Estudos realizador por Zeng et al. (2014) [57], por meio de uma abordagem
quimiometrica multivariada, avaliaram a influéncia de algumas variaveis sobre a
recuperacdo de albumina presente em amostras de soro bovino. No trabalho dos autores,
quatro NADESs foram sintetizados e quatro fatores foram selecionados como cruciais
para a otimizagao do processo, sendo eles: massa de solvente utilizada, concentragdo do
reagente promotor do efeito salting out, o tempo de processo e a temperatura de
extracdo. Os percentuais de recuperacdo obtidos foram bastante satisfatérios, variando
de 99,7% a 100,5%.

Em alguns outros casos especificos, 0 uso de DESs pode ndo eliminar a total
dependéncia do processo pelo uso de solventes organicos, todavia pode prontamente
promover uma mitigacdo nos volumes utilizados, como foi o caso do trabalho
desenvolvido por Halalat-Nezhad et al. (2015) [58] onde estes reduziram o uso de
cicloexano empregado na extragdo e quantificagdo de alguns hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos presentes em amostras de peixes marinhos utilizando, em sua
prévia digestdo, um sistema binario obtido a partir da reacdo entre cloreto de colina e
acido oxalico. Todo o processo foi conduzido a 55 °C por 30 minutos, 0 que pode ser
considerada uma condicdo muito branda do ponto de vista da demanda energética
requerida. A metodologia em questdo ainda atingiu baixos limites de deteccdo e
quantificacdo utilizando como técnica analitica a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) acoplada a um detector de fluorescéncia.

Objetivando contribuir com a elaboracdo de um método que atenda a notdria
demanda por analise de agua visando a determinacdo de parametros que norteiem acerca
de sua qualidade, Wang et al. (2021) [59] desenvolveram uma metodologia, dentro dos
ditames da miniaturizacdo dos procedimentos analiticos, onde a determinacdo e
quantificacdo de teores de filtro de protecdo ultravioleta em niveis tracos foi possivel
devido a um preparo das amostras, &gua de rios e piscina, por meio do uso de DESs em
um processo de microextracdo liquido-liquido (MELL) anteriormente a analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector UV-Vis. Estes autores
ainda relatam o alcance de excelentes percentuais de recuperacao (90,2 — 103,5%) e

baixos limites de detecgdo (0,15 — 0,30 ng mL™?) para todos os filtros investigados.
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E importante destacar que o uso de procedimentos de extra¢do miniaturizados ndo
s0 configura um avanco do ponto de vista da quimica analitica verde devido a menor
geracdo de residuos pos-analise, como também favorecem a obtengdo de maiores fatores
de pré-concentracdo do(s) analito(s) alvo(s). Em consequéncia disso, hd uma melhora
no sinal analitico, sendo este proporcional a concentracdo da(s) espécie(s) quimica(s), o
que leva a menores limites de deteccdo (LOD) e limites de quantificacdo (LOQ). O uso
de solventes “projetaveis” como os DESs faz com que caracteristicas especficas sejam
introduzidas no solvente a ser desenvolvido e consequentemente amplie sua afinidade e
especificidade pela(s) molécula(s) ou demais espécies em analise.

Outro exemplo dentro das possiblidades cabiveis a miniaturizacdo dos processos de
preparo de amostras esta bem ilustrado no trabalho conduzido por Moghadam, Rajabi e
Asghari (2018) [60] no qual um método eficiente e relativamente seguro foi
desenvolvido visando a determinacdo de antidepressivos presentes em amostras
bioldgicas complexas. Como abordagem operacional, os autores desenvolveram um
processo de emulsificacdo assistida por agitacdo aerada utilizando como agente extrator
um DESs formado a partir de cloreto de colina e fenol. Segundo os autores, a formacao
de interacdes do tipo n-m justificam a melhor acdo extratora do solvente escolhido frente
aos demais testados. As principais varidveis independentes do processo foram
otimizadas por meio de um planejamento experimental composto central, “que permite
ndo sé avaliar a influéncia das varidveisa capacidade de extracdo do solvente, como
também maximizar o processo estudado.

Ainda dentro da tematica aqui abordada, vale destacar que um aspecto bastante
relevante sobre a atual sociedade é o de que esta esta cada vez mais critica e preocupada
com o que ingere durante a realizagdo de refeicbes ou consumo de medicamentos.
Sendo assim, muitas pesquisas estdo sendo conduzidas com o objetivo de verificar a
presenca e a quantidade de pesticidas em alimentos. Neste sentido, um trabalho bastante
interessante foi realizado por Sereshti et al. (2021) [61], no qual foi desenvolvido um
processo de extracdo solido-liquido atravées do uso de novos adsorventes
funcionalizados seguidos da recuperagdo dos analitos por um processo de dessorcao
destes utilizando como solventes um HDES formado por cloreto de colina e clorofenol,
seguido da andlise por cromatografia gasosa a um detector por captura de elétrons.

No campo da quimica (bio)analitica, hd uma vasta gama de exemplos possiveis de

serem citados onde DESs foram aplicados como agentes ativos da etapa de preparo das
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amostras. Um exemplo especifico estd contido no trabalho conduzido por Jeong et al.
(2018) [62] onde foi avaliado o uso de DESs na etapa de extragcdo de monoterpenos e
compostos volateis presentes em folhas de menta (Mentha piperita L.) seguido pela
analise das referidas espécies bioquimicas por cromatografia gasosa acoplada a um
detector de massas. Como solvente extrator, os autores utilizaram um sistema eutético
formado a partir do cloreto de colina e glicose, o que confere uma perspectiva
sustentavel e vidvel & metodologia obtida.

A analise de constituintes bioquimicos presentes em tecidos vegetais também
norteou o escopo do trabalho de pesquisa realizado por Wang et al. (2018) [63] tendo os
autores avaliado a capacidade extratora de um NADES. Desse modo, os autores relatam
terem sido capazes de obter um protocolo analito seguro e eficaz capaz de possibilitar a
determinacdo e a quantificacdo de trés compostos artemisinicos, presentes em folhas de

Artemisia annua, por analise direta utilizando espectrometria de massas em tempo real.

2.4. Compostos Fendlicos: uso de solventes eutéticos profundos em sua extracao
e quantificacéo
De um modo geral, a classe dos compostos fendlicos, ou dos polifendis, pode ser
definida como aquela que compreende espécies quimicas que, em sua estrutura basica,
apresentam um, ou mais, anéis aromaticos com ao menos um, Ou Mmais, grupos
hidroxilas (-OH) a estes diretamente ligados. Na natureza, destaca-se que hd a
ocorréncia de cerca de 10000 exemplares de estruturas correspondentes a esta descricao.
E importante também salientar que, devido & presenca de agrupamentos polares em suas
estruturas, a maioria dos compostos fendlicos sao soliveis em agua, estando geralmente
disponiveis na forma de dimeros ou polimeros onde suas unidades encontram-se unidas
por ligacBes de natureza covalente, as chamadas ligacdes glicosidicas [20,28,32,64-66].
A Figura 9 apresenta a estrutura dos principais grupos de compostos fendlicos, dos
acidos fendlicos (acidos hidroxibenzoicos (a) e acidos hidroxicindmicos (b)) e o dos

flavonoides (c).
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Figura 9 - Estrutura bésica dos principais grupos de compostos fenolicos. Fonte: Sousa et al.
(2020) (ADAPTADO). Nota: Os agrupamentos “R’s”, nas estruturas, denotam diferentes
grupos substituintes que configuram cada composto fenolico em especifico.

O crescente interesse cientifico sobre os compostos fendlicos se deve
particularmente ao fato da facilidade de encontra-los em tecidos naturais, tais como as
cascas de frutas, hortaligas, e flores, bem como nos beneficios que estes promovem a
salde dos seres humanos, sobretudo devido as suas fortes atividades antioxidantes, anti-
inflamatorias e antibactericida [21,25,65,67,68].

Do ponto de vista farmacologico e nutricional, essa classe de biomoléculas
apresenta propriedades ainda mais interessantes, tais como as de inibi¢cdo da oxidagao
lipidica e da proliferagdo de fungos patogénicos [69-73], podendo entdo serem
empregados como conservantes naturais, em substituicdo aos sintéticos, os quais sao
toxicos e pouco ambientalmente amigaveis.

Ainda sobre suas propriedades bioquimicas, pesquisas atuais vém reportando que a
ingestdo de compostos fendlicos, por meio da alimentagdo ou da administracdo de suas
formas isoladas, pode levar a melhora de quadros de doencas endémicas e severas, tais
como dengue, malaria, COVID-19 etc.

Com relacdo a ultima doenca endémica acima citada, Khalil e Tazeddinova (2020)
[32] destacam em seu trabalho de revisdo que a potencial atividade antiviral dos
compostos fendlicos faz com que estes aumentem a imunidade, e consequente

resisténcia, do corpo humano contra a infeccdo do agente causador da COVID-19
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(SARs-CoV-2) e outras infeccdes virais que atendam aos mesmos mecanismos de
instauracdo e proliferacéo.

De acordo com Gligorijevic et al. (2021) [31] o efeito antiviral dos polifendis pode
ser atribuido a diversos fatores, que vao além do fato de aumentarem a resposta
imunoldgica dos individuos acometidos pela infeccdo viral. Os autores destacam ainda
que sua atividade de combate ao estresse oxidativo, potencializado durante quadro
clinico severo, bem como sua habilidade de modulacdo da sinalizacdo celular, podem
ser apontadas como razdes para seus efeitos benéficos dentro deste contexto.

No trabalho conduzido por Davella, Gurrapu e Mamidala (2022) [33], foi explorado
o potencial antiviral in-silico de compostos fendlicos, extraidos da pimenta negra (Piper
negrum), por meio das técnicas de docking molecular e modelagem dindmica, o que
constatou que algumas das moléculas investigadas se mostraram como fortes candidatas
a serem empregadas como ligantes ativos na inibicdo da principal enzima protease
atrelada ao ciclo bioguimico da COVID-19.

Em termos de técnicas extrativas, que visam a sua obtencdo e/ou quantificacdo de
polifendis, € comum encontrar na literatura o uso bem-difundido de misturas de
solventes organicos, como etanol, metanol, acetona e acetonitrila, como agente extrator,
sendo a extracdo do tipo sélido-liquido a mais amplamente utilizada haja vista a
natureza das proprias matrizes onde estas moléculas e interesse sdo encontradas
[64,74,75].

No estudo desenvolvido por Ezez e Tefera (2021) [76], a exemplo do que foi dito
no paragrafo anterior, é possivel verificar-se um estudo acerca da eficiéncia extrativa de
alguns solventes organicos tradicionais (etanol, metano, acetona e etil acetato) na
extracdo da fracdo polifendlica presente em amostras de gengibre (Zingiber officinale),
tendo o metanol apresentado a melhor capacidade extratora, tomando como referéncia a
concentracdo de fenolicos totais presentes na fracdo fluida apds o processo de extragdo
solido-liquido (1183,813 mgEAG 100 gb).

No entanto, ao estudar a extragcdo de compostos fenolicos em amostras de frutos de
péssego (Prunus persica L.), Mokrani e Madani (2016) [77] constataram que o melhor
agente extrator, frente aos investigados (etanol, metanol, acetona e agua), foi a acetona,
tendo o extrato, obtido na condi¢do otimizada, apresentado uma concentracao total de

polifendis equivalente a 363 mgEAG 100 g2).
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Ainda neste presente contexto, Mendes et al. (2019) [78] investigaram a extracdo e
quantificacdo de compostos fenolicos presentes em amostras de castanha de caju
(Anacardium occidentale L.) por meio da aplicacdo de uma abordagem multivariada. Os
autores destacaram que a extragdo conduzida por meio do uso de etanol (5,93 mgeEAG
g!) apresentou uma eficiéncia semelhante ao uso de uma mistura ternaria formulada a
partir de acetona, metanol e do proprio etanol (5,92 mgEAG g?). Todavia, estes
também pontuam que o uso de etanol apresentou melhor seletividade aos analitos de
interesse uma vez que a mistura ternéria tenha induzido a extragdo concomitante de
outros biocompostos, tais como carboidratos e acidos graxos.

Neste contexto, € importante salientar que, embora 0 uso de solventes organicos
tradicionais como agentes extratores na extracao e quantificacdo de compostos fenélicos
seja uma constatacdo, estudos mais atuais ja demonstram a possibilidade do uso de
DESs nas etapas de obtencdo destes biocompostos a partir de suas matrizes naturais de
origem. Neste cenério, é possivel destacar o trabalho realizado por Gao et al. (2020)
[66], os quais conduziram um estudo onde o emprego de NADESs, sobretudo a base de
cloreto de colina e glicerol (1:2 mol mol™), apresentou uma promissora capacidade de
extracdo quando ao mesmo foi adicionado um teor de agua equivalente a 20% (m m?),
obtendo-se uma extragdo de cerca de 8352 mg g de fendlicos totais a partir de folhas
de amora por um processo assistido por micro-ondas e conduzido a 66 °C por 18 min.

No trabalho conduzido por Espino et al. (2018) [64], ferramentas de métricas
ambientalmente estabelecidas foram empregadas par mensurar o aspecto sustentavel de
um processo de extracdo, seguido da quantificacdo, de compostos fendlicos presentes
em uma planta tradicionalmente empregada para fins medicinais na Argentina, a Larrea
cuneifdlia, tendo um NADESs a base de &cido latico e glicose (5:1 mol mol™?)
demonstrado um excelente desempenho, mesmo em vista dos tradicionais solventes
organicos também avaliados pelos autores.

Ja a pesquisa conduzida por Loarce et al. (2020) [79], por sua vez, ocorreu a
investigacdo de um método de extracdo de compostos fenolicos, a partir da matriz solida
dos subprodutos da vinificacdo, fazendo-se uso de agua em condicdo subcritica e
solventes eutéticos profundos. Os autores ainda relataram que, embora o DES a base de
cloreto de colina e ureia tenha mostrado uma boa capacidade extrativa, sua alta
viscosidade teve que ser ajustada pela adicdo de agua ao sistema (30% m m™), sendo a

temperatura de 100 °C mais apropriada para conducdo do processo tendo em vista que
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assim evita-se que os produtos sejam degradados ou que estes participem de reacdes
Maillard.

Outro ponto que merece destaque dentro da questdo aqui discutida é que,
atualmente, pesquisas que objetivam o uso de residuos alimenticios como fonte de
compostos fenolicos vém ganhando bastante notoriedade, sobretudo devido ao fato
destas impulsionarem o desenvolvimento sustentavel e a mitigacdo dos impactos

gerados pelas atividades humanas [80—84].

2.5. Matrizes lignocelulésicas como fontes alternativas de compostos fendélicos

Em termos do setor industrial, a relevancia dos processos extrativos que visam a
extracdo e quantificacdo de compostos fenolicos em diferentes matrizes pode ser
corroborada pelo fato de estes estarem presentes na formulacdo de diversos produtos,
tais como: alimentos, farmacos, cosméticos e suplementos nutracéuticos [20,85].

No entanto, as severas criticas aos padrdes de consumo da geracdo atual tém levado
a necessidade de se repensar o setor industrial como um todo. Nesse contexto, 0 uso de
residuos oriundos das atividades industriais como fontes de novos produtos quimicos
tem sido visto como uma alternativa eficiente dentro de um contexto econdmico mais
ecologicamente correto e circular [81,82,84,86,87].

Silva et al. (2023) [88], por meio de dados do Departamento de Assuntos
Econdmicos e Sociais das Nagdes Unidas (United Nations Department of Economic and
Social Affairs — UNDESA) de 2019, apontam que até 2050 a populagdo mundial deva
atingir a marca de 9,7 bilhdes de individuos, o que aumentara a necessidade por comida.
Além disso, os autores também destacam que a cadeia de producdo de alimentos precisa
se tornar mais sustentavel pois cerca de 8% de todo toda emissdo antropogénica global
de gases de efeito estufa sdo oriundas dela, além desta ser responsavel pelo consumo de
cerca de 20% de toda &gua potavel existente.

Ainda dentro da perspectiva acima discutida, de acordo com Rico et al. (2020) [84],
dados da Organizacdo das NacOes Unidas para Alimentos e Agricultura (Food and
Agroiculture Organization (FAO)) apontam que cerca de 1,3 bilhdes de toneladas de
comida sdo jogadas fora tanto por consumidores quanto por produtores. Os autores
ainda pontuam que, s6 na Europa, a geracdo de residuos a partir de alimentos chega a
marca de 88 milhdes de toneladas, algo em torno de 173 kg por pessoa, anualmente.

Sendo assim, uma industria adequada aos conceitos da economia circular e da

sustentabilidade é aquela onde ndo h& a existéncia de residuos e/ou subprodutos, mas
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sim a reinsercdo de coprodutos gerados ao logo da cadeia produtiva, reintegrando os
residuos ao processo, 0 que garante maiores indices de eficiéncias ambientais, sociais e
de rentabilidade [81]. Neste cenario, o uso do biorrefino das biomassas lignocelulésicas
vem ganhando consideravel destaque nas Gltimas décadas [81,89-92].

As biomassas lignocelul6sicas sdo de grande ocorréncia natural e apresentam como
principal composicdo quimico-estrutural trés biopolimeros fundamentais, a saber: a
celulose, a hemicelulose e a lignina. Em geral, e principalmente no setor agroindustrial,
estes materiais de alto potencial agregado sdo gerados em grandes quantidades, sendo
pouco reaproveitados [86].

Neste cenario, o reuso destes biomateriais como matéria-prima pode ser util
também parar a producdo de biocombustiveis [89,93-98]. No entanto, estudos mais
recentes vém demonstrando a potencial aplicabilidade destes como fonte de compostos
fenolicos com alta capacidade oxidante, sendo obtidos pela despolimerizacdo da lignina,
a qual é um heteropolimero amorfo composto majoritariamente por unidade de
polifendis [99-102].

Em seu trabalho de revisdo, Méndez-Loranca et al. (2023) [86] destacam que em
muitos residuos agroindustrias, tais como cascas, sementes, folhas e bagacgos, j& foram
encontrados diferentes tipos de polifendis, tais como o &cido galico e o &cido ferulico.
Dentre os residuos mais amplamente estudos, os autores ainda pontuam a
predominéncia do uso da cana-de-agUcar, palha de arroz e restos de frutas como as
principais matrizes atualmente investigadas.

Dentre a vasta gama de possibilidades para tais aplicacdes, o residuo do abacaxi
(Ananas comosus) apresenta-se como uma proeminente alternativa, destacando-se que o
seu processamento na agroindustria gera como principais residuos a coroa (2,7-5,9% do
material) e a casca (29-42% do material) [103].

Em termos botanicos e geograficos, o abacaxi é uma planta monocotiledénea
pertencente a familia Bromeliaceae, facilmente encontrada em paises tropicais como
Brasil, Filipinas, Indonésia e China [103]. No Brasil, especificamente, foram produzidos
cerca de 1.545.036 mil frutos em todo pais, sendo a maior producdo concentrada nos
estados do Para (361.027 mil frutos) e Paraiba (263.370 mil frutos), segundo relatério
da Embrapa 2022.

No Trabalho de Alias e Abbas (2017) [105], um novo método de extracdo de

compostos fenolicos a partir da casca do abacaxi, assistido por micro-ondas, foi
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desenvolvido, tendo sido a melhor condicéo extrativa alcancada a uma poténcia de 750
W, uma temperatura de 65 °C e utilizando-se uma mistura 50% (v v) de etanol e 4gua,
obtendo-se um teor de 207,72 mgEAG g. Todavia, embora os autores tenham utilizado
uma matriz lignoceluldsica em seu estudo, este ndo se fez com amostras ja processadas
industrialmente.

Por sua vez, Sepullveda et al. (2018) [87] propuseram uma alternativa para a
valorizacdo do residuo do abacaxi por meio de um processo de autoidrélise, onde
apenas agua € empregada como agente extrator. Por meio de um delineamento
experimental Box-Behnken, os autores investigaram a influéncia da temperatura, da
razdo sélido-liquido e do tempo de reacdo sob a extragdo dos bioanalitos alvos. Em sua
melhor condicdo (200 °C, 30 min e razdo 1:10 sélido-liquido), os autores reportaram
uma extracdo de cerca de 1,75 g L™ de polifenois, tendo sido detectada neste montante a
presenca de acido galico, epicatequina, acido cafeico, acido cumarico e outros.

No tocante ao uso dos DESs para tais finalidades, é importante pontuar o trabalho
realizado por Vargas-Sena, Ochoa-Martinez e Vélez-Pasos (2022) [106], o qual se
prop0s a desenvolver um método de extracdo, assistido por micro-ondas, de compostos
fendlicos presentes na casca do abacaxi. Os autores destacam que a maior extracdo dos
biocompostos alvos (7,98 mgEAG g?) se deu utilizando-se um DES a base de cloreto
de colina e glicerol, sendo esta superior inclusive as extracdes onde misturas aquosas de
etanol e metanol, 50% (v v1), foram empregadas como agentes extratores.

Desta forma, fica notério que o campo exploratério do uso de matrizes
lignoceldsicas, em especial o abacaxi (Ananas comosus), apresenta-se como
amplamente aberto para novos estudos voltados a extracdo e quantificacdo de suas
fracGes polifendlicas, destacando-se ainda a possibilidade de estudos de novos sistemas
eutéticos mais eficientes bem como a de otimizar-se estratégias mais viaveis tanto do

ponto de vista operacional quanto do da sustentabilidade.
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Capitulo 3 — Avalicédo Fisico-quimica e Ecotoxica de Diferentes Solventes
Eutéticos Profundos para Metodologias Analiticas Verdes

Este capitulo apresenta o0s resultados experimentais obtidos para a sintese,
caracterizacdo e avaliacdo das propriedades fisico-quimicas e ecotOxicas de sete
diferentes solventes eutéticos profundos obtidos na presente pesquisa. Uma correlacdo
consistente acerca destas propriedades e seus desdobramentos no uso dos solventes em
preparo de amostras também foi realizada de modo a contribuir para o esclarecimento
de lacunas ainda existentes quanto a esta aplicacdo especifica. Os presentes dados
compdem o primeiro artigo oriundo desta tese e encontram-se publicados no periédico
“Environmental Science and Pollution Research” (Qualis Capes (2017-2020): A2 e
Fator de Impacto: 5,8) sob o seguinte titulo: “Physical-Chemical and Ecotoxic
Evaluation of Different Deep Eutectic Solvents for Green Analytical Applications”.

Palavras-chaves: Propriedades Fisico-quimicas; Perfil Ecotoxico; Capacidade
Inibitéria Minima; Comportamento Reoldgico; Solventes Eutéticos Profundos e
Quimica Analitica Verde.

3. Materiais e Métodos
3.1. Reagentes e solucdes

Os principais reagentes quimicos utilizados (cloreto de colina, pentanol, octanol,
acido citrico, glicerol, ureia e acido latico) foram obtidos da marca Sigma Aldrich e
apresentavam grau de pureza superior a 98%. Os demais reagentes, descritos nas etapas

a seguir, foram obtidos em grau analitico.

3.2. Obtencéo dos DESs

DESs hidrofilicos foram obtidos por meio da mistura da espécie HBA (cloreto de
colina) com a (s) espécie (s) HBD. As devidas massas de ambos 0s constituintes foram
medidas adequadamente em balanca analitica (SHIMADZU — AY?220) e transferidas
para tubos conicos de 50 mL, os quais foram rigorosamente vedados com Parafilme
para evitar a adsorcdo de agua pelas espécies higroscopicas presentes no sistema. A
sintese foi conduzida a 80,0 + 0,1 °C em banho térmico (UNIQUE — USC-1800A) e
algumas agitacdes periodicas (a cada 10 minutos) foram realizadas manualmente em
vortex (SCIENTIFIC INDUSTRIES — G560E) até que fosse atingida a formacdo de
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sistemas monofésicos de aspectos translicidos. Os HDESs foram obtidos a 60,0 + 0,1
°C, também mantido em banho térmico, através da mistura dos componentes em suas
composi¢des molares adequadas. AgitacOes periodicas também foram realizadas até que
o0 sistema mudasse de um aspecto leitoso para translucido e monofasico. A Tabela 2

apresenta os constituintes dos sistemas obtidos e suas respectivas propor¢Ges molares.

Tabela 2 - Composicdo quimica e molar dos solventes eutéticos estudados.

Aceptor da Ligacdo  Doador (es) da Ligagéo de

de Hidrogénio Hidrogénio Abreviacéo Respectiva
(HBA) (HBD) razao molar
Cloreto de Colina Glicerol ChGy 1:2
Cloreto de Colina Ureia Chu 1:2
Cloreto de Colina Acido Léatico ChLa 1:1
Cloreto de Colina Glicose e Acido Latico ChGuLa 5:2:1
Cloreto de Colina  Acido Lético e Acido Citrico ChLaCa 2:2:1
Acido Laético Glicerol e Pentanol PtGyLa 1:3:3
Acido Lético Glicerol e Octanol OcGyLa 311

3.3. Caracterizacdo fisico-quimica dos DESs e HDSs obtidos
3.3.1. Caracterizacdo das propriedades estruturais

A caracterizacdo das interacOes formadas entre os precursores dos sistemas
eutéticos avaliados foi realizada por meio da obtencdo de espectros, usando a
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com reflectancia total
atenuada (FTIR-ATR) em um equipamento SHIMADZU — IRPrestige21. Os espectros

foram obtidos na faixa de 4000 a 600 cm™, com uma resolugdo de 4 cm™ e 4 varreduras.

3.3.2. Caracterizagdo do comportamento reoldgico

A investigagdo do comportamento reoldgico dos sistemas aqui obtidos foi
conduzida em um redmetro (Brookfield — LVDVIII ultra) com spindle CPE52. O
equipamento foi acoplado a um sistema de controle térmico, sendo a andlise processada
pelo software Rheocalc 32. A analise foi conduzida a 25,0 = 0,1 °C e pressdo
atmosférica. A partir dos dados obtidos, a viscosidade média dos fluidos também foi
mesurada. Para os DESs a base de cloreto de colina, mais hidrofilicos, o efeito da adi¢do

de agua sobre os parametros reoldgicos foi também avaliado nas proporgdes de 10, 20 e
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30 % (g g?). Uma comparacio entre as propriedades dos HDESs e dos &lcoois
precursores (octanol e pentanol) foi realizada para fins de compreenséo da repercussao

das interacgdes estabelecidas.

3.3.3. Determinacéo da tenséo superficial

A tensdo superficial dos fluidos eutéticos foi realizada em um tennsidmetro
(SensaDyne Tensiometer — QC3000) pelo método da maxima pressao de bolha. Neste
método, dois capilares com diferentes tamanhos de orificios sdo diretamente imersos no
fluido a ser analisado e bombeiam para o interior deste um gas inerte (nitrogénio), o que
leva a producdo de uma pressdo diferencial, o qual é diretamente proporcional a tenséo
do fluido. Para os DESs a base de cloreto de colina, o efeito da adi¢do de agua sobre tal
propriedade foi avaliado por meio da adi¢do desta nas proporgdes de 10, 20e 30 % (g g
1). De forma semelhante a caracterizagdo reoldgica, foi estabelecida uma comparagéo
entre as propriedades dos HDESs e dos alcoois precursores (octanol e pentanol) para
avaliacdo das interacdes estabelecidas em relacdo ao parametro tenséo superficial. Esta

avaliacdo foi conduzida a 25,0 + 0,1 °C e pressao atmosférica.

3.4. Avaliacao do efeito ecotdxico
3.4.1. Ensaio de germinacao de sementes de Lactuca sativa

Os ensaios de ecotoxicidade foram realizados por meio da elaboracdo de solucbes
aquosas dos solventes eutéticos nas seguintes concentragdes (mg L™): 100, 500, 1000,
10000 e 20000. Para os HDESs a faixa avaliada foi expandida para incluir as
concentragdes de (mg L™): 10, 30, 50, 100 e 200. Em seguida, 2 mL das respectivas
solucdes obtidas foram adicionados a placas de Petri de 49 x 13 mm contendo em seu
interior um papel de filtro, devidamente ajustados as referidas dimensdes, sobre o qual
foram aleatoriamente colocadas 10 sementes de Lactuca sativa (Feltrin Sementes).
Ap0s o preparo, as placas foram colocadas em camara de germinacdo (SOLAB — SL224)
por 5 dias a 25,0 + 0,1°C. Os ensaios foram realizados em duplicata e controle foi feito
com a prépria agua utilizada na composicdo das solucdes de estudo.

Apos o periodo de germinagdo, foram medidas as porcdes radiculares e das raizes

em cada condicdo investigada. Por fim, os dados foram interpolados para possibilitar o
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calculo da concentracdo de DES e HDES capaz de levar a uma inibi¢cdo de 50% no

crescimento de ambas (ICs).

3.4.2. Determinacgéo do Potencial Hidrogenionico (pH)

O pH das solugdes obtidas no item 3.4.1 foram medidos em um pHmetro (Metrohm

- 713) no intuito de correlacionar esta variavel aos fendbmenos observados.

3.5. Avaliagdo da Capacidade Bactericida

A capacidade inibitéria dos DESs estudados neste trabalho foi avaliada por meio do
ensaio de microdiluicdo para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (MIC),
conforme descrito pelo Clinical & Laboratory Standards Institute [107]. Inicialmente,
os solventes investigados foram diluidos serialmente em meio Muller-Hilton nas
seguintes concentragdes: 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, e 4 pg mL™. Um volume de 90
uL das solucdes diluidas foram distribuidos em triplicata em microplaca de 96 pogos.
Em seguida, cada poco foi inoculado com 10 pL de suspensdo do microrganismo
patogénico teste a uma concentragdo aproximada de 5 x 10° UFC mL™. Adicionalmente,
o controle positivo utilizado foi a ampicilina nas concentragdes de 50, 25, 12,5, 6,25,
3,125, 1,56 e 0,78 pg mL™. O controle negativo consistiu em 90 puL de meio de
crescimento e 10 pL de in6culo. Como branco, 100 pL de meio foram utilizados por
poco em triplicata. A absorbancia foi mensurada a 630 nm em leitor de Elisa (BioteK —
ELX 800) apds 24 h de incubacéo.

3.6. Andlise Estatistica dos Dados

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada através do Teste de Tukey com
95% de confianga. Esta avaliacdo se deu com o auxilio do software Excel da
Microsoft®.

3.7. Resultados e Discussao
3.7.1. Caracterizacao Estrutural

A compreensdo estrutural da formagdo dos DESs apresenta-se como sendo de
suma importancia nao s6 devido aos esclarecimentos obtidos no tocante a sua obtencéo,
mas também em relacéo a sua propria aplicacdo nos diferentes ramos aqui ja reportados

uma vez que a capacidade de interacdo para com outros compostos/analitos se da
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mediante a formacdo de uma rede de ligagbes de hidrogénio capaz de envolver a
molécula alvo [38,48,49]

A avaliacédo estrutural de diversos DESs, a partir da espectroscopia na regido do
infravermelho, vem sendo bastante reportada na literatura [108-110]. As Figura de 10
a 12 apresentam os espectros obtidos para os sete DESs alvos do presente estudo, bem
como para os especificos precursores de forma individual. E possivel observar
deslocamento de bandas caracteristicas de alguns grupos funcionais especificos. A
Figura 10 (a) evidencia que entre 3600-3000 cm, relativo ao grupo hidroxila (O-H),
houve ndo s6 um deslocamento como uma variacao na intensidade da banda em questao
quando comparado com os espectros do glicerol puro e do DESs formado a partir deste
e cloreto de colina.

O fendbmeno acima descrito pode estar associado a formacdo de ligacdes de
hidrogénio, entre as espécies HBD e HBA. Esse fato pode restringir o grau
vibracional/rotacional possivel de ser acessado pela liga¢do quimica do grupo funcional
durante o processo de excitacdo e relaxamento provocados pela exposicdo a radiagdo
eletromagnética.

130 130

120

110

100 4

90
80 4

Cloreto de Colina
Glicerol
ChGy

Transmitancia (%)
Transmitancia (%)

| Cloreto de Colina

‘ Ureia
|——ChU

40 T T T T T T T 40 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nitmero de Onda (cm™) Numero de Onda (cm™)
(@) (b)
Figura 10 - Espectros de FTIR paras os DESs ChGy (a) e ChU (b).

Na Figura 10 (b), por sua vez, é possivel observar modificagdes na regido entre
1740-1660 cm™, a qual corresponde ao grupo C=0 presente na molécula de ureia. Essa
constatacdo pode evidenciar que essa regido, eletronicamente polarizada devido ao
efeito indutivo presente entre o carbono e o oxigénio duplamente ligados, é a principal

envolvida na formagdo do DES ChU. A variagdo de intensidade, bem como da relativa
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posicdo da banda em questdo, se deve aos mesmos motivos mencionados no caso
anterior. Na regido entre 3400-3300 cm™ também se observa mudancas espectrais
quando se compara o espectro do ChU com o da ureia pura, 0 que mostra que 0S grupos
-NH, presente nas aminas da molécula, também participam da formagdo da conjuntura
estrutural do DES aqui examinado.

Para os solventes sintetizados usando acido latico e/ou acido citrico os espectros
sdo apresentados nas Figuras 11 (a)-(c). Verificam-se duas regides onde as variagdes
aqui discutidas se deram de forma mais pronunciada. A primeira a ser elencada esta
entre 3600-3300 cm™ (-OH) e a outra entre 1740-1640 cm™ (-COOH), correspondentes
a grupos importantes presentes nos compostos acidos citados e diretamente associados a
formacédo da rede de interagdes intermoleculares envolvidas na formagdo dos solventes
aqui destacados [110].
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Figura 11 - Espectros de FTIR paras os DESs ChLa (a); ChGuLa (b) e ChCaLa (b).
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Com relacdo aos dois HDESs PtGyLa (Fig. 12 (a)) e OcGyLa (Fig. 12 (b)), é
importante destacar que a variagdo na intensidade da banda entre 3600-300 cm™ (O-H)
se deu de forma diferenciada para ambos os solventes moleculares. Esse fato pode estar
relacionado com o grau de polaridade das espécies quimica, pentanol e octanol, ambos
apolares, o que ocasiona uma diferente interacdo direta com as espécies polares, glicerol
e acido latico, levando a diferentes graus de interacdo/aproximacdo dos atomos
presentes no grupo funcional em questao.
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Figura 12 - Espectros de FTIR para os HDESs PtGyLa (a) e OcGyLa (b).

Ha ainda na literatura poucos artigos que descrevam sobre a formagéo dos HDES e
sobre questdes relacionadas a algumas propriedades fisicas dos sistemas. O que se
pode-se constatar é que ndo ha profundo abaixamento no ponto de fusdo (ponto de
congelamento) do sistema, uma vez que ambos o0s precursores ja partiram do estado
liquido, a temperatura ambiente. Além disso, algumas espécies quimicas ndo sao
claramente definidas nem como HBAs nem HBDs [8,41].

Para efeito de entendimento e diante dos resultados espectrais obtidos, é possivel
sugerir ainda que acidos organicos tendem a atuar mais predominantemente como
HBAs devido a consideravel densidade de carga concentrado no oxigénio
covalentemente ligado ao carbono sp? da carbonila.

A notoria diversidade de matrizes amostrais presentes no cotidiano dos diversos
laboratorios analiticos faz com que seja extremante necessario a existéncia de um grupo

de solventes dotados de ampla capacidade de ajustes, inclusive com a possibilidade de
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apresentar diferentes graus de polaridade. Tal prerrogativa coloca os DESs, e suas
subcategorias, como altamente interessantes para tais finalidades.

Embora os dados aqui apresentados tragam alguma clareza acerca da estrutura de
diferentes DESs, e como estas repercutem sobre tais sistemas, estudos mais profundos
sobre este topico precisam ser conduzidos para que os alicerces que fundamente sua

aplicacdo nessa area sejam mais bem estabelecidos.

3.7.2. Avaliacdo do Comportamento Reoldgico

Além da compreensdo estrutural dos DESs, outro aspecto de consideravel
importancia para melhor fundamentar sua aplicacdo em quimica analitica é o seu
comportamento reoldgico. Devido as intensas interacGes atreladas ao estabelecimento
dos sistemas que os formam, estes apresentam-se, em geral, como liquidos altamente
viscosos a temperatura ambiente, o que pode comprometer profundamente sua
aplicabilidade no estabelecimento de um novo método analitico.

A alta viscosidade pode levar a problemas amplamente conhecidos, tais como:
baixa resolucdo cromatogréfica, necessidade de alta energia para 0 bombeamento e
escoamento do fluido, ma uniformizacdo durante a formacao de aerossois para analise
por emissdo/absor¢do atbmica, bem como problemas atrelados & passagem do feixe de
radiacdo UV-Vis durante analises espectrofotométricas. As Figuras de 13 a 15
apresenta os resultados obtidos para os perfis reologicos dos DESs e HDESs
investigados no presente estudo.
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Figura 13 - Perfis reoldgicos para os DESs ChGy (a) e ChU (b).
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Figura 15 - Perfis reolégicos paras 0 DES ChGula (a) e 0 HDES PtGyLa/OcGyLa (b).

Outro aspecto que merece destaque diz respeito ao fato de a alta viscosidade de um

solvente levar a um aumento consideravel da camada limite méassica existente entre as

interfaces envolvidas no processo de transferéncia de massa (extragcdo), o0 que

compromete completamente os fatores de extracdo. Tal problematica ja tem sido

inclusive reportada em alguns trabalhos na area analitica uma vez que as propriedades

dos DESs, e HDESs, tém mostrado interesse, principalmente como agentes de

separacdo [5,41,111,112].

Uma estratégia amplamente utilizada para contornar o inconveniente da elevada

viscosidade tem sido a adicdo de agua ou outros solventes que levem & sua

minimizacdo. Todavia, estudos comprovam que tal abordagem pode apresentar-se como
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comprometedora da rede de ligacdes de hidrogénio, base da formacdo do solvente, uma
vez que novas interacBes podem ser estabelecidas entre os precursores do DES e o
solvente agente da dilui¢do, ficando a recomendacdo de uma adi¢do de no maximo 50%
(massa massat) [10,36,44,110].

Para fins de avaliacdo do perfil reoldgico dos solventes aqui avaliados, o ajuste ao
modelo da lei de poténcia de Ostwald-de-Waele (Tabela 3), onde K (Pa.s) ¢ indice de
constancia do fluido; y é a taxa de cisalhamento (s™) e n é o indice da lei de poténcia
que descreve os escoamento (adimensional). Para valores de n = 1 pode-se classificar o
fluido como newtoniano, para n # 1 tem-se entdo o caso de um fluido pseudo-pléstico (n
< 1) ou dilatante (n > 1). Os resultados obtidos para os ajustes a0 modelo aqui abordado
estdo dispostos na Tabela 3.

Com base nos resultados da Tabela 3, pode-se inferir que todos os solventes
investigados podem ser considerados como newtonianos (n = 1), ou seja, que escoam a
uma viscosidade constante mesmo quando ocorre um aumento na taxa de cisalhamento,
independentemente da adicdo de agua ao sistema nos diferentes teores estudados (0-30
% m m ). Todavia, para o caso do solvente ChCala, foi verificado que a adicdo de
agua na proporcdo de 10 % causou uma modificacdo no seu comportamento reoldgico,
0 qual variou de newtoniano (n = 1,006) para pseudo-platico (n = 0,868).

Com os resultados apresentados pode-se inferir que o sistema, inicialmente
organizado, sofreu uma perturbacdo consideravel em sua estrutura proveniente da rede
de ligacdes de hidrogénio entre os diferentes grupos funcionais existentes nos
precursores (hidroxila e carbonila) ao passo que estes formaram novas intera¢cbes com o
solvente (agua). Esse fato é confirmado pelo fato de que um fluido pertencente a tal
categoria tem a tendéncia de apresentar uma desordem molecular que rapidamente
orienta-se na direcdo de uma taxa de cisalhamento repentinamente aplicada sobre este.
Devido ao menor grau de complexidade de grupos presentes nos solventes binarios,
estes ndo apresentaram tal sensibilidade.

A Tabela 4 apresenta a viscosidade média dos solventes estudados, bem como o
resultado provocado pela adicdo de &gua sobre esta varidvel. Vale salientar que a
diminuicdo visualizada esta de acordo com o esperado devido as razGes que levam ao

surgimento e a desestabilizacdo das interacGes anteriormente citadas.
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Tabela 3 - Coeficientes da Lei de Poténcia de Ostwald de Waele* e respectivos ajustes para os
solventes investigados. Nota: Para os solventes pés-adi¢cdo de &gua, adotou-se a seguinte
representacado: sigla do solvente + percentual massico de dgua adicionada.

Solvent K (Pa.s) n R?
ChGy 0,403 0,979 1
ChGy + 10% 0,198 0,988 1
ChGy + 20% 0,122 0,970 1
ChGy + 30% 0,089 0,966 1
Chu 4,802 0,983 1

ChuU + 10% 4,280 0,979 1
ChU + 20% 0,290 0,940 1
ChU + 30% 0,074 0,993 1
ChLa 1,298 0,971 1
ChLa + 10% 0,157 0,981 1
ChLa +20% 0,158 0,976 1
ChLa + 30% 0,065 0,982 1
ChGuLa 7,952 0,991 1
ChGulLa + 10% 2,138 0,993 1
ChGulLa + 20% 0,370 0,985 1
ChGulLa + 30% 0,185 0,971 1
ChCala 7,209 1,006 1
ChCalLa + 10% 1,558 0,868 1
ChCala + 20% 0,269 0,963 1
ChCala + 30% 0,092 0,966 1
PtGyLa 0,068 1,030 1
OcGyLa 0,201 1,084 1
Agua 0,009 0,955 1

*Lei de Poténcia de Ostwald de Waele: T = K.y".
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Tabela 4 - Viscosidades médias mensuradas paras os DESs e HDESs investigados nas
diferentes condigdes

Solvente Viscosidade (cp)

ChGy (a) 36,72 + 0,49"bcd
ChGy +10% (b) 18,99 + 1,75"acd
ChGy +20% (c) 10,82 + 1,55"abd
ChGy + 30% (d) 8,02 + 2,04"abc

Chu (a) 461,56 + 5,39"bed
ChU + 10% (b) 402,39 + 5,31"acd
ChU +20% (c) 22,72 +2,90%abd

ChU + 30% (d)

6,85 + 1,33"abc

ChLa (a) 114,93 + 3,66"Pcd
ChLa + 10% (b) 14,82 + 2,49"2d
ChLa + 20% (c) 14,52 +1,09"2d
ChLa +30% (d) 6,58 + 2,35%abe

ChGulLa (a) 777,66 + ,65"pcd
ChGuLa + 10% (b) 208,04 + 1,952cd
ChGuLa + 20% (c) 34,70 + 0,82*abd
ChGuLa + 30% (d) 15,95 + 1,41"abc

ChCalLa (a) 728,35 + 8,24*bed
ChCalLa + 10% (b) 91,58 + 17,22*acd
ChCala + 20% (c) 21,87 + 4,29%abd
ChCala + 30% (d) 8,08 + 0,85"abe

PtGyLa 7,35+ 1,42

OcGyLa 29,83 +1,81™

(*) — Diferenca estatistica em relagdo a viscosidade da agua (1,11 + 0,36 cp) (p < 0,05).
(+) — Diferenca estatistica em relagéo ao outro HDES (p < 0,05)
Letras diferentes (a,b,c e d) indicam diferengas estatisticas entre os valores (p < 0,05).
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Ainda dentro do topico em questdo, a Tabela 4 revela que os DESs binarios
(ChGy, ChLa e ChU) apresentaram uma menor viscosidade quando comparados aos
DESs ternarios (ChGuLa e ChCala). Tal resultado se deve provavelmente ao aumento
do namero de sitios capazes de compor ligacdes de hidrogénio dentro da estrutura do
solvente como um todo. Entre os binarios, destaca-se ainda que o ChU (461,56 £ 5,39
cp) e o ChLa (114,93 + 3,66 cp) apresentaram 0s maiores valores dentre o grupo,
respectivamente. Tal resultado pode ser fruto da interagcdo semi-coulumbica que ocorre
devido a polarizagdo indutiva que existe entre o carbono e o oxigénio presentes no
grupo carbonila, o que potencializa possiveis interacdes envolvendo este sitio. Essa
constatacdo é fortemente reforcada quando se verifica que a mesma razdo quimica pode
explicar a maior viscosidade dos DESs ternarios frente aos binarios, pois ndo s no
namero de sitios aumenta como também todos os HBD apresentavam o grupo C=0 em
sua estrutura quimica.

Para os solventes de carater apolar (HDESS), é importante destacar que seus alcoois
precursores se apresentaram instaveis devido a suas altas volatilidades, o que impediu a
afericdo de seu comportamento reoldgico individualmente. A maior estabilidade
apresentada pelos solventes PtGyLa e OcGyLa se deve entdo a formacgéo das interaces
que levam ao surgimento do sistema, 0 que ocasiona uma consideravel reducdo das
pressdes de vapores dos solventes quando se compara as do pentanol e octanol
separados, fazendo com que estes suportem o calor dissipado durante o fornecimento
das diferentes tens@es de cisalhamento impostas aos solventes durante a analise.

O abaixamento da pressao de vapor apresentado pelos sistemas eutéticos é um fator
que valida seu uso em quimica analitica uma vez que solventes muito volateis tendem a
ser dificeis de manejar, além de poderem provocar flutuagdes consideraveis a
concentragcdo das amostras 0 que leve a severos erros sistematicos. Além disso, a
crescente necessidade de automacéo das analises em fluxo faz com que o conhecimento
da reologia dos fluidos se torne um conjunto de informacg@es imprescindiveis inclusive
para avaliacdo do requerimento enérgico atrelado ao bombeamento/escoamento em todo
equipamento.

Por fim, vale ressaltar que a compreensdao dos aspectos hidrodindmicos é
fundamental para estabelecer qualquer metodologia analitica, principalmente quando se
estd usando solventes como os DESs devido as limitagfes aqui registradas. No trabalho

de Dogan et al. (2020) [54] foi relatada uma perda do sinal analitico quando as amostras
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foram analisadas por espectrofotometria UV-Vis apos diluicdo em solventes eutéticos.
A diluicdo dos extratos foi conduzida devido a dificuldade de realizar leituras de
amostras muito viscosas no instrumento. Neste caso, o ideal teria sido realizar uma
prévia avaliacdo reoldgica do solvente para em seguida emprega-lo no preparo de
amostras para evitar dificuldades no momento da analise.

Outra questdo relevante tem sido o uso de DESs como adjuvantes de fase movel em
cromatografia [113-116]. Tal procedimento, a depender da adicéo realizada, pode estar
simplesmente resultando numa solugdo dos precursores do solvente diluidos nos
componentes da fase movel. Estudos mais atuais estdo se concentrando em utilizar
DESs puros, ou pouco aditivados de agua e/ou outros solventes, para que sejam
preservadas suas caracteristicas e aplicacdes [114,116]. Por meio do presente estudo, é
notdrio que tal abordagem deve ser atrelada a um estudo reoldgico e de manutencdo da

estrutura inicial de(os) solvente(s).

3.7.3. Avaliacdo da Tensao Superficial

Outra propriedade fisico-quimica de extrema relevancia no tocante ao uso de um
fluido no desenvolvimento de um método analitico é a sua tensdo superficial, pois é
sabido que fluidos que apresentem elevados valores para este parametro tendem a
apresentar complicac¢Ges quando analisados por métodos espectroanaliticos uma vez que
esta inclui uma etapa de geracdo de aerossois formados de pequenas goticulas do analito
em solucdo, o que ndo ocorre de forma eficiente quando altas tensBes superficies
predominam [7].

O preparo de amostras, fluidas ou solidas, que necessitam de uma etapa de extracéo
também pode ser prejudicado quando solventes com altas tensdes superficiais sdo
utilizados, pois 0 contato com a amostra tende a ser comprometido, levando a baixos
percentuais extrativos. Se esta etapa for assistida por ultrassom, as altas viscosidades
levam a uma diminuicdo da pressdo de formacdo das microbolhas, o que levara a
menores impactos para com a matriz amostral [7]. A Figura 16 (a) e (b) apresentam 0s
valores obtidos para os DESs polares e apolares avaliados no presente estudo,

respectivamente.
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Figura 16 - Comportamento da tenséo superficial em funcdo da adicdo de agua para os DESs
investigados (a), tensdo superficial dos HDESs e seus hidrocarbonetos precursores (b) e pH das
solucbes aquosas dos sistemas eutéticos obtidos. Nota: O simbolo (*) denota que ha diferenca
estitica em relacéo ao relativo alcool precursor.

Como ¢é possivel observar na Figura 16 (a), com exce¢do do DES ChLa, todos o0s
demais apresentaram uma tensdo superficial superior a da agua pura, sendo o limiar
desta constatacéo verificado até a adicio de 10 % (m m™) de agua aos sistemas. Para 0s
DESs ChU e ChGy, valores de tensdo superficial foram superiores mesmo ap6s adi¢ao
de agua de 30 % (m m™). O resultado obtido indica que o carater eletrostatico
pronunciado na interagdo cloreto de colina-ureia, bem como a presenca de trés sitios
doadores de ligacdo de hidrogénio no glicerol, pode ser apontados como a razao de tal
resultado.

Ambos os DESs ternarios apresentaram uma consideravel mitigacdo de suas
tensBes superficiais apos a adicdo de agua 10 % (m m™), o que indica que o efeito da
acdo deste solvente sobre os DESs leva a formagdo de um sistema tensoativo capaz de

reduzir as tensdes do proprio solvente progressivamente adicionado. Esse resultado
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pode ser justificado por uma maior difusividade do acido latico em &gua, o que leva a
um rapido desfazimento da rede de interacGes estabelecida nos sistemas eutéticos.

A Figura 16 (b) evidencia que ambos HDESs, PtGyLa e OcGyLa, apresentaram
uma maior tensdo superficial em relacdo aos seus alcoois precursores. Este resultado se
deve as evidentes interacOes estabelecidas entre as espécies HBDs e HBA. Todavia,
também apresentaram valor inferior quando comparados com a agua e isso pode ser
atrelado ao fraco carater das interagcdes do tipo forgas de London, predominantes em
sistemas apolares.

Uma vez que tensao superficial e viscosidade sdo propriedades fortemente afetadas
pelas interacBes intermoleculares estabelecidas por um sistema, é interessante destacar
que o DES ChCala também apresentou uma variagdo positiva anémala ao adicionar-se
agua no teor de 10 % (m m™), uma vez que um decaimento era esperado. A mesma
justificativa dada para a variacdo no comportamento fluidodindmico reportada na secéo
anterior pode ser aqui adotada para efeitos de compreensao do fenémeno observado.

As constatacdes obtidas para 0 comportamento dos diferentes DESs estudados no
presente trabalho estdo dentro do reportado na literatura para sistemas a composi¢oes
diferentes [117,118]. Adicionalmente, as informagdes também podem servir de norte
para uso de DESs em etapas de preparo de amostra e/ou quantificacdo instrumental

mediante adequados ajustes nesta propriedade de elevada importancia.

3.7.4. Avaliacdo do carater fitotdxico

Desde seu surgimento na literatura, o roétulo de “solventes verdes” foi
deliberadamente empregado para designar os DESs de um modo geral. Todavia, muitos
questionamentos vém sendo levantados acerca do qudo verde estes sd@o de fato
[13,49,119]. As Figura 17 e 18 presentam resultados obtidos para o efeito fitotoxico
dos DESs aqui investigados em relacdo a germinacdo de sementes de alface (Lactuca
sativa). A Figura 19 apresenta o resultado do célculo da concentracdo de solvente

molecular capaz de levar a 50 % de inibicdo do crescimento vegetal (ICxo).
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Figura 17 - Comportamento fitotoxico dos DESs ChGy (a) e ChU (b). Nota: O simbolo (*)
indica diferenca estatistica (p < 0,05) em relacdo ao controle e "N.D" significa "N&o
Determinado” para 0s casos onde nenhum crescimento foi observado.
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Figura 18 - Comportamento fitotoxico dos DESs ChLa (a), ChCaLa (b) e ChGuLa (C). Nota:
O simbolo (*) indica diferenca estatistica (p < 0,05) em relacdo ao controle e "N.D" significa
"Né&o Determinado™ para os casos onde nenhum crescimento foi observado.
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Figura 19 - Valores de 1Cs calculados para os ensaios de fitotoxicidade. Nota: "N.D" significa
"N&o Determinado” para os casos onde nenhum crescimento foi observado.

Como € possivel observar na Figura 17 (a), a inibicdo da porcdo radicular, do
biomodelo aqui investigado, em relagdo ao solvente ChGy, teve inicio a partir de 1000
mg L o que, para o ChU (Figura 17 (b)), se deu de forma contraria pois, até a relatada
concentracdo, um significante crescimento (p < 0,05) foi notado. Estes resultados
demonstram claramente que a composicéo relativa do DES pode potencializar seu efeito
antagonico ao desenvolvimento de células vegetais. A presenca de trés grupos hidroxila
no HBD do ChGy tende a potencializar a interacdo deste para com os constituintes do
envoltorio bioldgico formado pelas células deste biomaterial, 0 que pode levar a uma
maior dissolucdo desta estrutura e consequente inibicdo do seu desenvolvimento. Ja
com relagdo ao ChU, é sabido que seu HBD é amplamente empregado como fertilizante
no setor agricola, o que explica sua tendéncia de promover o crescimento vegetal.
Todavia, em concentrages mais elevadas (acima de 10000 mg L) uma perturbagéo do
proprio equilibrio de germinacdo é notada, devido a uma possivel eutrofizacdo do meio
de cultura vegetal, o que pode justificar o efeito inibitdrio observado a partir desta.

As constatagdes acima citadas estdo em concordancia com os resultados de Wen et
al. (2015) [49], os quais verificaram, através de micrografias eletrdnicas, danos
morfoldgicos a estrutura do tecido vegetal de A. sativum (alho), principalmente para o
solvente eutético obtido a partir de glicerol como HBD. Além disso, assim como
sugerido pelos dados aqui reportados, diferencas significativas podem ser atribuidas ao
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mecanismo de ac¢do dos DESs durante a inibicdo do crescimento vegetal, o que depende
claramente da sua composicéo.

Todos os solventes obtidos a partir do &cido latico (pKa = 3.85) como HBD
apresentaram maior efeito inibitorio (Figuras 18 (a-c)), o que pode ser atrelado ao fato
do referido acido organico apresentar uma consideravel acidez, o que faz com que, ao
ser desfeito o sistema eutético pela adicdo de agua, este induza a formacéo de ions HsO*
em solugdo. Este fator faz com que o ambiente de germinacdo se mostre
pronunciadamente oxidante, levando assim ao comprometimento das células das
sementes alface.

Em especial para o solvente ChGuLa (Figura 18 (c)), o efeito oxidante do acido
latico foi minimizado por este ndo ser o componente majoritario do sistema, sendo esse
papel desempenhado pela glicose (Tabela 2), a qual inclusive pode ter atuado como
fertilizante natural.

Com relagéo a determinacdo da ICso (Figura 19), ndo foi possivel ser realizada para
todos os solventes a base de &cido latico, com relacdo a raiz, o que pode ser atribuido ao
fato desta porgéo estar diretamente em contato com a solucdo oxidante formada e assim
sentir seu efeito antagonico. Para os HDESs, PtGyLa e OcGyLa, uma total inibig&o foi
constatada até mesmo na menor concentracdo avaliada, 0 que denota um maior carater
ecotoxico a estes, sendo esse efeito muito provavelmente oriundo da presenca dos
alcoois de cadeia longa empregados em sua sintese.

Todos os DESs hidrofilicos apresentaram 1Cso acima de 5000 mg L™ para a porgéo
radicular, o que os tornam levemente ecotoxicos a depender de sua concentracdo no
efluente. Os solventes ChGy e ChU apresentaram ICso acima de 80 mg L™ para as raizes
de alface, o que os configura com os menos fitotdxicos dentre os investigados.

Resultados similares aos aqui obtidos foram reportados por Rodosevic et al. (2015)
[13], tendo estes constatados que DESs a base de cloreto de colina apresentaram valores
de 1Cso acima de 5000 mg L* para sementes de T. aestivum (trigo). Segundo 0s mesmos
pesquisadores, dentre os DESs investigados, o de maior efeito fitotoxico foi verificado
para o sistema formado a partir de cloreto de colina e acido oxalico (pKa = 1.25) e isso
se deu devido ao fato de as solugGes aquosas deste apresentarem pH muito baixos para
concentracGes acima de 1000 mg L. Esta constatagdo corrobora com os dados obtidos

na presente pesquisa uma vez que todos os DESs formados a partir de acido latico como
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HBD apresentaram baixos valores de pH para concentracbes na mesma faixa (Figura
16 (c)).

Além do efeito atrelado ao balanco oxi-rodox na interface célula vegetal/ solucéo
aquosa de DES, ao observar-se o efeito da tensdo superficial do sistema DESs-agua
(Figura 16 (a)), é possivel ainda inferir que o efeito tensoativo destes sobre o solvente
universal tende a aumentar a difusividade de espécies em solucdo para a superficie, e
interior, das células que comp&em a estrutura vegetal. Os DESs a base de acido latico
foram os que apresentaram tal comportamento, ao passo que o teor de agua fora
aumentado, o que também pode agregar a compreensao de seu maior efeito fitotoxico.

Os resultados reportados na presente secdo despontam para a questdo do uso
indiscriminado de DESs e/ou HDESs na elaboracdo de metodologias analitica verdes,
pois, a geracdo de grandes efluentes contendo estes solventes tende a levar a um meio

com consideravel efeito ativo ao equilibrio de germinacdo de matrizes vegetais.

3.7.5. Avaliacdo da capacidade bactericida

Outro parédmetro interessante para a compreensdo dos impactos ambientais
advindos do descarte de certos fluidos nos ecossistemas € sua acao frente bactérias, uma
vez que estas habitam os mais diversos biomas naturais. Sendo assim, para efeito de
estudos, foram selecionadas quatro cepas de bactérias, sendo duas gram-negativas
(Escherichia coli e Salmonella e. typhimurium) e as outras gram-positivas (Bacillus sp e
Staphylococcus aureus), todas comuns as mucosas animais e diversas superficies
naturais.

Os dados da Tabela 5 mostram que ambos os DESs ChGy e ChU apresentaram
menor efeito citotoxico as células bacterianas utilizadas como biomodelos uma vez que
apresentaram maiores valores de MIC. Embora ambos os solventes tenham agido de
forma semelhante forma para as células de Staphylococcus aureus e Bacillus sp, com
valores de MIC iguais a 125 e 250 pug mL* respectivamente, uma discrepante diferenca

foi notada em relacéo as células gram-negativas.
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Tabela 5 - Resultados da concentracéo inibitoria minima (MIC) apresentada pelos diferentes
sistemas eutéticos estudos.

Solvente Staphylococcus Bacillussp  Salmonella e. Escherichia
aureus typhimurium coli
ChGy >125 >250 >500 >250
Chu >125 >250 >125 >125
ChLa N.D N.D N.D N.D
ChGuLa >8 >16 >16 >16
ChCalLa N.D N.D N.D >8
PtGyLa >8 >8 >8 >8
OcGyLa N.D N.D N.D N.D

O fato das cepas de Escherichia coli e Salmonella e. typhimurium terem sido mais
resistentes ao efeito bactericida de ambos os solventes é esperado uma vez que estas
apresentam, em suas paredes celulares, uma constituicdo lipoproteica mais complexa.
Todavia, a diferenca notada nas MIC do ChGy (250 e 500 pg mL™, respectivamente)
frente as do ChU (125 pug mL™, para ambas) pode ser atribuido ao fato do glicerol ser
um constituinte presente na prépria estrutura celular de bactérias em geral, sendo assim
mais biocompativel (menos toxicos) a estas.

Todos os DESs obtidos com uso de acido latico como HBD apresentaram elevada
toxicidade as células bacterianas, 0 que pode ser atribuido a uma maior difusdo deste
constituinte para o interior celular e o acarretamento de um deslocamento do equilibrio
acido-base regulador dos metabolismos dos biomodelos. Isso pode ser atribuido ao fato
das células apresentarem inibicdo até mesmo nas menores concentracdes investigadas,
com excecdo da Escherichia coli que a fez no limiar avaliado (>8 pug mL™?) para o
ChCala.

Entre os HDESs avaliados, é notorio que o OcGyLa apresentou mais atividade
bactericida que o PtGyLa uma vez que sua MIC se apresentou em concentracGes abaixo
da faixa aqui investigada. Este resultado pode ser atribuido ao aumento da cadeia alquila
do HBA empregado na obtencdo de ambos 0s solventes uma vez que iSso aumenta o
grau de hidrofobicidade. O pronunciamento da apolaridade do solvente OcGyLa pode
ter levado a uma maior dissolucdo da parede celular das células investigadas uma vez
que esta € basicamente constituida por uma composicéo lipoproteica insoltvel em meios

polares.

67



Willyan Araujo da Costa
(PPgQ/UFPB — Tese de Doutorado)

Embora a diluicdo dos DESs possa ter levado ao desfazimento de sua estrutura
como um todo, em diferentes graus a depender de sua composicédo, o efeito biologico
observado pode ser atribuido a direta interacdo estabelecida entre seus constituintes e o
envoltorio biolégico das células devido a um sinérgico efeito destes em meio aquoso.
Segundo Lapefia et al. (2021) [48], o efeito citotoxico dos DESs por eles investigados
sobre células bacterianas (A. fischeri) pode ser atribuido de fato a um desbalanco na
proporcdo de solvente molecular/nutrientes presentes no meio de cultura, para além da
referida interacao.

Os resultados reportados por Radosevic et al. (2018) [38]corroboram com as
constatacOes aqui apresentadas uma vez que estes concluiram que o aumento de grupos
hidroxilas (-OH) na composi¢do dos DESs leva a um aumento da sua capacidade
bactericida, quando esta tem maior carater ionizavel. Este fato leva a uma diminuicao
do pH do meio de cultura e consequente oxidacao dos sistemas vivos nele presentes, 0
que estd de acordo com o pronunciado efeito dos solventes a base de acido latico
(Tabela 3).

Dados reportados no trabalho de Silva et al. (2019) [112] evidenciam o fenGmeno
observado entre os solventes OcGyLa e PtGyLa pois estes também concluiram que o
aumento da hidrofobicidade, de DESs a base de &cidos graxos, leva ndo s6 a uma
dissolugdo da parede celular microbiana como também aumenta a difusividade dos

constituintes exteriores a esta.

Considerac0es Finais

Os resultados apresentados neste capitulo contribuem significativamente para a
compreensdo acerca do uso dos DESs e HDESs como agentes extratores para 0 preparo
de amostras dentro de uma perspectiva de uma quimica analitica verde. A
caracterizacdo estrutural aqui reportada corrobora o comportamento reoldgico
verificado nos sistemas aqui estudados, os quais contribuem para elucidacdo do
comportamento fluidodindmico de cada um deles, uma vez que este é uma repercussao
das interagdes entre 0s grupos funcionais presentes em seus precursores.

Com respeito a ecotoxicidade, por meio dos resultados deste estudo é claramente
demonstrado que ha uma vantagem no uso desta classe de solventes moleculares em
relacdo aos tradicionais solventes organicos, 0s quais sdo amplamente reconhecidos

como poluidores e perigosos. No entanto, o uso indiscriminado de DESs e HDESs pode
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levar também a consideraveis danos ambientais. Por isso, recomenda-se que estes
solventes sejam usados em microescala para evitar-se a formacdo de grandes volumes
de efluentes. Desta forma, os solventes aqui estudados se configuram como uma
possibilidade para a implementacdo de uma quimica analitica verde por meio de novos

métodos que possam substituir os ja estabelecidos.
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Capitulo 4 — Uso de Solventes Eutéticos Profundos (DESs) Ternarios na
Extracdo de Compostos Fendlicos em Amostras de Residuos
de Abacaxi (Ananas comosus)

O presente capitulo apresenta os resultados obtidos para a avaliacdo realizada sobre o
uso de solventes eutéticos profundos (DESs), sobretudo os ternarios, como agentes
extratores de compostos fendlicos presentes em amostras de residuos de abacaxi através
de um processo de extracdo solido-liquido assistido por vortex para quantificacdo
através da espectrofotometria UV-Vis. Os dados dos ensaios preliminares apontaram
que, dentre os sistemas avaliados, 0 DES ChGuLa apresentou um melhor desemprenho
extrativo em termos de fendlicos totais (109,30 + 9,06 MgEAG g tamostra), Sendo este
resultado corroborado pelas caracterizacfes das amostras sélidas, antes e apos cada
extracao, por meio da quantificacdo de seus teores de lignina e suas caracteriza¢des por
espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e
microscopia de varredura eletronica (MEV). Por fim, uma otimizacdo do método
extrativo foi realizada por meio de um delineamento composto central (DCC), onde as
principais varidveis de processo (adicdo de agua ao DES, tempo de extracdo,
temperatura e massa de amostra) foram investigadas, sendo a melhor condicgéo (226,37
30 + 9,50 mMgEAG g amostra), dentre as realizadas, aquela conduzida a 35% de adigdo de
agua, 3 mL de solvente, 65 °C, 0,15 g de amostra e durante 90 min. O resultado obtido
na condicdo otimizada foi superior inclusive ao uso de uma tradicional solucdo
hidroetanélica a 70% v v (190,53 + 9,37 mMgEAG g amostra).-

Palavras-chaves: composto fendlicos, bioanalitos, bioquimica analitica, extracfes
verdes e delineamento composto central.

4. Materiais e Métodos

4.1. Coleta e pré-processamento das amostras de residuo de abacaxi

A amostra de residuo de abacaxi (casca e coroa) foi coletada no dia 18 de maio de
2023 na industria de polpa de frutas Intrafrut, a qual se encontra localizada no Distrito
Industrial da cidade de Jodo Pessoa — PB. O material coletado foi seco em estufa de
circulacdo (Splabor — SP-102) a 60 °C por 4 dias, até massa constante. Em seguida, a
amostra foi moida em moinho de facas e homogeneizada por peneiramento, sendo

coletada a fracdo com diametro de particula inferior a 25 mesh (0,707 mm).
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4.2. Caracterizacao fisico-quimica da amostra laboratorial

4.2.1. Determinacdo do potencial hidrogeniénico (pH) e do teor de sélidos
solaveis

A determinacdo do pH e do teor de sélidos solGveis da amostra de residuo de
abacaxi foi realizada por meio da medicdo direta de um lixiviado obtido utilizando-se
uma razao massa de amostra/agua de 1:10 (m v!) a 25 °C, 1 atm e sem realizacio de
agitacdo mecanica, conforme estabelecido pelo protocolo do Instituto Adolf Lutz (2008)
[120]. Para medicdo do pH utilizou-se um pHmetro da marca MS TECPON modelo
LUCA 2010, para o caso dos solidos soltveis utilizou-se um refratbmetro da marca
Smart, modelo 1-Atago-n°® 3150. Todas as anélises foram realizas em triplicata.

4.2.2. Determinacédo do teor de acUcares redutores totais livres

A determinacdo do teor de acUcares redutores totais livres (ARTL) na matriz
amostral foi realizada por meio da quantificacdo dos ARTL presentes no extrato obtido
no item 4.2.1. Para tal, 0,5 mL do extrato aquoso foi misturado com 0,5 mL de uma
solucdo de &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) em tubos de vidro de 10 mL. Em seguida, o
sistema reacional foi aquecido a 100 °C, em banho térmico (SOLAB — SL 152) por 10
minutos. Por fim, o sistema foi diluido pela adicdo de 4 mL de &gua destilada e sua
absorbancia foi entdo mensurada em espectrofotometro (QUIMIS — U2M) a 540 nm. A
conversdo das absorbancias medidas em concentracdo (mg mL™?) foi feita com auxilio
da curva analitica previamente construida utilizando-se glicose (Sigma Aldrich, pureza
> 99%) a uma faixa, de concentracdo de 0,1 a 1 mg mL™, como padrdo, conforme
estabelecido pelo protocolo da EMBRAPA (2013) [121]. Todas as andlises foram
realizadas em triplicata. Para elaboracdo dos brancos analiticos, realizou-se 0 mesmo

procedimento utilizando agua deionizada em lugar das solu¢cfes de padrdo ou amostras.

4.3. Preparo dos solventes eutéeticos profundos (DESSs)

Com base nos resultados obtidos no capitulo 3 foram selecionados os seguintes
DESs para o presente estudo: ChLa, ChGuLa e ChCalLa. Os trés agentes extratores

foram preparados conforme reportado na secéo 3.2 do capitulo anterior.
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4.4. Ensaios preliminares da extracao solido-liquido assistido por vortex

Para investigar, de forma preliminar, a capacidade extratora dos sistemas eutéticos
selecionados, foi selecionada uma condigdo padrdo onde 3 mL de cada DES (adicionado
de 10% de 4gua m m*) foram adicionados a um tubo conico plastico contendo 0,3 g de
amostra (razdo amostra-solvente de 1:10 m v?!). Em seguida, os sistemas foram
colocados em banho térmico (SOLAB — SL 152) a 60 °C por 1 h, sendo realizadas
periddicas agitacGes em voértex a cada 10 min. Como comparativo, um anélogo sistema
foi elaborado utilizando-se como agente extrator uma solugdo de etanol 70 % (v v'1),
uma vez que esta € uma solucdo comumente empregada para esta finalidade [122]. Ao
final das extragdes, os tubos foram centrifugados (Excelsa 11 — 206 BL) por 10 min a
2500 rpm (Fg = 1090 g) para promover a separacgao entre as fases solidas (amostras pos-
extracdo) e fluidas (extratos). Todos os ensaios extrativos foram realizados em
quintuplicata para que houvesse material suficiente para as caracterizacdes

subsequentes.

4.5. Quantificacdo do teor de fendlicos totais nos extratos obtidos

A quantificagdo do teor de fendlicos totais nos extratos obtidos foi realizada de
acordo com o protocolo em microplacas, para 0 método do Folin-Ciocalteu, proposto
por Pires et al. (2017) [123]. Para tal, solugbes de 1 mg de amostra por mL de agua
deionizada foram preparadas. Em ambiente escuro, 500 pL do reagente Folin-Ciocalteu
a 10% (v v?') foram adicionados a microtubos, seguidos da adicdo de 120 pL das
amostras e de 400 pL de solugdo de CaCOs a 10 % (m v'1). Passados 120 min de reagéo,
200 pL dos meios reacionais foram transferidos para microplacas, sendo entdo as
leituras realizadas em um espectrofotometro de placas (BIOTEK — H1M), observando o
sinal analitico a 765 nm. Para construcdo dos brancos analiticos, 0 mesmo sistema fora
montado substituindo-se a adicdo do reagente pela de &gua deionizada. Todas as
quantificacOes foram realizadas em triplicata.

4.6. Caracterizacao estrutural das amostras de residuo de abacaxi antes e apds

as extracoes preliminares

As amostras de residuo de abacaxi foram caracterizadas quanto ao seu teor de
lignina e estrutura fisico-quimica, antes e apds o0s ensaios preliminares de extracdo, a

saber:
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4.6.1. Determinacéo do teor de lignina Klason

O teor de lignina presente nas amostras, antes e apds o0s ensaios de extracdo sélido-
liquido, foi determinado pelo método padrdo desenvolvido pelo National Renewable
Energy Laboratory (NREL) [124]. O qual consiste na dissolucéo &cida de cerca de 0,3 g
das amostras em 3 mL solugdo de H2SO4 (72% v v't), ambos foram colocados em um
Erlenmeyer de 125 mL e em banho térmico a 30 °C por 1 h. Em seguida, 82 mL de agua
deionizada foram adicionados ao sistema e a amostra permaneceu por mais 1h em
autoclave a 120 °C, sendo entéo finalizado pela filtragdo da lignina insoltvel no meio
acido. Por fim, o solido obtido € seco em estufa de circulacdo a 105 °C por 24h. O teor
de lignina é entdo quantificado conforme a Equacdo 1. Todas as quantificacbes foram

realizadas em triplicata.

massa de lignina filtrada (g)

Teor de Lignina (%) = x 100% (Equagao 1).

massa inicial de amostra (g)

4.6.2. Caracterizacdo estrutural das amostras por espectroscopia na regiao
do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizacdo estrutural das amostras do residuo aqui estudado foi também
realizada por meio da obtengdo de espectros, das fragbes solidas antes e apds as
extracdes, por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com
reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) em um equipamento SHIMADZU -
IRPrestige21. Os espectros foram obtidos na faixa de 4000 a 600 cm™, com uma

resolugdo de 4 cm™ e 4 varreduras.

4.6.3. Caracterizagdo por microscopia de varredura eletrénica (MEV)

As imagens de microscopia de varredura foram adquiridas utilizando um
microscépio com fonte de emissdao por campo (FEG) (TESCAN — MIRA3 LMH),
operado a uma aceleracdo de 20 kV e equipado com detector de energia dispersiva de
raios-X e um detector de elétrons difratados (EBSD) (Oxford, ULTIM MAX 65).

4.7. Otimizacdo estatistica da extracédo de compostos fenolicos presentes nas
amostras de residuo de abacaxi
Apo6s a selecdo do melhor agente extrator dentre os DESs investigados nas
extracdes preliminares, uma otimizacdo do método de extracdo solido-liquido assistido

por vortex foi conduzida por meio da utilizacdo de um delineamento composto central
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(DCC), atraves do qual as variaveis independentes investigadas foram a massa de

amostra (g), o tempo de extracdo (min), a adicio de agua ao solvente eutético (% m m™?)

e a temperatura de extragdo (°C). A variavel resposta foi o rendimento da extracdo

(MYEAG gamostra}). Para todos os ensaios, 0 volume de solvente foi fixado em 3 mL. A

Tabela 6 apresenta os ensaios realizados e o0s niveis das variaveis independentes que

foram investigadas.

Tabela 6 - Matriz de experimentos do Delineamento Composto Central (DCC) realizado.

Ensaio Adicéo de H,O Massa de Amostra tempo Temperatura

(A, %) (M, 9) (t, min) (T, °C)
1 20 (-1) 0,30 (-1) 60 (-1) 50 (-1)
2 20 (-1) 0,30 (-1) 60 (-1) 80 (+1)
3 20 (-1) 0,30 (-1) 120 (+1) 50 (-1)
4 20 (-1) 0,30 (-1) 120 (+1) 80 (+1)
5 20 (-1) 0,60 (+1) 60 (-1) 50 (-1)
6 20 (-1) 0,60 (+1) 60 (-1) 80 (+1)
7 20 (-1) 0,60 (+1) 120 (+1) 50 (-1)
8 20 (-1) 0,60 (+1) 120 (+1) 80 (+1)
9 50 (+1) 0,30 (-1) 60 (-1) 50 (-1)
10 50 (+1) 0,30 (-1) 60 (-1) 80 (+1)
11 50 (+1) 0,30 (-1) 120 (+1) 50 (-1)
12 50 (+1) 0,30 (-1) 120 (+1) 80 (+1)
13 50 (+1) 0,60 (+1) 60 (-1) 50 (-1)
14 50 (+1) 0,60 (+1) 60 (-1) 80(+1)
15 50 (+1) 0,60 (+1) 120 (+1) 50 (-1)
16 50 (+1) 0,60 (+1) 120 (+1) 80 (+1)
17 5 (-2) 0,45 (0) 90 (0) 65 (0)
18 65 (+2) 0,45 (0) 90 (0) 65 (0)
19 35(0) 0,15 (-2) 90 (0) 65 (0)
20 35(0) 0,75 (+2) 90 (0) 65 (0)
21 35(0) 0,45 (0) 30 (-2) 65 (0)
22 35 (0) 0,45 (0) 150 (+2) 65 (0)
23 35(0) 0,45 (0) 90 (0) 35 (-2)
24 35 (0) 0,45 (0) 90 (0) 95 (+2)
25 35(0) 0,45 (0) 90 (0) 65 (0)
26 35 (0) 0,45 (0) 90 (0) 65 (0)
27 35 (0) 0,45 (0) 90 (0) 65 (0)

4.8. Analise estatistica dos Dados

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada atraves do Teste de Tukey com

95% de confianga. Esta avaliacdo se deu com o auxilio do software Excel da

Microsoft®. Para o delineamento composto central, a analise dos resultados se deu com

auxilio do software Statistica® (versdo 10), também a um nivel de confianca de 95%.
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A Figura 20 ilustra as principais etapas realizadas para o desenvolvimento do

método de extracdo aqui investigado.

Extracio sélido-liquido
assistida por vértex

Pré-processamento e
homogeneizacio da amostra

Coleta da amostra

Ensaios preliminares de
extracio e quantificacio

melhor DES

Analise estatistica
dos resultados

Anailise estatistica dos
resultados preliminares

Figura 20 - Principais etapas realizadas na elaboracdo do método de extracéo solido-liquido e
quantificacdo de compostos fenolicos presentes no residuo de abacaxi. Fonte: Autor.

4.9. Resultados e Discussao
4.9.1. Caracterizacdo preliminar da amostra de residuo de abacaxi

A analise preliminar da amostra do residuo (ap6s sua secagem, moagem e
peneiramento) mostrou que o material possui uma elevada capacidade acidificante ja
que seu extrato lixiviado, a partir de uma solucéo 1:10 (m v1), apresentou um valor de
pH de 3,32 £ 0,02. Como demonstrado no capitulo anterior, meios aquosos com altas
concentracBes de ions HsO" (baixos valores de pH) tendem a inibir a germinacao de
vegetais, além de comprometer a proliferacdo da microbiota nativa fundamental ao
equilibrio de certos biomas. A mitigacdo do potencial hidrogeniénico do meio aquoso
pode ser atribuida a lixiviacdo de &cidos organicos, como acido citrico e alguns
fenolicos livres, presentes na superficie do material.

Com relacdo a determinacdo do teor de acUcares redutores totais livres (ARTL), a
quantificacdo foi realizada através da curva analitica previamente construida. Deste
modo, verificou-se que o material apresentou um valor de 200,26 + 11,89 mg g amostra.
Estes resultados caracterizam esse material lignocelulésico como potencialmente

poluidor, uma vez que, o alto teor de carboidratos remanescentes no material, mesmo
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apos seu completo processamento industrial, indica ndo s6 uma falha no processamento
industrial da matéria prima originaria, como tambem representa um outro agravante do
ponto de vista ambiental, uma vez que muito oxigénio é demandado para decompor
todo este conteddo organico, o que eleva o0s possiveis impactos ambientais advindos do
descarte inadequado desta biomassa.

E importante salientar que, na indistria onde a coleta da amostra foi feita, ndo ha
um procedimento operacional para o descarte ou aproveitamento deste coproduto, sendo
entdo compreendido como um residuo que possui como Unico destino, o aterro
sanitario. Desta forma, investigar métodos de extracdo e quantificacdo de bioativos
presentes nestes materiais configura-se como uma forma de ndo s6 prover um novo

destino, mas também de agregar valor a sua propria cadeia produtiva.

4.9.2. Extrag0es e quantificagdes preliminares

A Figura 21 apresenta os resultados das extracdes preliminares realizadas. Como é
possivel observar, os DESs apresentaram uma capacidade extratora estatisticamente

diferente da apresentada pela classica mistura aquosa etanol-agua (p < 0,05).
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Figura 21 - Resultados da quantificacdo do teor de fendlicos totais presentes nos extratos
obtidos nas condi¢cdes preliminares. Nota: Diferentes letras (a,b,c e d) indicam diferentes

valores (p < 0,05).
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Dentre os DESs investigados, 0 melhor desempenho na extracdo dos bioanalitos
alvos foi apresentado pelo ChGuLa, adicionado de 10% de agua (m m™), sendo obtido
um extrato que apresentou um teor de compostos fenolicos de 10,93 + 0,91 mgEAG
ML 2extrato (109,30 + 9,06 MYEAG glamostra)-

O resultado acima reportado é cerca de 40% inferior ao obtido quanto a mistura
EtOH (70% v v!) foi empregada, haja vista que o teor de polifendis encontrado no
extrato obtido foi equivalente a 19,05 + 0,94 MgEAG mL Lextrato (190,53 + 9,37 mgEAG
glamostra). Sendo o menor resultado, 6,90 + 0,94 MgEAG mL Yextrae (69,03 + 9,42
MYEAG gamostra), aquele obtido quando o solvente ChCala, adicionado de 10 % de
H,0 (m m™), foi empregado.

O melhor desempenho extrativo da solugdo hidroetandlica, frente aos demais
solventes investigados, pode ser atribuido ao fato de o etanol, mesmo em sua forma
pura, apresentar uma baixa viscosidade (1,17 cP, a 25 °C e 1 atm). Todos os DESs
empregados como solventes nos ensaios preliminares, mesmo apds a dicdo de 10% em
massa de agua, apresentam um valor de viscosidade superior, sendo estes: ChLa (14,82
+ 3,66 cP); ChGuLa (208,04 + 1,95 cP) e ChCalLa (91,58 = 17,22 cP), conforme
reportado no capitulo anterior.

A constatacdo acima colocada tem respaldo no fato de altas viscosidades levarem
ao espessamento da camada limite de transferéncia de matéria entre a fase solida
(amostra) e a fase fluida (solvente), o que promove uma diminui¢cdo da difusividade do
analito [125-129].

Do ponto de vista prético, foi possivel notar a melhor formacéo de vortex quando o
EtOH foi utilizado do que para qualquer um dos DESs, o que implica em uma melhor
homogeneizacdo do sistema solido-liquido bem como um melhor contato entre as fases.
Além disso, o efeito da viscosidade sobre a capacidade extratora de DESs ja é algo
plenamente estabelecido na literatura, o que valida as observag6es aqui pontuadas.

A melhor capacidade extratora apresentada pelo solvente ChGulLa pode ser
justificada pelo fato deste apresentar, na estrutura de seus HBD precursores (glicose e
acido latico), um maior nimero de sitios formadores de ligagdes de hidrogénio, o que
aumenta sua capacidade de estabelecimento interacbes com os grupos funcionais
polares presentes nos analitos de interesse [83].

Embora o outro DESs ternario, ChCala, também tenha um ndmero de sitios de

interacdo superior ao ChLa, por exemplo, a presenca combinada de dois &acidos
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organicos (&cido citrico (pKaz = 3,14) e acido latico (pKa = 3,86)) pode ter contribuido
para seu resultado numericamente inferior.

A Ultima constatacdo acima feita estd de acordo com o reportado por Mokrani e
Madani (2016) [130], os quais, ao investigarem a extracdo de compostos fenolicos a
partir de amostras de pera (Prunus persica L.), concluiram que a maior concentracdo
dos bioativos recuperados (336 mgEAG 100g™?) foi alcancada na auséncia do uso de
acido cloridrico (HCI) como agente acidificante do solvente extrator, acetona.

Conforme explicam os autores acima citados, embora o0 aumento na acidificagcdo do
meio promova um certo melhoramento na extracdo dos compostos fendlicos, sobretudo
devido ao mecanismo hidrolitico que os libera da macroestrutura polimérica onde
encontram-se covalentemente ligados, um excesso pode ser suficiente para promover a
hidrélise parcial ou até a completa degradacdo de algumas classes destes compostos,
como a das antocianinas, por exemplo.

Ao estudar a extracdo de compostos fendlicos a partir de amostras do coproduto
oriundo do processamento do abacaxi, tal qual a amostra estudada na presente tese,
Zampar et al. (2022) [131] concluiram que a melhor condicdo de extragdo, expressa em
termos da concentragdo de compostos fendlicos totais (405,06 mgEAG 100g™) foi
obtida utilizando-se uma mistura binaria de etanol (0,5) e solucéo acida (0,5) de HCI (1
mol L) e um método, assistido por ultrassom, conduzido a 60 °C, 50 W de poténcia
ultrassdnica durante 30 min. Os autores ainda destacaram que este resultado foi mais
satisfatorio do que quando uma concentragdo superior de acido (2 mol L?) foi
empregada, o que pode ser explicado atraves da mesma justificativa pontuada no
paragrafo anterior.

Aliada a quantificacdo dos analitos presentes nos extratos obtidos (fase liquida), a
caracterizagdo da matriz amostral (fase solida) também foi realizada, sendo os dados

reportados na se¢édo a seguir.

4.9.3. Caracterizacdo das amostras solidas antes e ap0s as extracoes
preliminares.

Como forma de compreender ainda mais como cada agente extrator desempenhou
seu papel na extracdo dos compostos fendlicos presentes na matriz amostral de estudo,
realizou-se a caracterizagcdo desta antes e depois de ser submetida a cada uma das
condig0es extrativas apresentadas na sec¢ao anterior.
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A primeira avaliacdo realizada se deu por meio da determinacdo do percentual de
lignina presente em cada fracdo sélida, uma vez que a maior parte dos compostos
fendlicos se encontram covalentemente ligados uns aos outros formando este
biopolimero estrutural.

Os dados para a quantificacdo dos teores de lignina (Figura 22) mostram que o
material antes de qualquer tratamento (amostra ndo tratada) apresentava um teor de
lignina equivalente a 9,39 + 0,52% da massa total da amostra. Apos a extragdo com a
solugdo de etanol a 70% v v (EtOH), o material apresentou um percentual para o
biopolimero em questdo de cerca de 5,57 + 0,38%, o0 que equivaleu a uma remocédo de

cerca de 40,65 * 4,06% em relacdo ao conteudo presente na matriz pré-extracao.
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Figura 22 - Resultados da quantificacdo do teor e da remocdo de lignina nas amostras de
residuo de abacaxi antes e ap0s os ensaios preliminares de extracdo. Nota: Diferentes letras
(a,b,c,d e e) indicam diferentes valores (p < 0,05).

A capacidade de remocdo e fragmentacdo de solucdes hidroetandlicas ja é
conhecida e bem fundamentada na literatura. Em seu estudo, por exemplo, Ji et al.
(2021) [132] mostram que o uso combinado de um meétodo, assistido por ultrassom, de
deslignificacdo utilizando uma solucdo de etanol e agua, e um DES &cido a base de
cloreto de colina, glicerol e FeClz.6H20O, foi capaz de promover uma remogdo do
biopolimero alvo equivalente a 83,39%, a partir de amostras de bagago de cana-de-

acucar.

80



Willyan Araujo da Costa
(PPgQ/UFPB — Tese de Doutorado)

Outro estudo que corrobora com a premissa aqui reportada foi o realizado por
Parchami, Agnihotri e Taherzadeh (2022) [133], no qual, os autores reportaram que foi
obtida uma fragdo de lignina de alto grau de pureza (95%), a partir de amostras de graos
residuais da industria cervejeira, foi alcancada ao utilizar-se uma solucgdo etanol-a4gua a
50% v v1, sendo 0 método extrativo conduzido a 180 °C durante 120 min.

Todavia, embora a remocéo de lignina promovida pela solu¢cdo EtOH tenha sido
bastante consideravel, esta ndo foi estatisticamente superior (p < 0,05) a nenhuma das
remocdes promovidas pela acdo extrativa dos trés DESs investigados na presente
pesquisa.

A excelente capacidade de dissolucao de lignina apresentada pelos DESs, sobretudo
os de carater &cido, j& é uma notoria realidade conhecida na literatura especializada. Um
exemplo disso pode ser encontrado no trabalho apresentado por Guo et al. (2022) [134],
onde um processo extrativo de biorrefino de amostras de bambu foi desenvolvido em
condi¢des ndo extremas (120 °C durante 2 h) por meio do uso de uma nova classe de
DESs a base de cloreto e brometo de tetrametilamdnio e &cido latico, tendo os ensaios
conduzidos por estes apresentado uma excelente faixa de deslignificagdo (71,24-
86,57%).

O estudo conduzido por Tan, Ngoh e Chua (2019) [135], por sua vez, reforcam a
dependéncia da capacidade extratora dos DESs para com a natureza quimica dos
precursores empregados, sobretudo como HBDs. Em sua avaliagéo realizada por meio
da avaliacdo da capacidade deslignificante de varios sistemas eutéticos obtidos a partir
de varios acidos carboxilicos como HBDs, estes mostraram que quanto maior o nimero
de grupos hidroxila (-OH) presentes nestes, bem como a presenca de menores cadeias
alquilas, levam a uma maior agdo extrativa, destacando que os DESs a base de cloreto
de colina e &cido latico (1:15 mol mol™?) e cloreto de colina e acido formico (1:2 mol
mol™?) apresentaram uma remogéo superior a 60%, sendo a reatividade da lignina obtida
muito similar a de origem comercial.

No entanto, é importante salientar que a acdo dos solventes eutéticos profundos
binérios é limitada, sobretudo por questdes aqui ja reportadas, tais como o nimero de
grupos funcionais disponiveis para interacdo direta com os analitos alvos da extracéo.
Neste contexto, uma alternativa, que vem crescendo nos Gltimos anos, é o uso dos

sistemas eutéticos ternarios.
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Uma ilustracdo do que foi acima dito pode ser feita por meio dos resultados
reportados por Oh et al. (2020) [135], onde mais de vinte sistemas eutéticos foram
avaliados quanto a sua capacidade de atuacdo como agentes extratores de lignina a
partir de amostra de p6é de pinho. No referido estudo, entre os sistemas binarios e
ternarios investigados, o que apresentou melhor resposta extrativa foi o DES a base de
cloreto de colina, acido latico e acido formico (razdo molar de 1:1:1), sendo esta
constatacdo atribuida ao aumento da polaridade e da acidez devidos as propriedades
individuais dos HBDs.

A discussdo acima destacada esta em total acordo com os dados obtidos no presente
estudo uma vez que, o solvente ChLa, por exemplo, reduziu o teor de lignina do
material em 69,76 * 3,63% (teor final equivalente a 2,84 + 0,34%), sendo
estatisticamente equivalente (p > 0,05) a reducdo promovida pelo ChGuLa, a qual foi
equivalente a 64,79 = 4,21% (teor final equivalente a 3,31 + 0,40%). No entanto, a
maior remocdo de lignina (95,81 £ 4,05%) foi promovida pelo solvente ChCalLa, uma
vez que, apos a extracdo realizada, a matriz amostral apresentou um teor de lignina
equivalente a 0,39 + 0,38% (p < 0,05).

Os dados acima apresentados, em conjunto com o0s da sec¢do 4.5.1 apontam entéo
para um empasse que finda no objetivo do processo extrativo que venha a ser
desenvolvido. Como é possivel notar, a maior presenca de HBDs de carater acido,
potencializa a remocdo da lignina como um todo, no entanto, compromete a integridade
dos compostos fendlicos liberados durante a extragdo. Como o foco do presente estudo
é centrado na extracdo e quantificacdo dos mondmeros bioativos, e ndo na extragdo do
biopolimero, o melhor solvente dentre os avaliados é o ChGuLa, ja que houve uma
maior preservacdo da integridade dos compostos fendlicos extraidos (Figura 21).

A avaliacdo das modificagOes estruturais ocasionadas pelas extragdes realizadas nos
ensaios preliminares foi observada através dos espectros de infravermelho FTIR
[136,137].

Como ¢ possivel observar nos espectros reportados na Figura 23 uma banda muito
acentuada é observada nos espectros na regido espectral em torno de 3400-3200 cm?, a
qual é associada ao estiramento do grupo hidroxila (-OH) participante das ligacdes intra
e intermoleculares presentes na estruturacdo das amostras lignocelulésicas. A mitigacédo
do sinal nesta regido, observada entre a amostra nédo tratada e amostra tratada com o

solvente EtOH pode ser atribuida a remocdo de constituintes lignoceluldsicos
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promovida pela acédo deste. No entanto, para o caso das amostras tratadas com os DESs
apresentaram um aumento nesta banda especifica, o que pode ser explicado por uma
possivel fragmentacdo dos polimeros estruturais, deixando assim seus grupos -OH mais
livres para vibrarem mediante a interagdo com a radiacdo eletromagnética na regido do
infravermelho.

A menor intensidade de banda, ainda na presente regido, para a amostra tratada pelo
solvente ChGuLa pode ser atribuida a sua menor acao hidrolitica e degenerativa, frente

ao ChLa e ChGula, o que provavelmente levou a uma menor exposi¢do dos fragmentos
dos polimeros estruturais.

Transmitancia (u.a.)

Nio Tratada (:"llﬂ
e EtOH = ChGulLa

we ChCalLa
T T T

f J T T v T v T v v T T v T
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Figura 23 - Caracterizacdo estrutural das amostras de residuo do abacaxi por FTIR.

A capacidade hidrolitica estd diretamente atrelada ao carater acido do solvente
eutético, como ja foi aqui anteriormente discutido. No entanto, é importante salientar
que o DES ChGuLa (razdo molar 5:2:1), embora apresente acido latico como um dos
seus precursores, tem como HDB majoritario a glicose, 0 que o torna menos agressivo
em relacdo aos demais.

As discretas bandas observadas entre 3000-2800 cm™ podem ser atribuidas a
grupos metilénicos alifaticos ligados as cadeias polissacarideas (celulose e
hemicelulose) da estrutura das amostras. Ja as bandas observadas em cerca de 1600 cm™
podem ser atribuidas ao estiramento de grupos C=C, C=0 e/ou C-O-C associadoss a

estrutura da lignina presente em cada material.
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Por fim, as bandas observadas entre cerca de 1800-1600 cm™ podem ser
relacionadas com o estiramento vibracional de grupos C=0 pertencentes a acidos
carboxilicos. Este ultimo grupo, por sua vez, pode estar presentes em acidos organicos
oriundos da propria composi¢do da matriz amostral ou podem ter sido intensificados, no
caso das amostras tratadas com os DESs, devido a residuos dos solventes extratores que
permaneceram mesmo apos a separacdo da fase liquida e lavagem da fracdo solida ao
término da extragao.

A Ultima constatacdo acima destacada pode ser confirmada ao notar-se que 0s
espectros das amostras oriundas das extracGes realizadas com os solventes ChLa e
ChCala apresentaram uma banda muito mais acentuada na regido associada ao grupo
carboxilico do que aquela visualizada no espectro da amostra tratada com o ChGuLa.
Como os primeiros solventes mencionados apresentam uma maior propor¢do de acidos
carboxilicos em suas estruturas, espera-se que estes também deixem mais residuos desta
natureza.

Por fim, a Gltima caracterizacdo da estrutura das amostras alvos deste presente
estudo foi a analise da morfologia da sua superficie por meio da técnica de microscopia

de varredura eletronica (MEV), cujos resultados estdo mostrados na Figura 24.

Figura 24 - Micrografias de varredura eletronica para as amostras nao tratadas (A) e apds as
extracbes com EtOH (B), ChGuLa (C) e ChLa (D). Nota: Os indices 1,2 e 3 denotam as
amplificacbes de 2500x, 1000x e 5130x, respectivamente.
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Como ¢é possivel de observar nas micrografias da amostra ndo tratada (Figura 24
(A)), o material apresenta uma superficie bastante irregular e com um leve grau de
porosidade, o que pode ser atribuido as diferentes caracteristicas conferidas pelos
polimeros amorfos (hemicelulose e lignina) e cristalinos (celulose) que o compdem
majoritariamente. Esses resultados estdo de acordo com os encontrados como também
por Guancha-Chalapud, Serna-Cock e Tirado (2022) [138] para amostras solidas
analogas as aqui investigadas.

Apos o tratamento com a solugdo hidroetanolica (EtOH) é observado um aumento
na porosidade da superficie da amostra (Figura 24 (B)), resultado sobretudo da
remocdo das fracbes de ligninas que foram acessadas pelo solvente. Ao passo que 0
processo extrativo com o DES ChGulLa (Figura 24 (C)), um aumento na rugosidade do
material também foi notoério, o que pode ser atribuido ao maior grau de deslignficacao
apresentado por este frente ao observado quando o solvente EtOH foi empregado.

Por fim, 0 método extrativo conduzido com o DES ChLa (Figura 24 (D)) levou a
formacdo de uma superficie mais amorfa e rugosa, sobretudo menos estruturada que as
demais apresentadas. Tao desorganizacdo pode ser explica pela ja aqui discutida
capacidade fragmentadora do &cido latico, o qual rompe boa parte das ligacdes
covalentes que mantém as unidades estruturantes da matriz amostral unidas. Para o caso
da extracéo realizada por meio do solvente ChCalLa, o seu alto poder de deslignificacao
(Figura 22) levou a remocdo total do polimero responsavel pela firmeza de qualquer
biomassa, a lignina, o que fez com que sua analise pela técnica de microscopia de
varredura eletronica fosse invidvel devido & ndo sustentacdo da amostra no suporte
empregado para introduzi-la no equipamento.

Todas as modificagcdes observadas sdo resultadas da acdo individual de cada
solventes sobre a superficie da matriz, tdo como foi aqui discutido, sendo essa uma
constatacdo reportada em varios trabalhos que investigaram diferentes processos de
beneficiamento de biomassas lignocelulosicas [136-139].

Baseando-se nos resultados reortados na presente secdo, selecionou-se entdo o
solvente ChGuLa como agente extrator alvo do estudo de otimizagdo apresentado na

Secdo a seguir.
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4.9.4. Estudo da otimizacdo da extracdo, seguida da quantificacéo, dos
compostos fenolicos presentes na matriz amostral utilizando-se o
DES ternario ChGulLa como agente extrator

Apos a selecdo do DES ChGuLa como potencial agente extrator de compostos
fendlicos presentes na matriz amostral do residuo do abacaxi, optou-se por realizar uma
otimizacdo estatistica para encontrar-se a melhor condicdo de uso, tendo como a
resposta 0 aumento na quantidade de compostos fendlicos recuperados. Deste modo,
optou-se pela elaboracdo de um delineamento composto central (DCC), no qual, as
variaveis independentes investigadas foram a adi¢do de dgua ao sistema eutético (A, %
m m?), a massa de amostra utilizada (M, g), o tempo de extracdo (t, min) e a
temperatura de extracao (T, °C). Os niveis investigados e a organizacdo do conjunto de
experimentos estao representados na Tabela 9.

Ao todo, foram realizados 27 ensaios de extracBes, sendo dezesseis associados a
porcgéo fatorial do delineamento (ensaios de 1 a 16), oito aos pontos axiais (ensaios de
17 a 24) e trés as repeticdes do ponto central (ensaios de 25 a 27).

A andlise estatistica da quantidade de compostos fendlicos totais (MGEAG g tamostra)
extraidos em cada ensaio revelou que, para os niveis verificados no delineamento
realizado, a Unica variavel que de fato exerceu uma influéncia preponderante sobre o
processo extrativo (p < 0,05) foi a quantidade inicial de amostra utilizada. Conforme é

possivel observar no grafico de Pareto representado na Figura 25.

(2)Massa de Amostra (g)(L) ]-'14,2068
Massa de Amostra (g)(Q) 5,901967

1x3Lf  ]41,69931
x4l ]-0,896569
(1)Adigdo de Agua (%)(L) | |-0,438412
2tx3Lt  ]-0,435938
(4)Temperatura de Extragdo (*C)(L) | ]0,5958509
2lxaL | ]0,5212609
3LxL | |-0,4p871
ixeLf  ]-0.23978
Adigdo de Agua (%)(Q) | |0,23p0787
Tempo de Extragdo (min)(Q) | |0,20p9773
Temperatura de Extragdo (°C)(Q) | |-0,117036
(3)Tempo de Extragao (min)(L) —j-0,0‘ 609
p=0,05
Efeitos Padronizados Estimados (Valor Absoluto)

Figura 25 - Gréfico de Pareto para a anélise estatistica dos dados do Delineamento Composto
Central (DCC) realizado.
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Tabela 7 - Matriz de experimentos e resultados obtidos para o delineamento composto central (DCC).

Ensaio Adicdo de H,O Massa de tempo Temperatura Fendlicos Totais Fendlicos Totais RSD
(A, %) Amostra (t, min) (T,°C) (Observado) (Predito) (%)
(M, 9) (MgEAG Gamostra™) (MgEAG Jamostra™)
1 20 (-1) 0,30 (-1) 60 (-1) 50 (-1) 113,18 £2,99 128,03 8,70
2 20 (-1) 0,30 (-1) 60 (-1) 80 (+1) 130,10 + 3,11 128,03 1,13
3 20 (-1) 0,30 (-1) 120 (+1) 50 (-1) 137,56 + 0,86 138,17 0,31
4 20 (-1) 0,30 (-1) 120 (+1) 80 (+1) 150,00 + 1,72 138,17 5,81
5 20 (-1) 0,60 (+1) 60 (-1) 50 (-1) 69,53 + 3,76 68,97 0,57
6 20 (-1) 0,60 (+1) 60 (-1) 80 (+1) 76,24 + 3,45 68,97 7,08
7 20 (-1) 0,60 (+1) 120 (+1) 50 (-1) 73,51 + 3,88 58,83 15,68
8 20 (-1) 0,60 (+1) 120 (+1) 80 (+1) 74,25 +0,75 58,83 16,39
9 50 (+1) 0,30 (-1) 60 (-1) 50 (-1) 137,06 £ 0,86 128,03 4,82
10 50 (+1) 0,30 (-1) 60 (-1) 80 (+1) 131,59 + 4,56 128,03 1,94
11 50 (+1) 0,30 (-1) 120 (+1) 50 (-1) 133,08 £5,24 138,17 2,65
12 50 (+1) 0,30 (-1) 120 (+1) 80 (+1) 112,19 + 3,95 138,17 14,68
13 50 (+1) 0,60 (+1) 60 (-1) 50 (-1) 65,05 + 0,43 68,97 4,14
14 50 (+1) 0,60 (+1) 60 (-1) 80(+1) 7326 £1,14 68,97 4,27
15 50 (+1) 0,60 (+1) 120 (+1) 50 (-1) 57,34+ 1,14 58,83 1,82
16 50 (+1) 0,60 (+1) 120 (+1) 80 (+1) 69,53 £ 0,75 58,83 11,78
17 5(-2) 0,45 (0) 90 (0) 65 (0) 79,77 £0,57 83,42 3,17
18 65 (+2) 0,45 (0) 90 (0) 65 (0) 83,75+ 1,00 83,42 0,28
19 35 (0) 0,15 (-2) 90 (0) 65 (0) 226,37 £ 4,56 212,94 4,32
20 35 (0) 0,75 (+2) 90 (0) 65 (0) 54,23 + 0,36 74,54 22,31
21 35 (0) 0,45 (0) 30 (-2) 65 (0) 85,41 + 2,27 83,42 1,66
22 35 (0) 0,45 (0) 150 (+2) 65 (0) 77,45+ 1,00 83,42 5,25
23 35 (0) 0,45 (0) 90 (0) 35(-2) 77,11 £ 0,60 83,42 5,55
24 35 (0) 0,45 (0) 90 (0) 95 (+2) 79,10 £0,99 83,42 3,76
25 35 (0) 0,45 (0) 90 (0) 65 (0) 89,05 +2,30 83,42 4,62
26 35 (0) 0,45 (0) 90 (0) 65 (0) 76,78 £9,02 83,42 5,86
27 35 (0) 0,45 (0) 90 (0) 65 (0) 81,76 + 3,99 83,42 1,42
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Em termos praticos, é possivel atribuir este fato a forte dependéncia dos processos
extrativos para com a necessidade de um Otimo contato entre as fases envolvidas.
Experimentalmente falando, foi possivel observar que em ensaios onde uma maior
quantidade de amostra foi utilizada, maior era a dificuldade de homogeneizagdo do
sistema, dada a ineficiéncia do sistema em formar vortex, o que propicia uma menor
interacdo entre o solvente extrator e a matriz amostral.

No estudo realizado por Liu et al. (2022) [140]foi observado, por meio de uma
otimizacdo quimiométrica da extracdo de acidos fendlicos e flavonoides a partir de
amostras de flores hibisco (Hibiscus monihot L.) utilizando solventes eutéticos a base de
alcoois, que o0 aumento na razdo solvente-sélido (amostra), apresentou um significante
efeito na capacidade extratora do sistema eutético em questdo. Os autores constataram
que o aumento desta variavel independente levava a uma melhor extracdo dos
compostos alvos, todavia, entre uma faixa superior a 26 mL g, ocorria um decréscimo
na concentracdo dos ativos recuperados na fase do solvente.

Por sua vez, Liu et al. (2019) [141] demonstraram que a razédo entre o volume de
DES e quantidade de amostra de fato desempenham um papel chave no
desenvolvimento de um método extrativo onde o alvo é a extracdo de biomoléculas
presentes em matrizes vegetais. Ao investigarem a acdo extratora de NADESs a base de
acidos organicos e agucares, 0s autores constaram que uma razdo solido-liquido de
0.1/10 g mL*fora suficiente para que, em conjunto com as demais condicdes 6timas de
extracdo (50 °C e 30 min), o melhor rendimento extrativo de curcuminoides fosse
atingido.

Ao estudar a extracdo assistida por micro-ondas e a quantificacdo de compostos
fendlicos presentes em amostras de residuos de abacaxi utilizando um DES a base de
cloreto de colina e glicerol, Vargas-Sena, Ochoa-Martinez e Vélez-Pasos (2022) [106]
verificaram que a melhor condigdo extratora se dava justamente quando a razdo
solvente-massa de amostra era equivalente a 60,5 mL g.

De porte dos resultados acima colocados, fica notdrio que cada sistema eutéticos ira
atuar em uma faixa diferente de condi¢des 6timas, 0 que esta correlacionado com 0s
diferentes mecanismos de interacdo apresentados pelos diversos DESs possiveis de
serem aplicados nesse contexto. Em todos os ensaios preliminares da presente pesquisa,
a razéo solvente-amostra utilizada foi de 10/1 mL g, variandopara mais e para menos

no delineamento experimental conduzido, mediante o aumento e diminui¢do na
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quantidade de amostra utilizada. Um excesso de amostra, como ja foi mencionado,
dificulta a interacdo entre a fase fluida e a fase solida por meio do péssimo contato
possivel entre ambas. Por sua vez, embora a diminui¢cdo na quantidade de amostra
viabilize este percal¢o, uma quantidade muito infima de amostra pode levar a um
gradiente de concentracdo muito pequeno, o que ndo favorece uma boa extracdo haja
vista que este € a forca motriz por tras dos fenémenos de transferéncia de mateira.

Os fatos supracitados explicam os diferentes efeitos promovidos pelas
contribuigfes da quantidade de amostra para com o aumento da resposta investigada
(Figura 25). Desta forma, para construgdo do modelo estatistico que descreve o método
de extracdo aqui estudado (Equacédo 2), ambas as contribui¢bes dadas pela quantidade
de amostra (linear e quadratica) foram mantidas. Além disso, devido ao melhoramento
do ajuste e aumento da capacidade explicativa do modelo, a interacdo entre a quantidade
de amostra e o tempo de extracao foi também mantida. As demais contribuicdes que ndo
mostram efeitos significativos (p > 0,05) sobre a variavel de resposta (extracdo de
fendlicos totais) ndo foram consideradas para a construcdo do modelo representado a

sequir:

Extracdo de Fenodlicos Totais (Mg g tamostra) = 83,41 (= 1,60) — 34,60 (= 1,26) X M +
15,08 (+ 1,20) x M? — 5,07 (+ 1,54) x
M.t (Equacéo 2).

Ainda sobre a interacdo entre a quantidade de massa de amostra e o tempo de
extracao, é importante destacar que seu efeito negativo sobre a extracdo dos analitos de
interesse (Equacdo 2) pode ser atribuida ao fato de que, embora um aumento na
quantidade de amostra leve a um incremento no gradiente de concentracdo, a exposi¢ao
dos analitos extraidos a atmosfera relativamente acida do solvente pode leva-los a sua
degradacdo, o que diminui a concentracdo mensurada na etapa de quantificacdo. E
também importante salientar que, embora ndo tenha se mostrado significativa para os
niveis investigados (p > 0,05), a acdo da temperatura ndo pode ser fisicamente
descartada da discussdo devido a seu efeito cinético nas reacGes de hidrdlise e
decomposicdo dos analitos, sobretudo em prolongados tempos de extracao.

A Tabela 10 apresenta a analise de variancia (ANOVA) para o0 modelo elaborado

(Equacdo 2), destacando-se entdo o 6timo coeficiente de correlagdo obtido (R? =
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0,944), o qual informa que mais de 94% das variacBes observadas entre as predi¢cdes do

modelo e os dados medidos na pratica podem por este serem explicadas.

Tabela 8 - ANOVA para o0 modelo de regresséo obtido pelo Delineamento Composto Central

(DCC) realizado.

Fonte de Soma Graus de Média
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica  Fcalc Fcalc/Ftab
Regressao 35201,91 3 11733,97 129,41 42,738
Residuo 2085,46 23 90,67 -
Falta de Ajuste 2009,27 21 95,68 2,51 0,129
Erro Puro 76,20 2 38,10 -
Total 37287,37 26 -

R?= 0,944; Ftan(0,95;3,23) = 3,03; Ftab(0,95; 21,2) = 19,45.

Deste modo, e com base no exposto na Tabela 10, pode-se dizer que o modelo

descrito pela Equacdo 2, além de estatisticamente significativo (Fcalc/Ftab para

regressdo > 1), também é preditivo (Fcalc/Ftab para falta de ajuste < 1).

Em suporte a estas informacdes, € importante destacar que 0s residuos

mensurados entre os rendimentos da extracdo observados e os preditos pelo modelo

(Figura 26) seguem uma distribui¢do aleatoria, o que indica que tanto a modelagem

quanto as etapas empregadas em sua elaboragdo, sobretudo o método de quantificacéo

das respostas, ndo estdo de forma alguma tendenciando os resultados obtidos.
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Figura 26 - Graficos dos residuos brutos versus 0s ensaios realizados de acordo com o

Delineamento Composto Central (DCC).
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Os valores dos desvios padrdes residuais (Residual Standard Deviation — RSD),
reportados na Tabela 9, variaram entre 0,28 e 22,30%. Os maiores valores (acima de
10%) estdo associados aos ensaios (7,8, 12, 16 e 20), justamente nos quais as variaveis
que compdem o modelo (Equacgao 2) assumem valores extremos, seja na porcao fatorial
(+1) ou axial (+2,) da matriz do delineamento (Tabela 9), ou seja, onde os célculos dos
valores preditos foram feitos nas extremidades da faixa de construcdo do modelo, regido
essa onde de fato a capacidade de predicdo ndo é tdo efetiva, sendo a melhor sempre
entre os limites.

A Figura 27 apresenta a superficie de resposta (a) e o grafico de contornos (b)
oriundos da representacdo grafica da dependéncia da variavel dependente (rendimento

da extracdo) em funcdo das variaveis dependente (massa de amostra e tempo de
extracéo) reportadas no modelo (Equacéo 2).
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Figura 27 - Superficie de resposta (a) e grafico de contornos (b) gerados a partir do modelo
estatistico obtido.

Ambas as representacdes graficas expostas na Figura 27 mostram que para maiores
quantidades de massa de amostra empregada no método de extracdo, um singelo
incremento na resposta € observado quando tempos de extracdo intermediarios sdo
empregados. No entanto, é possivel observar que as melhores respostas estdo associadas
ao uso de quantidades menores de amostras, 0 que esta em completo acordo com a
discussé@o que aqui vem sendo levantada.

Por meio da metodologia da superficie de resposta (RSM) foi entdo possivel
constatar que valores de massa de amostra abaixo de 0,2 g levam a uma maximizacao da

capacidade extrativa do solvente ChGuLa, sobretudo devido a maior razdo volume-
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amostra observada. Sendo assim, dentre todos os ensaios realizados, selecionou-se o de
numero 19 como aquele que apresentou a melhor resposta dentre as observadas (Tabela
9).

O ensaio acima mencionado apresentou um rendimento de extracdo de compostos
fendlicos totais equivalente a 226,37 + 4,56 MgEAG g ™lamostra, O QUe equivale a uma
contragdo de 11,32 + 0,23 MgEAG mL ewan. Este rendimento foi estatisticamente
superior (p < 0,05) ao obtido por todos os ensaios preliminares, inclusive quando
comparado a convencional solugdo hidroetanolica (EtOH).

A este ponto, é importante salientar que a substituicdo do etanol como agente
extrator em processos de obtencdo de compostos bioativos destinados ao uso por
individuos é de suma relevancia para os setores farmacéuticos e alimenticios pois é
sabido que h& muitas restrigdes para o uso pediatrico de extratos etandlicos bem como
para 0 caso de sua administracdo para pessoas intolerantes a este solvente organico
[122].

Ao observar-se as condi¢des operacionais associadas a extracdo conduzida no
ensaio 19, verifica-se que este foi realizado com uma adigdo de 35% m m* de 4gua ao
DES ChGuLa e a uma temperatura de 65 °C durante 90 min, utilizando-se para tal 0,15
g de amostra e 3 mL de solvente (razéo liquido-sélido de 20 mL g amostra)

De porte da informagdo acima posta, € importante destacar-se a contribuicdo da
adicdo de agua para o melhor desempenho observado, pois desta ndo decorre apenas seu
efeito na mitigacdo da viscosidade do sistema eutético em questdo, mas também na
reducdo da sua tensdo superficial. Conforme foi reportado no Capitulo 3, a adicdo de
cerca de 30% de agua ao DES ChGulLa promove uma brusca queda no valor medido
para esta propriedade (cerca de 56% de reducdo), ficando esta inferior a da propria agua
(Figura 16 (a)). Sendo assim, reitera-se que é amplamente sabido que baixas
viscosidades e tenses superficiais permitem uma maior interacdo entre as fases
envolvidas numa extracdo heterogénea, levando assim a maiores taxas de transferéncia
de matéria entre estas.

Além disso, salienta-se que o resultado obtido no melhor ensaio se encontra dentro
do que vem sendo reportado por outros trabalhos realizados com a mesma matriz
amostral aqui estudada. Um exemplo sdo os dados apresentados por Sepulveda et al.
(2018) [87], onde, através de uma extracao realizada por uma reacdo de autohidrélise

(utilizando agua como solvente), a extracdo de 1,75 g L™ (cerca de 1,75 mg mL Lexirato)
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de fenolicos totais foi obtida em um processo conduzido a 200 °C durante 30 min, tendo
sido a razdo solvente-amostra equivalente 10 mL g amostra.

No trabalho conduzido por Zampar et al. (2022) [131], também para analoga matriz
amostral, os autores apontaram para uma mistura de 50:50 de etanol e solu¢do aquosa
de 4cido cloridrico (1 mol L) como a melhor dentre as investigadas para a extragio da
mesma classe de bioanalitos investigadas nesta tese. Em sua melhor condicao
operacional (60 °C, 50 W de poténcia ultrassonica e 30 min) a extracdo de compostos
fendlicos totais foi equivalente a 405,06 mg 1009 extrato. Destacando-se sobretudo o ja
conhecido carater altamente ecotoxico da mistura empregada como agente extrator.

Por fim, em contraponto as tradicionais alternativas acima investigadas, o trabalho
aqui também ja comentado de Vargas-Senas et al. (2022) [106] destacou que a melhor
concentracgdo de compostos fenolicos extraidos (7,98 mg g lexwato) foi obtida mediante a
capacidade extratora do DES por eles utilizado a uma condicdo de extracdo de: 67 °C,

87 s e uma razdo solvente-amostra de 60.5 mL g textrato.

Consideracoes Finais

Os dados obtidos no presente capitulo reiteram a grande versatilidade dos
solventes eutéticos profundos em serem utilizados como agentes extratores em
diferentes contextos. Por meio dos presentes resultados, é possivel apontar o papel
fundamental exercido pelos grupos funcionais presentes nas espécies empregadas como
HBDs na extragdo dos analitos em questéo.

Quanto maior o numero de sitio formadores de ligacdes de hidrogénio
disponiveis, maior € a capacidade de extracdo dos compostos de interesse, o que explica
sobretudo a maior acdo extrativa apresentada pelo DES ternario (ChGulLa) frente ao
binario (ChLa). Outro aspecto relevante é a acidez dos constituintes que formam o
sistema eutético, podendo esta comprometer a estabilidade dos compostos extraidos e
assim os teores quantificados, como foi observado para o caso do ChCala.

Por fim, destaca-se que a razao solvente-massa de amostra se apresenta como uma
varidvel chave na otimizagdo do método de extracdo em questdo, uma vez que sua
diminuicdo, pelo aumento da quantidade de massa de amostra, pode levar uma
mitigacdo do contato solido-liquido, impedindo assim os fendmenos difusivos de

transferéncia de matéria.
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Conclusao

Os dados apresentados na presente tese de doutorado contribuem
significativamente para a ainda recente literatura acerca do uso de solventes eutéticos
profudos (DESs) em métodos de extracdo. A ponte estabelecida entre as propriedades
fisico-quimicas, estruturais, ecotoxicas, fluidodindmicas e extratores permite a obtencao
de elucidac@es concisas e robustas para uma area de aplicacdo ainda deficiente de dados
que elucidagdo sobre aspectos tao precisos.

A investigacdo sobre o uso dos DESs ternarios na extracdo e quantificacdo de
compostos fendlicos vem a acrescentar a esta area tao promissora, em especial devido a
aplicacdo destes compostos na formulacdo de medicamentos e/ou nutracéuticos
destinados ao melhoramento da qualidade de vida humana, em especial em contextos
em que o fortalecimento da imunidade é tdo importante tal qual o da Ultima pandemia
de COVID-19.

A quantificacdo dos teores de compostos fendlicos presentes na matriz amostral
do residuo do abacaxi contribuiu para a valorizacdo deste material por meio da
constatacdo da presenca de compostos tdo amplamente investigados devido as suas ja
conhecidas acfes antioxidantes, anticancer, antiviral e ativadora do sistema
imunoldgico.

Como perspectivas para a continuidade desta pesquisa, destaca-se que a
identificacdo do perfil de compostos fendlicos, bem como os ensaios de determinagédo
de suas atividades bioldgicas, compde um grupo de estudos que serdo futuramente
realizados com o intuito de aprofundar as discussdes aqui levantadas.

Por fim, esta tese traca um paralelo entre a quimica analitica e o desenvolvimento
de pesquisas aplicadas a solucdo de demandas emergentes da sociedade, tais como o
reaproveitamento de residuos agroindustriais e o desenvolvimento de processos

otimizados que atendam sobretudo as demandas urgentes do meio ambiente.
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Abstract

Direct sample analysis, without any preliminary is idered an ideal conditi
for an analyst once target analyte determination might be realized in an analytical sequence

with fewer steps. However, there are few types of equip dowed with satisfz y
efficiency for in-field Therefore, the sample preparation step is still crucial,
and one of the most imp stages for a well-d hemical analysis. An appropriated
sample preparation must ider analyte rep ivity in the sample matrix and, at the

same time, avoid the obtention of inexact results attached to low precision. The present
chapter describes strategics that might be efficient in sample preparation, mainly in
ion and digestion procedure of solid and liquid samples, using Deep Eutectic
Solvents (DES). This low-vapor-pressure solvent class composes a category of liquids
i B d-Lowry's acid-base reaction. These protic-solvents can interact, by
hydrogen bonds interaction, with a large range of chemical classes. Given the mentioned,
the proposal is to present a review of the theoretical and practical aspects of DES using in
sample p i ics, highlighting their position, polarity, and low-toxicity
influence on process sustainability and viability. The idea is to approach the theme through
a didactic point of view aiming to contribute as a source of information to industry

P hers, and stud of analytical ck Y.

Keywords: sample preparation, extraction p d deep I , analytical
chemistry, protic-solvents

Introduction

Sample Preparation: General Considerations

Determining the constituents in a sample is a p dure that requires a seq of steps

expected to guarantee an analysis with accurate and precise measurements. Performing an
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Abstract

The search for new analytical methods is a latent reality in the so-called green analytical chemistry arca, which aims al cor-
relating analytical demands to environmental issues. Among the approaches used, it is possible to highlight green solvents as
substitutes to the dangerous and conventional organic solvents as the most prominent alternative for this purpose. In the last
few years, the amount of research focused on the usage of deep eutectic sofvents (DESs) has been growing as an alternative
Lo these issues. Thus, this work aimed o investigate the main physical-chemical and ecotoxical properties of seven different
DESs. The results showed that DESs’ evaluated properties are influenced by the chemical structure of their precursors, which
may regulate DESs viscosity, superlicial lension, and anlagonistic aclion against vegelable tissues and microbial cells. The
constatations pointed here introduce a new perspective about the conscious usage of DESs on a green analytical point of view.

Keywords Physical chemical properties - Ecotoxic profile - Minimal inhibitory capacity - Rheological behavior - Deep

cutectic solvents - Green analytical chemistry

Introduction

The current preoccupations about environmental issues
have been Jeading several sectors of the sociely o scarch
new strategic alternatives able to guarantee the maintenance
of our vital actives without leading to a full exhaustion of
the available natural resources. In the chemistry field, and
of chemical process, this perspective is attached (o the so-
called green chemistry, an approach that has been receiving
more space in scientific rescarch, which leads Lo increasingly
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more sustainable procedures (Tobiszewski et al. 2015; Rog-
ers and Jensen 2019; de Marco et al. 2019).

An example of this trend is the growing number of
rescarch works associated (o the development of analytical
methodologies where the center of discussion is the replace-
ment of toxic reactants and solvent (Ferndndez et al. 2018;
Armenta et al. 2019).

Nowadays, in analytical chemistry laboralories, one of
the most required procedures, with no doubts, is the sample
preparation. The sample direct analysis would be a perfoct
condition for any analyst. However, a treatment stage, for
example, due to the instrumental requirements or due (o the
presence of analyte(s) in trace levels, is almost always nec-
essary. About this point, the main challenge is the replace-
ment of traditional organic solvents (TOS) for less dangerous
(Arments et al. 2019; Pacheco- Fernandez and Pino 2019).

In green analytical chemistry, when a solvent is used for
the establishment of new methodologies, some parameters
are considered as very important, such as greal partition
capacity in relation to target analyte, non-volatility, adequate
viscosily for instrumental usage, casy slorage requirement,
and hiodegradability. However, specific parameters, attached
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