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RESUMO

O camu-camu é uma fruta nativa da Amazdénia, amplamente reconhecida pelo
seu elevado teor de vitamina C e por sua rica composicdo de compostos
bioativos, como flavonoides e antocianinas, que possuem propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias. No entanto, métodos convencionais de
extracdo desses compostos muitas vezes envolvem o uso de solventes toxicos,
que podem ser prejudiciais ao meio ambiente e a saude. Recentemente, os
solventes eutéticos profundos naturais (NADES) surgiram como uma alternativa
mais segura e sustentavel, destacando-se pela sua biodegradabilidade e
capacidade de extrair compostos bioativos de maneira eficiente. Este estudo
visou desenvolver extratos ricos em antioxidantes do camu-camu utilizando
NADES e investigar seu potencial para aplicagdes em alimentos funcionais e
nutracéuticos. Este trabalho teve como foco o desenvolvimento de extratos ricos
em compostos bioativos do camu-camu (Myrciaria dubia) utilizando solventes
eutéticos profundos naturais (NADES), visando uma alternativa sustentavel aos
métodos de extragdo convencionais. O objetivo geral do estudo foi extrair
compostos bioativos do camu-camu utilizando NADES, promovendo uma
alternativa de extragdo sustentavel. Além disso, os objetivos especificos
incluiram: selecionar o solvente NADES mais eficiente para a extracdo de
compostos bioativos; avaliar a influéncia da maturagao do fruto no rendimento
da extragdo; realizar analises fisico-quimicas, como espectrofotometria e
ressonancia magnética nuclear (RMN), para caracterizar os compostos obtidos
e avaliar a estabilidade dos compostos antioxidantes apds o processo de
digestibilidade in vitro. Foram utilizados diferentes sistemas de NADES,
combinando solventes como cloreto de colina, glicose e acido malico. A extragao
foi realizada com auxilio de ultrassom, para maximizar a liberagcdo de compostos
bioativos, sendo as amostras submetidas a analises de potencial antioxidante
(DPPH, ABTS, FRAP e FT), além de analises de pH, densidade e espectroscopia
para identificagdo dos compostos presentes. A digestibilidade in vitro foi simulada
para avaliar a estabilidade dos compostos apdés a digestdo. Os resultados
demonstraram que o uso de NADES proporcionou uma extracao eficiente de
compostos antioxidantes, com destaque para os sistemas contendo acido malico
e glicose, que resultaram em maiores concentragbes de antocianinas. A
digestibilidade in vitro indicou uma reducdo no potencial antioxidante das
amostras, sugerindo que o processo digestivo afeta a estabilidade desses
compostos. A analise de citotoxicidade revelou que as amostras tiveram uma
atividade moderada contra células cancerigenas, com valores de Clso na faixa
de 21-200 upg/mL. Conclui-se que o uso de solventes eutéticos profundos
naturais oferece uma alternativa ecolégica e eficaz para a extracdo de
compostos bioativos do camu-camu, com boas perspectivas para a aplicacdo em
alimentos funcionais e nutracéuticos. No entanto, a digestibilidade reduz a
capacidade antioxidante, o que ressalta a importancia de mais estudos sobre a
biodisponibilidade desses compostos no organismo humano. Este trabalho
contribui para a valorizagdo de recursos naturais da Amazénia, promovendo
métodos de extragdo ecologicamente corretos e economicamente viaveis.

Palavras-chave: Acido elagico. Nutrientes. Propriedade antioxidante.
Tecnologias emergentes. Vitamina C. Digestibilidade.



ABSTRACT

Camu-camu is a fruit native to the Amazon, widely recognized for its high vitamin
C content and its rich composition of bioactive compounds, such as flavonoids
and anthocyanins, which have antioxidant and anti-inflammatory properties.
However, conventional methods of extracting these compounds often involve the
use of toxic solvents, which can be harmful to both the environment and health.
Recently, natural deep eutectic solvents (NADES) have emerged as a safer and
more sustainable alternative, standing out for their biodegradability and ability to
efficiently extract bioactive compounds. This study aimed to develop antioxidant-
rich extracts from camu-camu using NADES and to investigate their potential for
This work focused on the development of bioactive compound-rich extracts from
camu-camu (Myrciaria dubia) using natural deep eutectic solvents (NADES),
aiming to provide a sustainable alternative to conventional extraction methods.
The overall objective of the study was to extract bioactive compounds from camu-
camu using NADES, promoting a sustainable extraction method. Additionally, the
specific objectives included: selecting the most efficient NADES solvent for
extracting bioactive compounds; evaluating the influence of fruit ripeness on
extraction vyield; conducting physicochemical analyses, such as
spectrophotometry and nuclear magnetic resonance (NMR), to characterize the
obtained compounds; and assessing the stability of the antioxidante. Different
NADES systems were used, combining solvents such as choline chloride,
glucose, and malic acid. The extraction was performed with ultrasound
assistance to maximize the release of bioactive compounds, and the samples
were subjected to antioxidant potential analyses (DPPH, ABTS, FRAP, and FT),
as well as pH, density, and spectroscopy analyses to identify the compounds
present. In vitro digestibility was simulated to assess the stability of the
compounds after digestion. The results showed that the use of NADES enabled
efficient extraction of antioxidant compounds, with particular emphasis on
systems containing malic acid and glucose, which resulted in higher
concentrations of anthocyanins. In vitro digestibility indicated a reduction in the
antioxidant potential of the samples, suggesting that the digestive process affects
the stability of these compounds. Cytotoxicity analysis revealed that the samples
showed moderate activity against cancer cells, with 1Cso values ranging from 21-
200 pg/mL. It is concluded that the use of natural deep eutectic solvents offers
an eco-friendly and effective alternative for extracting bioactive compounds from
camu-camu, with promising prospects for application in functional foods and
nutraceuticals. However, digestibility reduces the antioxidant capacity,
highlighting the importance of further studies on the bioavailability of these
compounds in the human body. This work contributes to the valorization of natural
resources from the Amazon, promoting environmentally friendly and
economically viable extraction methods.

Keywords: Ellagic acid. Nutrients. Antioxidant property. Emerging technologies.
Vitamin C.
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1. INTRODUGCAO

O bom funcionamento do organismo € um dos fatores fundamentais para a
qualidade de vida do ser humano, e para isso nossa alimentacédo deve ser rica
em nutrientes essenciais como vitaminas e minerais. No entanto, existe um tipo
de alimentagao ideal para cada faixa etaria. Nesse sentido, os cardapios podem
e devem mudar de acordo com a idade. A Organiza¢cado Mundial da Saude (OMS)
faz recomendacdes sobre os tipos de alimentos que cada faixa etaria necessita.
No Brasil, a populagcdo de uma determinada regido é dividida por faixa
etaria da seguinte forma: Jovem - do nascimento até 19 anos; Adulto -
corresponde a populagao entre 20 e 59 anos; Idoso - pessoas com 60 anos ou
mais (MARTA, 2019).

Sabe-se que as pessoas costumam fazer refeicdes desbalanceadas, seja
por ndo ter tempo para uma refeicdo completa e saudavel, seja pela praticidade
do que esta exposto nas gondolas dos supermercados. Geralmente, minerais e
vitaminas ndo estdo sendo consumidos nas quantidades necessarias na
alimentagcdo moderna. Portanto, € necessario tomar suplementos para minimizar
as deficiéncias desses nutrientes essenciais, pois a saude e o bem-estar de um
individuo sdo maximizados quando os nutrientes estdo presentes em
quantidades ideais (GONCALVES, A. E. DE S. S., 2012).

A partir desse ponto de vista, € imprescindivel entender que para a
elaboracao desses suplementos alimentares € importante escolher a matéria-
prima adequada para o desenvolvimento e extragdo dos compostos bioativos.
Assim, a Amazébnia se torna um potencial objeto de estudo para esse tipo de
pesquisa. Estudar os compostos bioativos de frutos da Amazdnia é essencial
para aproveitar o potencial terapéutico e nutricional dessas espécies,
desenvolver produtos inovadores, valorizar a biodiversidade local e promover o
desenvolvimento sustentavel. Ao fazé-lo, podemos desvendar os segredos da
natureza e contribuir para a saude e o bem-estar da humanidade, respeitando e
preservando a preciosa Amazonia (MARTA, 2019).

Dentre os diversos frutos da regidao amazobnica, o camu-camu (Myrciaria
dubia McVaugh) se destaca pela sua rica composigdo de compostos bioativos
especialmente vitamina C, antocianinas e flavonoides, que possuem

propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias que atuar em diversas reagdes
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no metabolismo humano se utilizados de maneira correta. Esses compostos tém
atraido interesse significativo devido aos seus potenciais beneficios a saude,
como fortalecimento do sistema imunoldgico, redugdo do estresse oxidativo e
prevencgao de doencgas cronicas (GONCALVES, A. E. DE S. S., 2012; SANTOS
et al., 2022).

A extragdo desses compostos bioativos € um desafio importante na
valorizagdo do camu-camu. Métodos tradicionais de extracdo muitas vezes
envolvem solventes organicos que podem ser téxicos e prejudiciais ao meio
ambiente. Além disso, esses métodos podem néo ser tao eficazes na extracao
de compostos termossensiveis e hidrofilicos presentes na fruta. Logo, a extragao
por meio de solventes verdes, como agua ou solventes orgéanicos de baixa
toxicidade, contribui para a sustentabilidade ambiental e para a reducdo do
impacto negativo no ecossistema. Ao escolher solventes verdes, evita-se o uso
de substancias quimicas agressivas, que podem ser prejudiciais a0 meio
ambiente e a saude humana (CONCEICAO, NATALIA et al, 2019;
GONCALVES, A.E.DE S. S., 2012).

Recentemente, solventes eutéticos profundos naturais (NADES) tém
emergido como uma alternativa promissora aos solventes tradicionais. Os
NADES sao misturas de dois ou mais componentes naturais, como acidos
organicos, aminoacidos e agucares, que formam um liquido com propriedades
solventes unicas quando combinados em proporcdes especificas. Eles sao
biodegradaveis, nao téxicos e podem ser ajustados para melhorar a solubilidade
de uma ampla gama de compostos bioativos (BENVENUTTI et al., 2020;
BOSILJKOV et al., 2017).

A utilizagao dos compostos bioativos extraidos do camu-camu na produgao
de suplementos alimentares tem o potencial de fornecer uma fonte natural e
concentrada dessas substéncias para consumo humano. Os suplementos
alimentares formulados com base nos compostos do camu-camu podem
oferecer uma maneira conveniente e eficaz de suplementacdao dietética,
contribuindo para a promog¢ao da saude e do bem-estar. Além disso, o camu-
camu é uma fruta ainda pouco explorada comercialmente, o que abre
oportunidades para a valorizagdo de recursos naturais da regido amazodnica e
para o desenvolvimento de cadeias produtivas sustentaveis. A exploracao

consciente do camu-camu, aliada a praticas sustentaveis de cultivo e extracao,
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pode impulsionar o desenvolvimento socioeconémico local, a0 mesmo tempo em

que preserva a biodiversidade e os ecossistemas naturais (RIBEIRO, 2012).
Dessa forma, o presente estudo tem o objetivo de desenvolver um extrato

rico em antioxidantes utilizando métodos de extracao sustentaveis e eficientes e

avaliar diferentes formula¢cdes de NADES.
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2. OBJETIVOS
2.10Objetivo Geral

Obter um extrato de camu-camu rico em compostos antioxidantes

utilizando um método verde de extracdo para posterior elaboracao de

nutracéutico para bem-estar humano Camu-camu.

2.20bjetivos Especificos

Extrair os compostos bioativos do camu-camu com combinacfes de
solventes eutéticos profundos naturais;

Selecionar o solvente com maior capacidade de extracdo de compostos
bioativos;

Avaliar a influéncia da maturacéo do fruto nos sistemas de extracao;
Realizar analises fisico-quimicas dos extratos obtidos através de anélises
de pH, colorimetria e densidade.

Determinar a estrutura quimica dos compostos bioativos presentes no
extrato eutético de camu-camu por Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN)

Analisar resultados de ensaio de digestibilidade, antioxidantes (DPPH,
ABTS, FRAP e FT) e citotoxicolégico (HUVEC, HCT8 E A549) dos

extratos eutéticos.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1ESTILO DE VIDA SAUDAVEL E OS SUPERALIMENTOS

Nos ultimos anos, varios eventos tém agravado os problemas e desafios
prioritarios que a humanidade ja enfrenta, como conflitos armados, a pandemia
de COVID-19, variabilidade e extremos climaticos, e desaceleracdes
econdmicas (FERNANDEZ-RIOS et al., 2023)

Lidar com essas questdes e alcangar um setor alimentar resiliente ndo é
uma tarefa simples. Isso requer uma evolugdo das politicas alimentares,
diretrizes dietéticas e estratégias de seguranga alimentar, adotando uma
abordagem que leve em consideragdo a sustentabilidade em suas dimensdes
social, econbmica e ambiental, indo além da perspectiva tradicional baseada
apenas na nutricdo e saude (SERRA-MAJEM et al.,, 2020). Durante essa
transicao, é necessario promover, aceitar e consumir novas fontes de nutrientes
(ZARBA; CHINNICI; D’AMICO, 2020), além de redesenhar os sistemas
alimentares de forma a preservar o meio ambiente (BATLLE-BAYER et al., 2019),
como parte da solucgao.

A busca por atualizar e reestruturar as dietas tem impulsionado o aumento
da demanda por alimentos com multiplos beneficios, incluindo os chamados
"superalimentos”, como uma abordagem mais inteligente para estabelecer
padrdes alimentares saudaveis (MAGRACH; SANZ, 2020).

Embora o termo "superalimento" seja usado como uma estratégia de
marketing € ndo possua uma definicdo médica ou oficial, ele geralmente se
refere a produtos agricolas que contém quantidades extraordinarias de
nutrientes ou ingredientes bioativos, com propriedades bioldgicas especificas e
efeitos positivos na saude fisica e emocional (GUPTA; MISHRA, 2020). A
crescente tendéncia de consumo desses alimentos ¢é impulsionada
principalmente por suas alegagdes de beneficios a saude.

No entanto, o sucesso desses alimentos ndo deve ser avaliado apenas a
partir de uma perspectiva socioeconémica e de saude, mas sim buscando um
equilibrio sustentavel que leve em consideracdo os aspectos ambientais

frequentemente sub representados (HEBINCK et al., 2021).
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3.2COMPOSTOS BIOATIVOS DE ALIMENTOS

Com inumeros fatores que interferem na qualidade da vida moderna, é
imprescindivel que as pessoas se conscientizem da importancia de alimentos
que contenham ingredientes que ajudem a promover a saude e melhorar o
estado nutricional. A incidéncia de morte por acidentes cardiovasculares, cancer,
acidente vascular cerebral, arteriosclerose, doencas hepaticas etc. pode ser
minimizada por meio de bons habitos alimentares. As recomendagdes
nutricionais indicam que cinco por¢des diarias (80 g cada) de frutas e vegetais
s&o ideais e necessarias para uma dieta saudavel (GONCALVES,A. E.DES. S.,
2012).

As plantas sintetizam dois tipos de metabdlitos: primarios e secundarios.
Os metabdlitos primarios sdo responsaveis pela sobrevivéncia das plantas e
desempenham um papel ativo na fotossintese, respiracdo e absorcdo de
nutrientes, enquanto os metabdlitos secundarios estdo intimamente relacionados
aos processos de defesa das plantas (PATRA et al., 2023).

Cerca de 8.000 compostos fendlicos ou polifendis ja foram relatados,
representando uma ampla classe de metabdlitos secundarios de plantas e a
maior classe de fitoquimicos. Sdo amplamente distribuidos no reino vegetal e se
originam da via fenilpropandide. As trés principais classes de fendlicos dietéticos
sao flavonoides, acidos fendlicos e taninos, conhecidos por possuirem atividades
biolégicas promotoras da saude, como antioxidantes, anti-inflamatorias,
redutoras do colesterol e/ou atividades anticancerigenas. Dentre eles é possivel
citar os compostos polifendlicos como as catequinas no cha verde e no vinho, as
antocianinas nas frutas vermelhas, os flavondis proeminentes na cebola e nas
folhas verdes e as isoflavonas na soja (SAURA-CALIXTO, 2011).

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas do mundo, depois da China e
da india. A produgao brasileira de frutas é de 58 milhdes de toneladas. De 2002
a 2009, o valor das exportacdes de frutas, polpas e sucos brasileiros aumentou
a uma taxa anual de 16,16% (EMBRAPA, 2022).

3.3NUTRACEUTICOS

Os nutracéuticos sdo formulagcdes especialmente desenvolvidas com o
propésito de atender necessidades dietéticas especificas e/ou oferecer

cuidados preventivos de saude. Eles sdo compostos por nutrientes que
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auxiliam naprevencdao e tratamento de certas doencas, além de atuarem como
suplementos alimentares. O termo "nutracéutico” foi cunhado pelo Dr. Stephen
De Felice em1989, combinando as palavras "nutricdo” e "farmacéutico”. Esses
produtos sé&o alimentos ou partes de alimentos que proporcionam diversos
beneficios a saude,incluindo o tratamento e/ou a prevengdo de doengas. A
ciéncia da nutricdo tem se expandido cada vez mais, desde a identificacdo de
deficiéncias nutricionais até o foco na promocédo da saude humana e na
prevencao e tratamento de doengas crbnicas. Os termos "nutracéuticos”,
"suplementos alimentares" e "suplementos dietéticos" evoluiram apds o
conceito ter sido introduzido pelo Dr.De Felice. Nao ha uma distincdo clara
entre suplementos alimentares e nutracéuticos estabelecida pelas autoridades
regulatérias (SANTINI; NOVELLINO, 2018).

A literatura tem dado énfase a redefinicdo do conceito de nutracéuticos,
considerando a sua eficacia, seguranga e toxicidade. Os produtos alimenticios
consistem em substancias nutritivas que sdo consumidas, ingeridas ou utilizadas
de alguma forma para fornecer energia e promover o crescimento. Dessa
maneira, € amplamente reconhecido e utilizado o processo de isolamento de
nutrientes para a fabricagdo e desenvolvimento de produtos como os
nutracéuticos. Assim, faz-se necessario o entendimento entre a diferenga de
alimentos/suplementos dietéticos e nutracéuticos, o ponto de partida € identificar
um alvo epidemiolégico, seguido por estudos de seguranca e eficacia que
compreendam o mecanismo de acdo. Uma abordagem para diferenciar essas
duas categorias de formulagdes é descrever os "suplementos alimentares" como
agentes para suprir deficiéncias em micro ou macronutrientes. Além disso, o uso
de um "nutracéutico" no tratamento de uma doenga patoldgica deve ser baseado
em solidas evidéncias cientificas (SANTINI; NOVELLINO, 2018).

Os suplementos nutricionais devem ser apoiados por evidéncias clinicas
adequadas, apresentando um perfil de seguranga solido com poucos efeitos
colaterais indesejaveis e uma melhor biodisponibilidade. Existe uma linha ténue
de distingdo entre esses dois tipos de formulagbes (nutracéutico e suplementos
alimentares): os mesmos ingredientes podem funcionar como nutracéuticos ou
suplementos alimentares, mas a diferenciacdo pode ser feita com base em
alegacgbes especificas. Os nutracéuticos englobam alimentos pré e pré-bidticos,

além de alimentos para usos médicos especiais, enquanto os suplementos
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alimentares incluem uma variedade de minerais, vitaminas, proteinas e
alimentos funcionais. Ao incorporar nutracéuticos a dieta diaria, € possivel
prolongar ou até mesmo eliminar a necessidade de medicamentos em individuos
saudaveis, proporcionando uma abordagem n&o farmacoldgica alternativa para
o tratamento de condigbes patoldgicas, auxiliando assim na prevencdo de
disturbios patolégicos (KESERVANI et al., 2017).

Os nutracéuticos tém demonstrado uma ampla gama de beneficios,
incluindo resultados promissores na prevencdo e tratamento de doencas
complexas. No entanto, € essencial que a administracdo e prescricdo desses
produtos sejam cuidadosamente regulamentadas, a fim de evitar seu uso
indiscriminado e potenciais efeitos colaterais. E necessario um controle
adequado para garantir a seguranga e eficacia dos nutracéuticos, bem como
para evitar praticas enganosas ou desinformagao relacionadas a esses produtos.
A regulamentacgao rigorosa € fundamental para assegurar que os nutracéuticos
sejam utilizados de maneira responsavel e orientada por evidéncias cientificas,
garantindo assim os melhores resultados para a saude dos consumidores (PURI
et al., 2022).

Diversos pesquisadores tém estudado nutracéuticos baseados em
compostos de farmacos, visando melhorar a eficacia e a biodisponibilidade
desses produtos. Algumas estatinas, por exemplo, tém sido utilizadas com
segurancga e eficacia na prevencao de doengas cardiovasculares, inclusive em
gestantes. Nutracéuticos com perfis de seguranca eficazes e impacto bem
estabelecido durante a gravidez podem representar uma opgao terapéutica
adequada para prevenir diabetes mellitus e disturbios hipertensivos, ou podem
atuar como adjuvantes a terapia com medicamentos convencionais. O calcio,
acidos graxos poli-insaturados 6mega-3, vitamina D, acido félico, resveratrol,
acido alfa-lipdico, zinco, Inositol e suplementos probidticos sdo exemplos de
potenciais nutracéuticos com propriedades comprovadas, que podem ser

considerados para novos desenvolvimentos terapéuticos (PURI et al., 2022).

3.4MERCADO NUTRACEUTICO
O mercado de nutracéuticos continua robusto e em constante crescimento,
com uma demanda crescente por produtos como antioxidantes, acidos graxos

6mega-3 e diversas plantas, incluindo algas, aloe vera, algas marinhas e grama
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de trigo, bem como chas e ervas como ginseng e Equinacea. Pesquisas recentes
indicam que o mercado global de nutracéuticos esta em expansao e prevé-se
que possa atingir US$ 340 bilhdes até o ano de 2024. A taxa de crescimento
anual composta (CAGR) para nutracéuticos é estimada em 7,2% no periodo de
2016 a 2024. Esse aumento no crescimento da industria de nutracéuticos esta
relacionado a varios fatores, incluindo o aumento da demanda por esses
produtos, uma maior conscientizacdo sobre os beneficios da nutricdo e uma
crescente preocupacdo com a saude observada na sociedade (ELKHALIFA et
al., 2021).

Atualmente, os principais mercados nutracéuticos globais séo a Europa, os
Estados Unidos e o Japao, que respondem por mais de 90% do mercado total.
Prevé-se que o mercado global de nutracéuticos atinja US$ 336 bilhdes até 2023,
em comparagdo com US$ 247 bilhdes em 2019, com uma taxa de crescimento
anual composta (CAGR) de 8%. Com o amadurecimento desses mercados
globais, as empresas do setor nutracéutico estao direcionando sua atencao para
as economias em desenvolvimento, especialmente na regido da Asia-Pacifico,
incluindo a india. Em 2017, o mercado indiano representava apenas 2% do
mercado global de nutracéuticos, porém estima-se que chegue a US$ 11 bilhdes
até 2023, com um CAGR de 21%. Espera-se que, até 2023, a india detenha pelo
menos 3,5% de participacdo no mercado global de nutracéuticos (CHAUHAN et
al., 2013).

O virus COVID-19 impactou indiretamente todos os setores, e as
repercussdes de longo prazo ainda sao dificeis de prever. Em uma situagao pos-
pandemia, a economia global continua enfrentando dificuldades, e seu impacto
no comércio global e no mercado de nutracéuticos esta se intensificando devido
a rapida deterioragao no fornecimento de produtos, independentemente da alta
demanda. A industria nutracéutica nao tem sido capaz de suprir a lacuna entre a
alta demanda e a baixa oferta, uma vez que 75 a 80% da matéria-prima utilizada
na producao de nutracéuticos é proveniente da China, que fornece para a
América do Norte, Europa e Asia-Pacifico (GALANAKIS, 2017).

Devido a paralisacao da producao na China e as condi¢des recessivas nas
regides de origem, houve uma reducgao na producao de nutracéuticos. Houve um
aumento significativo na demanda por suplementos alimentares por parte dos

consumidores, pois eles sao vistos como uma maneira de fortalecer a fungéo
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imunoldgica e reduzir possiveis ameacas a saude. No entanto, o fornecimento
limitado tem dificultado a resposta a essa demanda crescente (CHAUHAN et al.,
2013).

Ainda nao existe uma definicdo oficialmente compartilhada e amplamente
aceita para nutracéuticos. Esses produtos também sio conhecidos como
“alimentos farmacéuticos” e podem ser considerados uma poderosa ferramenta
que se situa entre a dieta e os medicamentos. Os nutracéuticos englobam
diversas formulagdes que contém macronutrientes (como acidos graxos 6mega-
3, magneésio, potassio e calcio), micronutrientes (como minerais e vitaminas) e
fitoquimicos presentes nas fontes alimentares. Esses produtos podem ser
encontrados em farmacias e sao utilizados para complementar a dieta,

fornecendo beneficios adicionais a saude (PURI et al., 2022).

3.5MEIO AMBIENTE

Os compostos bioativos tém sido alvo de grande interesse devido as suas
propriedades bioativas bem reconhecidas, como efeitos antibacterianos, anti-
inflamatorios, antioxidantes e quimiopreventivos. Esses compostos sao
encontrados em abundancia em fontes naturais como plantas aromaticas, frutas,
vegetais, sementes, bebidas e temperos, bem como em subprodutos gerados
durante o processamento industrial desses alimentos (PALOS-HERNANDEZ et
al., 2022).

O aumento da conscientizagdo sobre a importancia da alimentagdo na
saude tem impulsionado a demanda por alimentos funcionais que contenham
ingredientes bioativos naturais. Esses alimentos sao projetados para fornecer
beneficios além das necessidades nutricionais basicas, com o objetivo de
promover a saude e o bem-estar. A incorporacdo de ingredientes altamente
valiosos em alimentos funcionais pode aumentar o conteudo e a
biodisponibilidade de compostos naturais promotores da saude, proporcionando
uma abordagem mais holistica para a nutricdo e contribuindo para uma melhor
saude geral (STUPAR et al., 2021).

A industria alimenticia esta direcionando recursos significativos para o
desenvolvimento de novos produtos alimenticios funcionais e adocdo de
tecnologias modernas. A incorporagao de alimentos funcionais na alimentagao

diaria vai além da nutrigdo basica, contribuindo para melhores habitos
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alimentares que podem ter efeitos positivos na saude, melhorando as condi¢des
gerais e reduzindo o risco de doengas (HUANG et al., 2017; ZHUANG et al.,
2017).

Essa tendéncia reflete o crescente interesse dos consumidores em adotar
uma alimentacdo saudavel e proativa em relacdo a saude. Os consumidores
estdo buscando alimentos que oferecam beneficios adicionais para além da
nutricdo basica, como fortalecimento do sistema imunoldgico, melhoria da saude
cardiovascular, aumento da energia e melhor fungdo cognitiva. Como resultado,
a industria alimenticia esta desenvolvendo produtos inovadores e utilizando
ingredientes bioativos naturais para atender a essa demanda crescente por
alimentos funcionais (WANG, T. et al., 2017).

Ao mesmo tempo, ha um aumento da conscientizagdo ambiental e a
promog¢do das metas da Agenda 2030 para o Desenvolvimento Sustentavel.
Essas metas incluem o uso eficiente dos recursos naturais e a gestdo adequada
dos produtos quimicos e de todos os residuos ao longo de seu ciclo de vida.
Nesse contexto, a utilizacdo de subprodutos vegetais ricos em compostos
fendlicos também se encaixa nessa abordagem sustentavel, permitindo o
aproveitamento maximo dos recursos disponiveis e contribuindo para a reducéao
do desperdicio. Essa combinacdo de beneficios bioativos e sustentabilidade
torna os compostos fendlicos uma area de grande interesse para pesquisadores
e industria, impulsionando o desenvolvimento de novas estratégias e tecnologias
para sua extracao, aproveitamento e aplicagao em diversos setores (HUANG et
al., 2017).

3.6SOLVENTES EUTETICOS

A relacao entre alimentacdo e saude humana esta se tornando cada vez
mais evidente, o que esta influenciando as escolhas alimentares dos
consumidores. Além disso, o desenvolvimento de sistemas alimentares
sustentaveis continua sendo um desafio para a industria, com a necessidade de
reduzir o desperdicio de alimentos e aproveitar melhor os recursos subutilizados.
Como resultado, ingredientes ou aditivos alimentares naturais estdo sendo
considerados como substitutos para os sintéticos, devido aos seus efeitos

nutricionais e beneficios para a saude, além de suas propriedades tecnolégicas.
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Essa tendéncia reflete uma busca por opgdes mais saudaveis, seguras e
sustentaveis na producao e consumo de alimentos (BENVENUTTI et al., 2020).

Para esse fim, compostos bioativos derivados de plantas estdo sendo
amplamente estudados. Além dos materiais vegetais convencionais,
subprodutos vegetais como cascas, sementes, talos, bagagos e outros também
estdo sendo considerados para estudos. Isso ocorre porque a maioria das
biomassas contém uma alta concentragao de compostos bioativos, tornando-os
fontes acessiveis e econ6micas desses compostos. Essa abordagem estimula
os conceitos de biorrefinaria e economia circular, em que subprodutos vegetais
anteriormente descartados s&o valorizados e aproveitados para a obtengao de
compostos bioativos. Essa tendéncia promove a utilizagdo sustentavel de
recursos naturais e contribui para a reducdo do desperdicio e a criacao de
processos mais eficientes e ambientalmente amigaveis na industria alimenticia
e de produtos naturais (BENVENUTTI et al., 2020).

Nos ultimos anos, as técnicas verdes tém ganhado mais atengao,
especialmente no campo da Quimica Verde. O desenvolvimento de solventes
verdes tem sido um dos aspectos mais importantes dessa abordagem. Uma
classe de solventes que esta recebendo destaque sdo os solventes eutéticos
profundos naturais (NADES), compostos por metabdlitos primarios de células
vivas (WEI et al., 2015).

Os NADES sao geralmente compostos por componentes que séo
abundantes em nossa alimentacdo diaria, tornando-os uma opg¢ao barata,
sustentavel e segura. Eles representam uma excelente alternativa aos liquidos
iGnicos, que sao caros, dificeis de preparar e ndo sdo ecologicamente corretos.
Os NADES apresentam diversas vantagens como solventes, como baixo custo,
inércia quimica em relacdo a agua, viscosidade ajustavel, facilidade de
biodegradagao, toxicidade farmaceuticamente aceitavel e sustentabilidade,
entre outras (ALANON et al., 2020).

Essas caracteristicas tornam os Nades uma opc¢ao atrativa para substituir
solventes convencionais em diversas aplicagdes, promovendo a reducido do
impacto ambiental e a utilizagdo de recursos renovaveis. A utilizagdo de
solventes verdes, como os NADES, contribui para uma abordagem mais

sustentavel na industria quimica, reduzindo o consumo de recursos nao
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renovaveis e minimizando a geragao de residuos quimicos nocivos (BOSILJKOV
etal., 2017; CUl et al., 2018; IVANOVIC et al., 2021).

Os solventes eutéticos tém se mostrado uma opgao promissora na extragao
de compostos bioativos de fontes naturais, como plantas e alimentos. Esses
solventes oferecem vantagens significativas em relacdo aos solventes
convencionais, pois apresentam propriedades fisico-quimicas especificas que os
tornam altamente eficientes na extracao seletiva de compostos desejados. Os
solventes eutéticos consistem em misturas liquidas formadas pela combinacao
de dois ou mais componentes. A escolha dos componentes é crucial para obter
um solvente eutético com caracteristicas adequadas para a extracdo de
compostos bioativos (BENVENUTTI et al., 2020; PALOS-HERNANDEZ et al.,
2022; ZHUANG et al., 2017).

A principal propriedade dos solventes eutéticos € o ponto de fusao
depressivo, que é significativamente mais baixo do que os pontos de fusdo dos
componentes individuais. Esse ponto de fusdo depressivo € obtido devido as
interacbes moleculares especificas entre os componentes da mistura, como
ligacbes de hidrogénio, dipolo-dipolo e forgas de van der Waals. Quando
aplicados na extragdo de compostos bioativos, 0s solventes eutéticos
demonstram alta solubilidade para uma ampla gama de compostos, incluindo
fendis, flavonoides, terpenos, alcaloides e outros compostos de interesse. Além
disso, sua capacidade de extracdo seletiva € um dos principais beneficios
desses solventes (BARBIERI et al., 2020; WANG, X. H.; WANG, 2019; WEI et
al., 2015).

Os solventes eutéticos sédo projetados para apresentar afinidade seletiva
por determinados compostos, permitindo a extracao preferencial dos compostos
bioativos desejados, enquanto reduzem a extragdo de compostos indesejados.
Isso ocorre porque as interagdes quimicas entre os solventes e os compostos
alvo pode ser ajustadas pela escolha dos componentes da mistura e pela
proporcao entre eles. Outra vantagem dos solventes eutéticos é a sua baixa
volatilidade. Isso significa que eles tém uma menor taxa de evaporagdo em
comparagao com solventes convencionais, 0 que resulta em menor perda de
compostos volateis durante o processo de extragdo. Essa caracteristica é
particularmente valiosa quando se trabalha com compostos bioativos sensiveis
ao calor (GONZALEZ et al., 2018).
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Além disso, os solventes eutéticos sdo considerados mais seguros e
ambientalmente amigaveis em comparagdo com alguns solventes organicos
convencionais, como os clorados ou aromaticos, que podem ser toxicos ou

apresentar riscos para a saude humana e o meio ambiente (AKLI et al., 2022).
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Mpartii::l' COZ'E/%SM Composicdo DES RMA1 TEMPO N;tt?gga%e Quantificagdo/Determinacgéo Resultados Referéncias
Cloreto de Colina + Propilenoglicol 1:2 21 min Secagem em
estufa do material;
moida em moinho Melhor Antocianina :
. o o de facas; Cloreto de Colina +
Cloreto de Colina + Acido Citrico 1:1 6H peneirada e Propilenoglicol
uniformizada em _ Pior Antocianina:
malha 20 e 48. Acido Citrico + Glicose +
Bagaco de Antocianina e ina + Aci " . Maceradas a 323 . . . ) . Agua L. Benvenutti
Jabuticaba Pectina Cloreto de Colina + Acido Malico 1:1 6H K em solventes, Andlise em Differential Scanning Calorimetry (DSC) ~ Melhor Pectina etal, 2020.
apods o Acido Citrico + Glicose +
Acido Citrico + Glicose + Agua 1:1:3 50 min procedimento foi Agua
realizada a Pior Pectina:
. centrifugacéo e Cloreto de Colina +
Acido Citrico + Propileno Glicol 11 5H retirado o Propilenoglicol
sobrenadante
3 para purificacéo.
Betaina + Acido Citrico 31 7H
Cloreto de Colina + 1,4-butanodiol 1:2
Cloreto de Colina + 1,3-butanodiol 1:2
Cloreto de Colina + Acido 1:2 A separacéo foi realizada em sistema de cromatografia liquida de
Maldnico ’ alta eficiéncia (U3000, Thermo Scientific, EUA) equipado com Melhor:
i P, . . . - detector UV para quantificagdo de acido elagico, isoquercitrina, . S
ggdgeii?ilsg Cloreto de Colina * DL:Ma"CO 1:2 Oggnégdzoem miricetina, luteolina e eugenol. A separacéo foi realizada em um Elite l‘i:\,ul}ﬁ,‘r?icc’g'?:n;ﬁg'go
Cravo-da- Lquteolina ! Cloreto de Colina + Acido 1:2 50 o’u 66 mi'n Extragdo Assistida Supersil ODS2 (4,6 mmx250 mm, 5 um) (Dalian, China). A fase roporco 1:3) J. Dong et al.
India Eugenol é Levulinico ’ Melhor tempO" por Ultrassom movel consistia em acetonitrila (fase mével A) e solugdo aquosa de prop Pigor' ’ 2022
i : g P o h ~ : :
Miricetina 1,4-butanodiol + Acido Levulinico 1:2 30 min aCId_O férmico a_0,~2A1 (_fase mo_veI‘B) na vazao de 1’0_m|‘/mm' O Cloreto de Colina + DL-
gradiente de eluigao foi o seguinte: 0—20 min (84% B); 20—-35 min Malico
1.4-butanodiol + Acido Malénico 1:2 (84-79% B); 35—40 min (79-75% B); 40-50 min (75-69% B); 50-63
’ min (69-45% B).
1,3-butanodiol + Acido Levulinico 1:2
1,3-butanodiol + Acido Malénico 1:2
Cloreto de Colina + 1,4-butanodiol 1:2
Cloreto de Colina + Glicerol 12 Sistema de cromatografia liquida Agilent série 1200 (Agilent, San
; ; ; . Jose, CA) equipado com uma bomba quaternaria G1311A, um
Cloreto de Colina + Etilenoglicol 1:2 e L
9 desgaseificador G1322A, um detector UV 1365B MWD e um injetor
Cloreto de Colina + Acido Citrico 1:2 Extracio por manual G1328B. A separagao cromatogréafica de quatro flavonoides Melhor:
HuangQin Flavonoides i 12 min Micrc?ondzs foi realizada em uma coluna de fase reversa Luna C18 (250x4,6 mm Cloreto de Coliné + Acido Z.-F. Wei et al,
(raizes) Cloreto de Colina + Acido Malico 1:2 (MAE) id, 5 m, Phenomenex, Guangzhou) protegido por uma coluna de LAtico (proporcao 1:3) 2015.
protecdo. A fase moével consistiu em solugéo aquosa de acido proporg ’
1:2: férmico a 0,1% (A) e acetonitrila (B) usando o seguinte programa de
31 eluigdo gradiente para separagdo: 0-8 min, 25-45% B; 8—10 min,
3 2:11 45% B; 10-15 min, 45-52% B; 15-20 min, 52-70% B.
Cloreto de Colina + Acido Léatico ljlj
1:3;

1:4
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Cloreto de Colina + Glicose 1:2
Cloreto de Colina + Sorbitol 1:2
Cloreto de Colina + Sacarose 1:2
Cloreto de Colina + Maltose 1:2
Acido Citrico + Sacarose 1:2
Acido Citrico + Glicose 1:2
Acido Latico + Sacarose 1:2
Cloreto de Colina + Propilenoglicol 1:2 Extracdo Liquida Melhor: . L. Benvenutti
Jabuticaba Antocianinas i 12 min Pressurizada Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas Cloreto de Colina + Acido ét al 2022
Cloreto de Colina + Acido Malico 1:1 (PLE) Mélico ! ’
2:1;
Acido Caprilico + Acido Céaprico 3:1;
4:1;
Acido Caprilico + Acido Laurico 31
Acido Pelargénico + Acido Laurico 31 HPLC: sistema de cromatografia com detector SPD-20AV UV-Vis
9 ’ (Shimadzu, Japéo) foi usado. A cromatografia foi realizada em ’ Melhor:
A i - A i : . Extracdo Assistida  gradiente de solvente variando a proporgéo de solvente A (20% (v/v) Acido Caprilico + Acido
Acido Céprico + Acido Laurico 2:1 . . P ~
Abodbora B-caroteno P 10 min por Ultrassom agua e 80% (v/v) metanol) e solvente B (50% (v/v) acetona e 50% Céprico (proporgao 3:1) A St;ggrlet al.
o . o . (UAE) (v/v) v) metanol) em vazdes de 1 mL/min com o seguinte perfil de Pior:
Acido Pelargonico + Acido Caprico 5.4 gradiente: 25% B 0—3 min; 75% B 3-6 min; 90% B 6-10 min; 100%  DL-Mentol + Acido Laurico
+ Acido Laurico B 10—18 min; 50% B 18-25 min; 25% B 25-32 min.
DL-Mentol + Acido Caprico 2:1
DL-Mentol + Acido Caprilico 1:1
DL-Mentol + Acido Laurico 2:1
Um sistema cromatografico Agilent Technologies Series 1200 (Santa
Clara, CA, EUA) equipado com um detector de arranjo de fotodiodos
) (DAD) foi usado para anélise HPLC. A andlise foi realizada em um . Melhor:
Acido Citrico + B-alanina 1:2 Extragdo Assistida Luna C18 (2) (100 mmx4,6 mm, 5um) (Phenomenex, Utrecht, Acido Citrico + B-alanina +
. . . p " ) Oomen, et al.,
Huang Qin Flavonoides . 30 min por Ultrassom Holanda) a coluna e as amostras foram eluidas com um gradiente i 50% agua 2020
Acido Citrico + Prolina 1:1 (UAE) de 0,1% de acido férmico em agua (solvente A) e 0,1% de acido Acido Citrico + Prolina +

férmico em acetonitrila (solvente B) como segue: 15% B (0-13 min),
15-75% B (13-14 min), 75-15% B (14-14,10 min), 15% (14,10—
15,10 min) a uma taxa de fluxo de 1 mL/min.

40% de agua
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3.7 CAMU-CAMU

O camu-camu (Myrciaria dubia McVaugh) é considerado uma fruta nativa
da bacia Amazénia é cultivada no Brasil, Peru, Coldmbia, Equador e Bolivia. O
fruto € uma baga de 2-3 cm de didmetro pertencente a familia Myrtaceae e seu
habitat varia desde os solos férteis das planicies peruanas, onde os Andes séo
diretamente influenciados, até os solos pobres das praias de areia branca do
Peru. A planta consegue se adaptar de acordo com seu habitat; em solos férteis,
as raizes sao curtas e proximas ao caule principal; por outro lado, em solos
pobres como areia branca, as raizes podem se estender até trés vezes sua altura
ou mais. Esse fato tem impacto direto na producao de frutas, com plantas bem
nutridas frutificando todos os anos, enquanto plantas em solos pobres frutificam
a cada dois ou trés anos (SANTOS et al., 2022).

A arvore frutifica entre novembro e marco e é considerada a fruta com maior
teor de vitamina C (1-3 g/100 g). No entanto, seu consumo no Brasil € limitado,
exceto na regido norte, onde a polpa e o suco sao comercializados
(CONCEICAO, NATALIA et al., 2020). Na regido amazonica ja existe tecnologia
de producdo. Materiais melhorados geneticamente com alto teor de acido
ascorbico e alta produtividade podem atingir 10 a 23 kg de fruto/planta/colheita,
podendo ser reproduzidos assexuadamente pela tecnologia de clonagem
(SANTOS et al., 2022). O consumo dessa fruta ja é popular no Peru,
principalmente para a producao de sucos e sorvetes, e a demanda internacional
pelo camu-camu é crescente no Japao, Europa e América do Norte (CUNHA-
SANTOS et al., 2019).

Algumas frutas nativas brasileiras podem ser consideradas excelentes
fontes de compostos bioativos. Dentre elas, o camu-camu se destaca por ser
uma excelente fonte de vitamina C, rico em antocianinas, possui capacidade
antioxidante in vitro cerca de 120 vezes maior que outras frutas, além de conter
alto teor de acido elagico (CUNHA-SANTOS et al., 2019; FIDELIS; DE
OLIVEIRA; et al., 2020).

3.7.1 Aspectos botanicos e geograficos do fruto
O camu-camu pode ser encontrado em quase toda a Amazodnia brasileira
(Amazénia, Roraima, Rondénia, Tocantins etc.), apresentando-se como um

pequeno arbusto atingindo de 4 a 8 m de altura. E uma Angiosperma pertencente
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a familia Myrtaceae, espécie silvestre geralmente encontrada nas margens de
rios e coérregos, com a parte inferior do caule (cerca de 30% a 40% de sua altura)
ainda submersa e possivelmente permanece de 4 a 6 meses embaixo da agua.
agua. Os brotos se formam quando o nivel do rio cai. Quando seus niveis
aumentam, a floracao e a frutificacdo comegam. A temperatura média ideal para
o desenvolvimento do camu-camu é em torno de 25 °C com umidade relativa de
70 a 95% (ZANATTA; MERCADANTE, 2007).

O cultivo em solos sem alagamento (ambiente seco) tem sido cultivado no
Brasil como uma alternativa para expandir a area plantada, ja que esta frutifera
€ pouco conhecida no pais. Esta surge como uma alternativa para aumentar sua
producao, espalhando a espécie para diferentes regides do Brasil e assim
tornando-a mais conhecida e acessivel. O camu-camu € uma planta perene que
frutifica entre novembro e margo quando cultivada em ambientes alagados. Por
outro lado, em ambientes secos podem ocorrer duas colheitas por ano, uma de
novembro a margo e outra em junho e julho (CUNHA-SANTOS et al., 2019;
FIDELIS; DO CARMO; et al., 2020; ZANATTA; MERCADANTE, 2007).

3.7.2 Caracteristicas do fruto

Os frutos do camu-camu sdo redondos, de 10 a 32 mm de didmetro e
pesam entre 8,5 e 10 g. Eles sédo de cor vermelha, tornando-se roxo escuro no
final da maturidade. A polpa € aquosa e acida e contém de 2 a 3 sementes. A cor
do camu-camu se deve a presenga de antocianinas, que se concentram
principalmente no pericarpo (casca) e s6 sao transferidas para a polpa durante
o processamento industrial (ZANATTA; MERCADANTE, 2007). Portanto, é
importante que o consumo e processamento do fruto ocorra junto com a casca,
pois sua auséncia faz com que o aproveitamento das antocianinas presentes no

camu-camu seja baixo.
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Figura 1 — Frutos de camu-camu (Myrciaria dubia)
maduros (a esquerda) e verdes (a direita)

Fonte: o autor, 2024

Devido a essa caracteristica, devem ser colhidos no estagio ideal de
maturacdo comestivel (caracterizado por uma casca avermelhada), pois nao
amadurecerao totalmente apds a colheita. Portanto, se colhidas nos estagios
iniciais de desenvolvimento, ainda verdes, ndao podem ser consumidas
posteriormente, pois seus componentes prejudicam o sabor da fruta. Devido a
alta acidez e sabor muito acidos, esta fruta raramente € consumida in natura. Por
isso, € utilizado no preparo de diversos produtos como sucos de frutas, sorvetes,
picolés, geleias e licores (DAS CHAGAS et al.,, 2021). Dessa forma, o
beneficiamento dos produtos derivados do camu-camu pode se tornar uma
alternativa de renda para as comunidades da Amazoénia brasileira, onde o fruto
€ obtido por meio do extrativismo dos arbustos que ocorrem naturalmente nas
margens dos rios (SANTOS et al., 2022).

O camu-camu é uma das arvores frutiferas que os moradores locais podem
colher, pois os frutos amadurecem nos periodos de cheia, quando ribeirinhos e
pescadores perdem seus empregos. Por outro lado, os derivados também
podem impulsionar o desenvolvimento econdmico dos produtores de frutas, uma
vez que o0 consumo in natura nao é a forma mais rentavel. A maior producao de
camu-camu esta concentrada na Amazbnia peruana, pois as condigdes

climaticas favorecem o cultivo da fruta. Consequentemente, o Peru € o maior
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exportador de camu-camu, respondendo por 72% das exportagcdes da fruta em
2011, segundo a OTCA (Organizagao do Tratado de Cooperagdo Amazédnica).
As principais formas comercializadas no pais sdo camu-camu em poé (76%),
extrato (13,4%) e camu-camu desidratado (6,2%). O pais de destino foram os
EUA (56% das vendas), seguido do Canada (19%), Reino Unido (5,3%), Japao
(4,4%), Franca (2,9%), Australia (2,8%) e Alemanha (2,7%) (OTCA, 2011)
(CONCEICAO, NATALIA et al., 2020; CUNHA-SANTOS et al., 2019; SANTOS et
al., 2022; ZANATTA; MERCADANTE, 2007).

O grande interesse pelo camu-camu esta principalmente relacionado a sua
composicao diversificada, com significativa concentracdo de compostos
bioativos (Figura 2), o que torna o fruto uma matéria-prima promissora para a

elaboragao de alimentos funcionais e/ou fitoterapicos.

Figura 2 - Compostos bioativos presentes no camu-camu

Carotenoides:
B-caroteno e
luteina

Antocianinas

Flavonoides:
rutina e
quercetina

Acido elagico

Fonte: o autor, 2024

3.7.3 Principais compostos bioativos
3.7.3.1  Carotenoides
Diferentes tipos de carotenoides sao biosintetizados pela mesma via
metabdlica, onde modificagdes inerentes a formacao de cada composto levam a
diferentes estruturas que surgem nas plantas. O mevalonato é um precursor
importante na via biossintética para a producéo de carotenoides, uma vez que o

isopentenil difosfato, o composto base de todos os isoprenoides, é derivado do
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mevalonato. Este € convertido através de uma série de reagdes em fitoeno (o
primeiro composto de 40 carbonos, mas ainda incolor), que € dessaturado em
licopeno. O licopeno sofre ciclizagédo para produzir B-caroteno, que é convertido
em luteina apds a hidroxilagdo (ZANATTA; MERCADANTE, 2007).

Os varios tipos de carotenoides sdo geralmente divididos em dois grupos
principais: caroteno, cuja composigao quimica consiste em carbono e hidrogénio;
e luteina, que sao derivados contendo oxigénio. O caroteno, devido a sua
estrutura, € apolar; enquanto a luteina € um pouco polar, dependendo da
presenga de grupos organicos contendo oxigénio (cetonas, alcoois e aldeidos)
na estrutura. Assim, o caroteno € capaz de atuar dentro das membranas
lipoprotéicas das células, protegendo-as da oxidagdo. Ja a luteina é menos
hidrofébica e capaz de reagir com radicais livres presentes na regido aquosa da
superficie da membrana celular (ORDONEZ-SANTOS; ESPARZA-ESTRADA;
VANEGAS-MAHECHA, 2021).

Os carotenoides in vivo atuam principalmente como desativadores de
oxigénio singleto ou como sequestradores de radicais peroxila, reduzindo a
oxidacéo do DNA e lipidios. Como tal, podem ser capazes de reduzir a incidéncia
de cancro, doengas cardiacas e doengas degenerativas, uma vez que estas
patologias estdo diretamente relacionadas com processos oxidativos. Um estudo
correlacionando os niveis de luteina e caroteno no plasma de pacientes com
doenca cardiovascular (crénica e aguda) descobriu que luteina, a-caroteno e (3-
caroteno. O nivel de eritromicina foi menor do que o grupo controle. Observagdes
sugerem que esses compostos estao diretamente relacionados a essas doencgas
e podem interferir em seu desenvolvimento. Neste estudo, os autores
demonstraram uma relacao direta entre a luteina e a redugcao da espessura da
placa aterosclerotica, levando a pensar que este carotenoide pode atuar como
adjuvante na progressdo da aterosclerose (ORDONEZ-SANTOS; ESPARZA-
ESTRADA; VANEGAS-MAHECHA, 2021).

O B-caroteno é um dos principais carotenoides da dieta devido a sua
capacidade de ser convertido em vitamina A. Apos a ingestdo, pode ser
absorvido em sua forma original ou hidrolisado a retinol, dependendo
principalmente das propriedades da matriz alimentar e de fatores intrinsecos
individuais, como o estado do trato gastrointestinal e o aporte de vitamina A no

organismo, sendo esta ultima o mais relevante dos fatores. A interagdo dos
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carotenoides com outros componentes dos alimentos e o tipo de processamento
das matérias-primas sao fatores que afetam a biodisponibilidade dos
carotenoides (GARCIA-CHACON; MARIN-LOAIZA; OSORIO, 2023).

3.7.3.2 Vitamina C (Acido ascérbico)

A vitamina C dietética é necessaria porque os seres humanos, ao contrario
das plantas, ndo podem sintetizar este composto devido a falta da enzima
hepatica L-gulonolactona oxidase, que catalisa a conversao de L-gulonolactona
em acido ascorbico. O alto teor de vitamina C, portanto, o camu-camu é um
importante alimento dietético, pois € uma excelente fonte de nutrientes que nao
podem ser sintetizados pelo corpo humano (CUNHA-SANTOS et al., 2019).

A ingestdo diaria recomendada de vitamina C para adultos é de
aproximadamente 60 mg. Como o camu-camu contém grandes quantidades
dessa vitamina, geralmente consumir 6 g, ou um camu-camu, € suficiente para
atender a ingestao recomendada. Vale ressaltar que, devido ao alto teor de
vitamina C do camu-camu, o consumo exagerado dessa fruta pode desencadear
nauseas ou diarreia. No entanto, por ser um composto soluvel em agua, o
excesso de vitamina C é rapidamente excretado pela urina e, a longo prazo, pode
causar problemas renais e vesicais devido a grande quantidade de excregao
produzida. Porém, devido a deposicdo de seu principal metabdlito, o acido
oxalico, pode levar a formacao de calculos renais (SANTOS et al., 2022).

Por ser uma substéancia soluvel em agua, a vitamina C é a primeira linha de
defesa contra os radicais livres em meio aquoso. Atua contra a peroxidacao
lipidica de duas formas: no plasma sanguineo, ao neutralizar os radicais livres,
minimizando o risco de oxidacdo das lipoproteinas, principalmente a LDL
(lipoproteina de baixa densidade); ou na regeneragao de antioxidantes lipofilicos,
que atuam sinergicamente com a vitamina E, apds sua oxidagao doando atomos
de hidrogénio para regenera-la (DO CARMO et al., 2020; GARCIA-CHACON;
MARIN-LOAIZA; OSORIO, 2023).

A vitamina C também é importante em outras vias metabdlicas, como
formacao de colageno, fortalecimento do sistema imunoldgico e biossintese de
aminoacidos. Durante a formacao do colageno, além do ferro e do oxigénio, &
necessaria a formacao de hidroxiprolina e hidroxilisina, dois aminoacidos que

fazem parte da composigao do colageno. Portanto, a ingestao do fruto do camu-
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camu pode favorecer o processo de cicatrizacdo, e o alto teor de vitamina C
contido no fruto pode favorecer a produgao de colageno, promovendo assim a
reconstrugao da pele. Ao mesmo tempo, o camu-camu também tem potencial
para ser utilizado na preparagao de produtos fitoterapicos para uso direto no
tratamento de lesées cutaneas (GONCALVES, A. E. DE S. S., 2012).

No sistema imunoldgico, a vitamina C estimula a producgao de interferons e
imunoglobulinas A e M, responsaveis por proteger o organismo de agentes
externos como virus, bactérias e células tumorais. Devido a este e outros fatores,
foi estabelecida uma relagdo direta entre a vitamina C e o cancer, pois um
sistema imunoldgico fortalecido promove o aumento da producdo de células
imunoldgicas que destroem células pré-cancerosas e cancerigenas que 0 corpo
reconhece como células invasoras. Outro fator que liga a vitamina C ao cancer
€ seu efeito antioxidante, que previne a formagédo de células cancerigenas,
neutralizando os radicais livres e reduzindo a ocorréncia de mutacbes
irreversiveis no DNA celular (GONCALVES, A. E. DE S. S., 2012; RIBEIRO,
2012).

Também apresenta grande importancia na prevengéao da anemia, pois atua
como fator promotor da absorgcao de ferro ndo heme (inorganico) presente nos
alimentos de origem vegetal. O acido ascorbico promove a redugédo do Fe3*
(pouco soluvel no intestino) a Fe?*, para que seja absorvido; facilita a liberagao
do ferro da transferrina (proteina que transporta o ferro no sangue) e da ferritina
(principal proteina de armazenamento do ferro); e participa de modo importante

da sintese de ferritina e, portanto, do depésito de ferro (RIBEIRO, 2012).

3.7.3.3 Compostos Fendlicos

A producao de compostos fendlicos nas plantas serve como mecanismo de
defesa contra doencgas causadas por patdgenos, radiacdo UV, temperaturas
extremas e danos mecanicos. A fenilalanina € o principal precursor desses
compostos, que (entre eles taninos, flavonoides e antocianinas) sdo formados
pelas vias do chiquimato e/ou malonato. A fenilalanina-amonialiase (PAL) atua
como um catalisador para a reagao biossintética que converte a fenilalanina em
acido cinamico, a partir do qual séo produzidos os compostos fendlicos (ALVES
etal., 2023).
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O camu-camu contém altos niveis de polifendis (fruta média de 1.000
mg+100 g'), maiores do que muitas frutas consideradas fontes desses
compostos, como acerola, jaboticaba e agai. Assim, a contribuicdo polifendlica
do camu-camu, além de reduzir o risco das patologias acima mencionadas,
também pode inspirar uma valorizagdo das frutas e hortalicas endémicas da
regidao amazoénica, bem como a producédo de produtos derivados, sejam eles
funcionais alimentos e/ou produtos fitoterapicos (CONCEICAO, NATALIA et al.,
2020; SANTOS et al., 2022).

Além disso, o camu-camu também contém altos niveis de vitamina C, além
de seus altos niveis de polifendis, compostos que sao os principais responsaveis
pelo poderoso potencial antioxidante da fruta. Portanto, a utilizagdo da fruta
como nutracéutico é bastante viavel e economicamente vantajosa, uma vez que
os teores de polifendis totais e vitamina C sdo geralmente equivalentes a mais
de 1% do peso da fruta. Os principais compostos fendlicos presentes no camu-
camu sao o acido elagico, os flavonoides (principalmente quercetina e rutina) e
as antocianinas (principalmente antocianinas e delfinidin-3-glicosideo). Nas
secdes subsequentes, esses compostos foram descritos e discutidos com mais
detalhes (SANTOS et al., 2022).

3.7.3.4 Acido elagico

O acido elagico é um composto fendlico pertencente a classe dos taninos
hidrolisaveis, formado pela hidrolise acida ou alcalina dos elagitaninos. Pode
existir na forma livre, glicosilada ou ligada (elagitaninos). Os elagitaninos séo
ésteres de glicose e acido hexahidroxidibenzdico, que apds hidrélise sofrem
lactonizac&o esponténea para formar o acido elagico (RIBEIRO, 2012).

A eficacia do acido elagico como composto antioxidante depende
principalmente de sua estrutura quimica. A presenga de multiplos grupos
hidroxila leva a uma forte capacidade de doar atomos de hidrogénio, e a
eficiéncia antioxidante desses compostos esta diretamente relacionada ao grau
de sua hidroxilagao, que diminui conforme o grau de glicosilagdo. O teor de acido
elagico livre em vegetais varia em fungdo da matriz alimentar e do tipo de
processamento aplicado. No entanto, sabe-se que tais niveis costumam ser

baixos e estdo presentes principalmente em alimentos como elagitaninos
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(COSTA, A. G. V. et al., 2013; GONCALVES, A. E. DE S. S., 2012; RIBEIRO,
2012).

O teor de acido elagico total do camu-camu é em média 48 mg.100 g '/peso
fresco, dos quais apenas 1,6 mg+100 g-'/peso fresco correspondeu ao composto
livre. Frutas consideradas fontes classicas de acido elagico, como morangos e
framboesas, contém cerca de 3 e 5 mg+100 g-'/peso fresco do composto livre,
respectivamente, e cerca de 20 — 50 e 200 — 300 mg+100 g-'/ peso fresco de
acido elagico total, respectivamente (COSTA, A. G. V. et al., 2013; GONCALVES,
A.E.DE S. S., 2012). Essas diferengas ajudam a confirmar que a quantidade de
acido elagico livre varia entre as matrizes alimentares, enquanto no camu-camu
a maior parte do composto estd na forma conjugada, o que pode ser um
problema em termos de biodisponibilidade do produto.

O metabolismo do acido elagico nao foi totalmente elucidado. Em muitos
estudos, o acido elagico nédo foi detectado no sangue apds a ingestdo de
alimentos contendo esse composto. Portanto, defende-se a hipdtese de que
esse composto seja metabolizado pela microbiota intestinal, produzindo o
metabdlito de interesse. Portanto, a atividade fisiolégica atribuida ao acido
elagico estaria mais precisamente relacionada aos metabdlitos produzidos pela
microbiota do que ao proprio composto original. No entanto, n&o esta claro se a
hidrélise dos elagitaninos se deve ao pH fisiolégico do intestino ou ao efeito da
microbiota intestinal. Independente do processo, porém, ambos o0s casos
acabam tendo o mesmo propdsito de converter o composto em algo mais

facilmente absorvido pelo organismo (RIBEIRO, 2012).

3.7.3.5 Flavonoides

Dentre os compostos bioativos obtidos de fontes vegetais, os flavonoides
sao muito importantes, pois atuam eliminando os radicais livres e, gragas ao seu
potencial redutor, protegem o organismo contra possiveis reagdes de oxidagao.
Os flavonoides com maior propor¢édo no camu-camu foram a quercetina (24
mg-100 g-'/peso fresco) e a rutina (13 mg-100 g-'/peso fresco) (FIDELIS; DO
CARMO; et al., 2020)

Devido a natureza lipofilica dos flavonoides, um dos fatores que promovem
a atividade antioxidante dos flavonoides é sua capacidade de interagir com

membranas bioldgicas. Isso geralmente acontece com as agliconas porque a
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presenca de agucar na cadeia do flavonoide a torna mais polar, dificultando a
interacdo com as membranas celulares. Assim, os flavonoides absorvidos por
membrana atuam como reguladores da mobilidade, limitando sua mobilidade, o
que cria uma barreira fisica a difusdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, reduzindo assim a cinética das respostas ao estresse oxidativo
(GARCIA-CHACON; MARIN-LOAIZA; OSORIO, 2023; GONCALVES, A. E. DE
S. S., 2012; RIBEIRO, 2012).

Os flavonoides tém sido associados a um risco reduzido de
desenvolvimento de cancer, pois essa patologia esta fortemente associada ao
estresse oxidativo. Os radicais livres desempenham um papel importante na
carcinogénese, pois a atividade metabdlica dos carcinégenos é uma reagao que
depende desses compostos, que danificam o DNA das células e promovem
mutagdes. Se em algum momento estes ndo forem reparados por sistemas
enzimaticos endégenos, danos permanentes sao induzidos (SANTOS et al.,
2022)

Em um estudo, os pesquisadores avaliaram os efeitos inibitérios da
quercetina e da rutina no estresse oxidativo induzido por radicais peroxila e
hidroxila em células HepG2 hepaticas humanas. Os autores concluiram que a
quercetina se difunde através das membranas celulares mais prontamente do
que a rutina, promovendo assim uma maior inibicido do estresse oxidativo
induzido pelos referidos radicais livres. Os autores mostraram que para a rutina
ser tao eficiente quanto a quercetina na neutralizacdo dos referidos radicais
livres, ela deve estar desglicosilada, ou seja, deve estar presente na forma de
sua aglicona quercetina. Esse é um fator importante para o camu-camu, pois o
fruto é frequentemente consumido na forma de produtos industrializados, como
suco e polpa. Em geral, os tratamentos para fins de preservacao (pH e calor)
podem induzir a hidrélise de flavonoides como a rutina, aumentando assim o teor
de quercetina do produto e, da mesma forma, potencializando seus efeitos
endégenos (KIM; KWON; JANG, 2011).

A quercetina também pode est./O0ar associada a reducdes no colesterol
total e fracionario e triglicerideos. Um estudo realizado com o camu-camu avaliou
seu efeito na hipercolesterolemia, em comparagao com a quercetina pura. Nesse
estudo, avaliaram o potencial hipolipidémico do suco de camu-camu em ratos

hipercolesterolémicos. Neste estudo, grupos de animais receberam 0,1, 1e 2 mL
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de suco de camu-camu por dia durante 14 dias. Paralelamente, o grupo padréo
foi tratado com a mesma concentragdo de quercetina (400 mge100 mL-")
determinada no suco de camu-camu. A ingestdo de 2 mL de suco de frutas
promoveu reducdo dos triglicerideos (83%), mas foi estatisticamente igual
(p>0,05) a da quercetina (86%). Em relagéo ao colesterol total, a maior reducéo
foi observada no grupo que consumiu 0,1 mL de suco de frutas (21%), também
estatisticamente promovida pelo mesmo efeito da quercetina (29%) (p>0,05). A
reducao do LDL-colesterol ocorreu apenas nos grupos que ingeriram 0,1 e 1 mL
de suco de camu-camu (14 e 6%, respectivamente), enquanto a quercetina pura
nao apresentou efeito redutor desse parametro. O suco de camu-camu modula
os perfis lipidicos em ratos hipercolesterolémicos de forma semelhante a
quercetina pura. A partir dessa observacao, podemos inferir que a quercetina,
seja na forma pura ou em sinergia com outros compostos da alimentagao, atua
na dislipidemia (RIBEIRO, 2012).

3.7.3.6  Antocianina

As antocianinas sao polifendis pertencentes ao grupo dos flavonoides,
constituidos por duas ou trés partes: uma aglicona (antocianina), uma porc¢ao
glicosidica e acidos organicos de determinadas frequéncias. As antocianinas
livres, que s&o raras nas plantas, geralmente s&o glicosiladas para estabilizar a
molécula; os agucares podem estar ligados em diferentes posigdes na molécula.
As principais antocianinas presentes no camu-camu sao a cianidina-3-glicosideo
e a delfinidina-3-glicosideo (48 e 2,75 mg+100 g '/peso fresco, respectivamente)
(SANTOS et al., 2022).

Varios estudos tém mostrado que as antocianinas tém grande potencial
contra doencgas cardiovasculares. Devido ao seu potencial antioxidante, esses
compostos podem inibir a oxidagdo da LDL (lipoproteina de baixa densidade),
reduzindo o risco de aterosclerose, uma vez que a LDL oxidada danifica o
endotélio e inicia o processo aterosclerético. A LDL oxidada é prontamente
captada pelos macrofagos, formando células esponjosas que, ao crescerem,
criam placas ateroscleréticas que obstruem os vasos sanguineos, impedindo o
fluxo sanguineo para os tecidos (CHEN et al., 2016).

Alguns estudos também demonstraram o papel das antocianinas no

tratamento dos lipidios do sangue, auxiliando na redugdo do colesterol
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sanguineo (colesterol total e LDL) e triglicerideos. ZAWISTOWSKI et al. (2009)
avaliaram o efeito do extrato de arroz preto rico em antocianinas (300 mg-100 g~
1) sobre os lipidios plasmaticos (colesterol total, lipoproteina de baixa densidade,
lipoproteina de alta densidade e ésteres de triglicerideos) e encontraram
redugdes no colesterol total, LDL, e triglicerideos em fragdes de triglicerideos de
13, 23 e 37%, respectivamente. Também foi confirmado que o acumulo de
colesterol no figado de animais ingeridos com extrato de arroz preto foi bem
menor. Outro estudo avaliou o efeito da suplementacao da dieta com polpa de
agai sobre os lipideos sanguineos de ratos e encontrou redu¢ado de 33% no
colesterol total e reducao de 35% na fragéo LDL sem alteragao nos triglicerideos
(ZAWISTOWSKI; KOPEC; KITTS, 2009).

Varios mecanismos de agao dos compostos fendlicos podem explicar seus
efeitos no metabolismo lipidico e sua capacidade de reduzir a
hipercolesterolemia. Uma delas envolve seu efeito no aumento da excregéo de
sais biliares nas fezes, a outra envolve a reducdo da absorcgao intestinal de
colesterol e aumento da atividade da lipase pancreatica (enzima associada a
degradagao de triglicerideos). O mecanismo de redugdo do colesterol dos
compostos fendlicos pode ser ainda a agao sobre enzimas, como a colesterol
esterase, responsavel pela hidrolise do éster de colesterol no lumen intestinal,
colesterol-7-a-hidrolase, responsavel pela degradagéo do colesterol e sintese de
acidos biliares; ACAT, responsavel pela esterificagdo do colesterol e
armazenamento intracelular e HMG-CoA redutase, enzima de restricdo para a
sintese enddgena do colesterol (GONCALVES, A. E. DE S. S., 2012; RIBEIRO,
2012).
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4. METODOLOGIA
4.1 MATERIAIS

Uma amostragem de Myrciaria dubia (fruto de camu-camu) de 10 kg foi
adquirida na feira da Manaus Moderna (Manaus, AM, Brasil). Glicose anidra,
agua, acido malico e Cloreto de hidroxietiltrimetilamonio (cloreto de colina —
ChCl) N 98% obtido da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha).

4.2PREPARO DAS AMOSTRAS
O fruto (camu-camu) foi separado manualmente em duas fragdes:
sementes (CS) e casca contendo o restante da polpa (CPC). Apds a separagéo,
apenas CPC foi utilizado para o presente trabalho de pesquisa. Além disso, para
todos os experimentos a seguir foram avaliados os frutos maduros
separadamente dos frutos verdes (Figura 1) para verificar a influéncia do estado
de maturagao dos frutos no processo de extracédo e rendimento dos compostos

alvo.

4.30BTENCAO DO OLEO ESSENCIAL
Parte dos frutos maduros coletados foram separados para a obtencéo do
Oleo essencial. Inicialmente os frutos foram higienizados e separados para
serem submetidos a hidrodestilacdo utilizando um aparelho do tipo Clevenger,
durante um periodo de 3 horas. Foram pesados em uma balanga analitica, 260
g para a obtencao do 6leo essencial. O éleo essencial foi coletado pela técnica
extracdo com hexano a partir do hidrolato obtido, posteriormente a amostra

solubilizada foi encaminhada para analise quimica.

4.3.1 Analise por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria
de Massas
A analise quimica do 6leo essencial foi realizada em equipamento de
Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas — GC-
MS (Nexis GC2030, GCMS- QP2020 NX, Shimadzu) instalado na Central
Analitica do IFAM-CMC. A analise cromatografica foi realizada utilizando o CG-
EM equipado com coluna capilar de silica fundida SH-RTx-5Sil-MS (30 m x 0,25
mm, espessura de filme de 0,25 ym espessura). As temperaturas do injetor e do
detector foram de 250°C e 260 °C, respectivamente; Hélio como gas de arraste
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(1,0 mL/min); corrida com temperatura de 60 °C a 180 °C com taxa de 3 °C/min.
Proporgao de divisao 1:50 e 1,000 uL de solugao de hexano.

A identificagdo dos compostos quimicos dos 6leos essenciais foi realizada
baseada na comparacao do indice aritmético, calculado a partir da série de n-
alcanos (C7-C30), com os dados das bibliotecas WILEY 275 e National Institute
of Standards and Technology (NIST 3.0) e Adams.

4.4 SECAGEM POR LIOFILIZACAO
A liofilizag&o foi realizada em liofilizador SL-404 (Solab, SP, Brasil) usando
o mesmo perfil de aquecimento da amostra. A seguir as condi¢gdes do processo
foram variadas: pressao da camara, -700 mTorr; e taxa de congelamento -40°C.
A liofilizagao foi realizada por um periodo de 72 horas. Apés a secagem por
liofilizagdo, cada amostra foi moido em pé (RAMIREZ; GIRALDO; ORREGO,
2015).

4. 5PREPARACAO DE SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDO NATURAIS
(NADES)

Quatro tipos de NADES foram preparados usando os compostos cloreto de
colina, glicose e acido malico de acordo com a Tabela 2. Todas as combinagdes
foram agitadas e aquecidas a 353 K em banho termostatico (SPLabor, SP, Brasil)
até a formagao de um liquido homogéneo. Foi adicionada agua para a melhor

diluicdo dos solventes eutéticos na proporgao molar indicada na Tabela 2.

Tabela 2 - Delineamento experimental com as concentracdes de solventes
eutéticos utilizados para camu-camu

Cloreto de i Agua
Tratamento Glicose Acido Malico
Colina Ultrapura
CcC 1 6
CC:G 1 1 6
CC:AM 1 1 6
CC:G:AM 1 1 1 9

*CC: Cloreto de Colina; G: Glicose Anidra; AM: Acido Malico.
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4.6 CARACTERIZACAO DOS NADES
461 pH
Os valores de pH do NADES foram medidos em triplicata de acordo com
AOAC (BENVENUTTI et al., 2020), por leitura direta em pHmetro de bancada
(KASVI, modelo K39- 2014B, PR, Brasil) calibrado com solugédo tampao pH 4,0
e7,0.

4.6.2 Densidade
A densidade foi determinada medindo-se a massa da amostra em uma
balanca de precisao analitica (Shimadzu, Unibloc ATY224), enquanto o volume
foi obtido usando uma pipeta de 1 mL. Em seguida, a densidade foi calculada

pela formula:

Massa

Densidade =
ensidade = 7

O resultado foi expresso em g/mL.

4.7EXTRACAO DOS COMPOSTOS ALVO

Inicialmente foram pesados 200 mg de CPC em po liofilizado e
posteriormente foi adicionado a 15 mL de cada sistema Eutético. Foram
utilizados para realizar as extragdes os frutos maduros e verdes como variaveis
além dos quatro sistemas eutéticos, totalizando 8 amostras. Os compostos alvos
foram extraidos de CPC pelo método de ultrassom. Para a extracdo dos
compostos, o processo foi realizado a 297 K, submetidos a tratamento com
amplitude de poténcia de 20% (correspondendo ao nivel de densidade de
energia ultrassénica de 0,9 kJ-cm™), ou seja, 150 W. A duragdo do tratamento
foi de 10 minutos e conduzido em banho de gelo para evitar potencial
superaquecimento da amostra. Apdés o periodo de extracdo, o extrato foi
centrifugado a 4000 rpm/min por 15 min (Quimis, Modelo Q222T, SP, Brasil). O
extrato aquoso sobrenadante foi separado por meio de filtragdo do residuo
sélido (BENVENUTTI et al., 2020).

Os extratos foram nomeados da seguinte maneira: AM - Cloreto de Colina,
Glicose, Acido Malico (Fruta Madura); BM - Cloreto de Colina e Glicose (Fruta
Madura); CM - Cloreto de Colina e Acido Malico (Fruta Madura); DM - Cloreto de

Colina (Fruta Madura); EV - Cloreto de Colina, Glicose, Acido Malico (Fruta
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Verde); FV - Cloreto de Colina e Glicose (Fruta Verde); GV - Cloreto de Colina e
Acido Malico (Fruta Verde) e HV - Cloreto de Colina (Fruta Verde).

4.8 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS EUTETICOS
Todas as caracterizagdes deste item foram realizadas tanto para o extrato
eutético quanto para o sistema eutético puro, a fim de determinar e subtrair

possiveis potenciais antioxidantes nos sistemas eutéticos puros.

4.8.1 Determinagoes espectrofotométricas (DPPH, ABTS, FRAP, FT,

Carotenoides e Antocianinas)

4.8.1.1 DPPH - Ensaio de Atividade Antioxidante

A avaliagdo da capacidade de eliminagdo de radicais resultantes do
processo de extragdo eutética de M. dubia foi realizada empregando o método
com radical DPPHe. Uma solu¢do metandlica de DPPH 100 uM foi preparada.
Posteriormente, a amostra foi preparada a 1 mg/mL e misturada com 190 uL da
solugado de DPPH. Para comparacao, o Trolox foi utilizado como controle positivo
(variando de 100 a 2000 pM). A mistura foi entdo mantida no escuro a
temperatura ambiente por 30 min. As leituras de absorbancia foram feitas a 515
nm usando um Microplate Reader (Epoch 2, BioTek, Winooski, VT, EUA). A
capacidade antioxidante foi quantificada em equivalentes Trolox. O ensaio foi
conduzido em triplicado. A relagao foi determinado como y =-0,0004x + 0,7264,
com um R? valor de 0,9944, e os resultados foram expressos em termos de micro
molar de equivalentes de Trolox (uM Trolox/mL) (MAR et al., 2021, 2023).

4.8.1.2 ABTS' - Ensaio de Atividade Antioxidante

O ensaio de eliminacdo do ABTS** envolve a medi¢cao da descoloragao do
radical na presenca de extratos antioxidantes. Apds um tempo de reacéo de 6
min da amostra com o radical na proporcao de 1:10, as absorbancias foram
medidas a 750 nm usando um leitor de microplacas. A curva padrao foi gerada
usando Trolox (y = -0,0003x + 0,7349, R?= 0,9989), e os resultados foram
expressos em micromolar de equivalentes de Trolox (uM Trolox/mL) (MAR et al.,
2021, 2023).
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4.8.1.3 Poder antioxidante de reducgao férrica (FRAP)

O ensaio de poder antioxidante de reducgédo férrica (FRAP) envolve a
avaliagédo da capacidade do extrato de reduzir o Fe3* para Fe?* na presenca de
um complexo férrico tripiridiltriazina. Apés uma interagdo de 30 min entre a
amostra e o reagente FRAP a 37°C, a absorbancia foi medida usando um
espectrofotdmetro UV a 593 nm. Uma curva padrao foi construida usando FeSO4
(com a relagdo y = 0,0009x + 0,1332 e um R? de 0,997). Os resultados foram
apresentados em termos de micromolar de equivalentes de Fe (II) (uM Fe(ll)/mL)
por grama da amostra (MAR et al., 2021, 2023).

4.8.1.4 Composicao de Fendlicos Totais

A quantificagdo dos compostos fendlicos totais foi realizada utilizando o
reagente de Folin-Ciocalteu. A reagao entre a amostra e o reagente foi incubada
por 5 min, e apds isso, bicarbonato de sddio (6%) foi adicionado e incubado por
mais 90 min. Posteriormente, a interpretagdo dos dados foi realizada utilizando
um leitor de microplacas a 750 nm. O acido galico foi utilizado como padrao (y =
0,0029x + 0,2008, R?= 0,9915). Os resultados foram expressos em mg de
equivalentes de acido galico por g de suco (mg GAE/g) (MAR et al., 2021, 2023).

4.8.1.5 Carotenoides

A quantificagdo do conteudo de carotenoides foi conduzida pelo método
espectrofotométrico. Em um resumo conciso, 1 mL de extrato eutético de
M. dubia foi combinado com 6 mL de agua destilada e 5 mL de hexano, seguido
por agitacao vigorosa por 1 min. O sobrenadante resultante (fase hexano), que
continha a fragdo lipidica, foi analisado a 452 nm usando um leitor de
microplacas (BioTek, EIx800) com hexano como referéncia. Os resultados foram
apresentados em termos de conteudo de carotenoides, determinados por
referéncia a uma curva de calibragao (y = 0,0015x-0,0637, R?= 0,9927) (MAR et
al., 2023; OLIVEIRA et al., 2018).

4.8.1.6 Antocianinas
O método empregado para determinar o teor total de antocianinas nas
espécies de M. dubia baseado na abordagem espectrofotométrica de pH

especifico. Este método quantifica o conteudo total de antocianinas expresso em
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miligramas de antocianinas por 100 g de amostra. O Coeficiente de Extingao
seguiu a metodologia de adotar um valor de 982 para o pH unico (pH 2,0). As
absorbancias para este método foram avaliadas usando um leitor de microplacas
(BioTek, EIx800), com leituras feitas em um comprimento de onda de 535 nm
(MAR, CORREA, et al., 2023, OLIVEIRA, MAR, et al., 2018).

4.8.2 Parametros de cor

A cor dos extratos eutéticos de M. dubia foi avaliada utilizando Colorimetro
Delta VistaG (Software i7 Gold). Para esta anadlise, as coordenadas L*, a*, b*,
Ah* e AE foram obtidas. A analise de cor foi realizada em duas datas, apos 168
horas do preparo. Para esta analise, cada um dos sistemas eutéticos foi utilizada
como padrdo de referéncia em comparacdo aos extratos eutéticos apds o
processo extrativo de CPC em estagio verde e madura. Com esse sistema de
cores é possivel fornecer coordenadas colorimétricas (L*, a* e b*) universais, sob
iluminantes e observadores padronizados. Os espagos de cores comuns
utilizados para definigdo das cores sdo CIE XYZ; CIE L* a* b*; CIE LCH, Hunter
L a b e RGB (Red, Green and Blue — Vermelho, Verde e Azul), entre outros. A
diferenca nestes sistemas esta relacionada a simetria da distribuicao da cor e no
sistema de coordenadas utilizado para definir os pontos dentro desta
distribuicdo. As coordenadas L* a* b* significam, respectivamente,
luminosidade, tonalidade de verde/vermelho, tonalidade de azul/amarelo
(ORDONEZ-SANTOS; MARTINEZ-GIRON; ARIAS-JARAMILLO, 2017).

4.8.3 Analise de Espectroscopia de infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR)

As medidas foram realizadas no Laboratério Yvonne Mascarenhas (LabYM)
da Universidade Federal do Amazonas (DFMAT/UFAM), utilizando um
Espectroscépico na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier Cary
630 (Agilent Technologies, EUA). A varredura acontecera na faixa de 4000 a 650
cm-1, através da Refletancia Total Atenuada (ATR) com cristal de seleneto de
zinco (ZnSe). Para a realizacédo da anadlise foi necessario que todos os extratos
eutéticos passassem por liofilizacdo para a eliminagao da agua dos sistemas. Os

parametros utilizados foram os mesmos citados anteriormente no item 4.2.1.
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49DETERMINACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS ALVO POR
RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)
4.9.1 PREPARO DE AMOSTRA PARAANALISE DE RMN POR EXTRACAO
EM FASE SOLIDA (SPE)

A metodologia de purificagao ("Clean-up") do extrato eutético foi iniciada
acidificado com 10 mL de agua ultrapura (H,O UP), onde foram adicionados 5
mL de H,O UP contendo 5% de acido formico acidificando o meio, e a solugao
foi agitada por 2 minutos. Em seguida, foi realizada a filtracdo do extrato através
de um filtro de 0,22 um, para remover particulas maiores. Apés a preparagao do
extrato, foi realizado o equilibrio de uma coluna com a adigao de 3 mL de metanol
(MeOH), gotejados lentamente a uma vazao de 2 gotas por segundo. A coluna
foi entdo condicionada com 3 mL de H20 ultrapura (H20 UP), mantendo a vazao.
Em seguida, o filtrado (10 mL) foi carregado na coluna, com uma vazao de 1 gota
por segundo. A etapa seguinte envolveu a lavagem da coluna, realizada com 3
mL de H,O UP contendo 5% de MeOH, também gotejado a 1 gota por segundo.
Por fim, a eluigao foi realizada com 2 mL de MeOH puro, mantendo a vazao de
1 gota por segundo. As fragdes obtidas foram posteriormente liofilizadas e
submetidas a analise nos laboratérios do NMRLab, utilizando a técnica de RMN
(Ressonéancia Magnética Nuclear). Apos a evaporagao do solvente, obteve-se a
fragcdo fendlica, que foi analisada nas etapas subsequentes (Figura 3).

Figura 3 — SPE (Extragcdo em Fase Sélida)
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4.9.1.1 Rendimento da fragao fendlica ap6s SPE

O rendimento da Extragdo em Fase Sdlida (SPE) foi realizado apés a
evaporagao do solvente de elui¢ao na fase final do processo. A massa do extrato
eutético foi pesada, foi realizado o calculo de densidade dos sistemas eutéticos
antes e apoOs a extragao, utilizando uma balanga analitica (Shimadzu, Unibloc
ATY224). Amassa final do composto, apos a evaporagao do solvente de eluigéo,
foi comparada a massa inicial da amostra (extrato eutético), e o rendimento foi
calculado pela formula:

) (Massa final)
Rendimento (%) = (Massa Inicial) x 100

4.9.2 ANALISE DA FRACAO FENOLICA POR RMN

Os experimentos de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram
realizados no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear (NMRLab) da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Os espectros de RMN de 'H foram
obtidos em um espectrémetro do tipo Bruker Avance IlIIHD, operando a 500,13
MHz para o nucleo de hidrogénio e 125 MHz para o nucleo de carbono 13,
equipado com uma sonda BBFO Plus SmartProbe. Os espectros de RMN de 'H
foram adquiridos em triplicatas (n = 3), através da sequéncia de pulsos ZGPR
(nomenclatura Bruker), com o sinal do metanol residual (6 4,87) sendo suprimido.

O tempo de relaxacao (D1) foi definido como 1 segundo; niumero de pontos
durante a aquisicao (TD) igual a 65 K; tamanho da janela espectral (SW) igual a
8 kHz (19,0 ppm); numero de transientes (NS) igual a 16 e o tempo de aquisicéo
(AQ) igual 3,88 segundos, com a temperatura da maquina estabelecida a 25° C.
Para manter-se a padronizagao, o valor do ganho do receptor (RG) foi definido
em 144 e o pulso calibrado (P1) para cada amostra.

Os espectros foram processados com o software TOPSPIN (versao 3.5,
Bruker BioSpin Inc.), utilizando uma multiplicagdo exponencial nos FIDs por um
fator de 0,3 Hz. As fases e as linhas de base foram corrigidos automaticamente.
Os sinais dos espetros foram referenciados em relagdo ao sinal do
tetrametilsilano (TMS-d4) (0,00 ppm). Os valores dos deslocamentos quimicos
adquiridos foram expressos em ppm e os valores das constantes de

acoplamento (J) expressas em Hz. Experimentos de RMN bidimensionais
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(COSY, HSQC e HMBC) foram realizados para fundamentar a identidade dos
compostos, juntamente com as comparagdes dos dados obtidos com os bancos

de dados online e artigos da literatura.

410 ENSAIO DE DIGESTIBILIDADE
A avaliacdo do impacto da extragdo eutética na bioacessibilidade do
composto bioativo de M. dubia foi realizada por meio de uma simulacédo de
digestibilidade in vitro de acordo com o Protocolo INFOGEST. A concentracéo de
antioxidantes foi analisada apos a etapa final de digestdo (ROSALES et al.,
2023).

4.1 EFEITO CITOTOXICO DOS EXTRATOS EUTETICOS DE CAMU-
CAMU

As seguintes linhagens celulares foram utilizadas para avaliar o efeito
citotoxico dos extratos de camu-camu: células de cancer de pulmdo humano
(A549), células de carcinoma de célon humano (HCT-8) e HUVEC (célula
endotelial da veia umbilical humana normal). As linhagens celulares foram
obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), Brasil. Todas as células
foram cultivadas em meio Ham-F12, suplementado com 10% (v/v) de soro fetal
bovino e 100 ug/mL de penicilina. Para avaliar a citotoxicidade celular das
amostras de extratos de camu-camu, frutos maduros (AM, BM, CM, DM) e frutos
verdes (AV, BV, CV, DV), utilizou-se o 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenilte-
trazélio brometo (MTT), conforme descrito por Carmo et al., 2019. As células
foram plagueadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 5 x 103 (A549),
1 x104 células/pogo (HCT8) e 6 x 103 (HUVEC), 100 pL/pogo. Apds a adeséo,
as células foram tratadas por 48 h com concentracdes seriadas de 10, 50, 75,
100 e 150 pyg/mL de extrato. Apds o tratamento, MTT (0,5 mg/mL) foi adicionado
a cada poco e incubado por 4 horas a 37 <C. O MTT é reduzido a cristais azuis
de formazan por células metabolicamente ativas (GEIRNAERT et al., 2017).
Numa sequéncia, os cristais de formazan formados foram dissolvidos em DMSO
e a absorbancia foi medida a 540 nm. A metodologia utilizada por Escher et al.,
2020 foi aplicada para calcular os parametros Clso € a concentracdo do agente
gue inibe o crescimento em 50%, (T/C) x100 =50, onde T é o niumero de células

no tempo t tratamento, e C sdo as celulas de controle no tempo t de tratamento.
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Além disso, o indice de seletividade (IS) foi calculado pela razdo Clso (linhagem

celular normal)/Clso (linhagem celular cancerigena).

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram obtidos em triplicata e avaliados usando Analise
de Variancia (ANOVA). O teste de Tukey foi aplicado com um nivel de confianga
de 95%. A versao Minitab® Statistical Software 22 foi utilizada para realizacao
da analise.

Além disso, para os ensaios antioxidantes foi realizado um teste de
comparagdao multipla LSD com método de Bonferroni, analise de
variancia (ANOVA) e Teste de Tukey HSD apds a ANOVA para identificar quais

grupos especificos tém diferencas significativas entre si.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
51ANALISE POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS - CG-EM

A analise de CG-EM foi realizada apds a obtencéo do extrato, a amostra C
apresentou aroma semelhante ao da amostra de camu-camu liofilizado. Sendo
assim foi realizado um estudo dos compostos volateis da fruta para posterior
comparagao dos compostos volateis que restaram no extrato. Entretanto, nao foi
possivel realizar o estudo com o extrato obtido a partir do solvente eutético
devido a necessidade de uma tecnologia de SPME para a detecgdo desses
compostos presentes no extrato.

Os principais compostos identificados no 6leo essencial do fruto do camu-
camu pertencem ao grupo quimico dos terpenos (Tabela 1; Figura 3), séo eles,
os compostos a-pineno (29,71%), limoneno (47,42%) e y-terpineol (6,18%). Os
terpenos sdo compostos organicos naturais derivados de unidades de isopreno
(CsHs), que podem ser classificados em monoterpenos (compostos de duas
unidades de isopreno, como 0 a-pineno e o limoneno) e sesquiterpenos
(compostos de trés unidades de isopreno, como o y-terpineol). Eles sé&o
amplamente encontrados em plantas e possuem diversas funcgdes biolégicas e
aplicagdes industriais, especialmente na producdo de fragrancias, aromas e
medicamentos (DA COSTA, J. S. et al., 2022; SILVA, R. C. E et al., 2021).

Em seu estudo, da Costa et al. (2022), identificou os hidrocarbonetos
monoterpénicos como predominantes no 6leo essencial de folhas de M. dubia
(60,2—74,5%). Além disso, também foram estudadas outras espécies do género
Myrciaria cujo os principais compostos identificados nos 6leos essenciais foram
o monoterpeno hidrodrocarbonetos com pinano (a-pineno, 0-67,2%) e
esqueletos de mentano (terpinoleno, 0-23,1%; a-felandreno, 0-17,7%; vy-
terpineno, 0-8,7%; p-cimeno, 0-7,2%; e B-felandreno, 0—6,6%), seguido pelos
sesquiterpenos com cariofilano (E-cariofileno, 0,3—43,2%; éxido de cariofileno,
0,4-41,1%; e a-humuleno, 0-5,3%) e esqueletos de cadinano (y-cadineno, 0—
17,5%).
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Tabela 3 - Compostos identificados no 6leo essencial de camu-camu por CG-

EM
Tempo Composto 1A Teor (%)
5.278 3-Tujene 900 0,77
5.516 a-pineno 935 29,71
5.915 B-pineno 980 0,67
6.676 Canfeno 951 0,31
7.447 Pseudolimoneno 1007 1,29
7.522 a-Felandreno 1009 3,5
7.864 0-3-Careno 1018 0,87
8.126 o-Cimeno 1026 1,92
8.364 Limoneno 1032 47,42
10.307 Terpinoleno 1087 2,87
14.146 Terpinen-4-ol 1182 0,55
14.792 y-Terpineol 1197 6,18
24.250 B-cariofileno 1419 1,96

TOTAL 98,02

*Representacéo do espectro visto na Figura 5
Fonte: dados da pesquisa, 2024

A Figura 4 ilustra as estruturas moleculares dos compostos identificados
através da anadlise de cromatografia em fase gasosa que estdo dispostas na
Tabela 3. A Figura 5 representa o cromatograma CG-EM do 6leo essencial do

fruto do camu-camu.
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Figura 4 - Estruturas dos compostos volateis identificados pelo CG-EM

<§ ISES \?% i
3-Thujene a-Pineno B-Pineno Cafeno Pseudolimoneno
a-Fellandreno y-3-Careno o-Cimeno Limoneno Terpinoleno
o \.: OH
Terpinen-4-ol y-Terpineol B-Cariofileno

Fonte: o autor, 2024
Figura 5 - Cromatograma CG-EM do d6leo essencial do fruto camu-camu
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5.278: 3-Tujene; 5.516: a-pineno; 5.915: B-pineno; 6.676: Canfeno; 7.447 : Pseudolimoneno;
7.522: a-Fellandreno; 7.864: &-3-Careno; 8.126: o-Cimeno; 8.364: Limoneno; 10.307:

Terpinoleno; 14.146: Terpinen-4-ol; 14.792: y-Terpineol; 24.250: B-cariofileno. Fonte: o autor,
2024

O uso de dleos essenciais em cultura de tecidos é apontado por Hamdeni
et al. (2022) e Mokbel, Khalil e EI-Shazly (2017) como uma estratégia importante
no controle de contaminantes, demonstrando eficiéncia no controle de fungos,
bactérias e virus. No entanto, para observar essa bioatividade dos Ooleos
essenciais sobre os microrganismos, € necessario uma analise prévia das
espécies vegetais com esse potencial inibitorio, fornecendo alternativas para a
inibicdo de microrganismos endofiticos (ENNOURI et al., 2020; JASIM; SALIH;
ATI, 2021; MEZIANI et al., 2019).

Andrade (2017) em seu estudo investigou a atividade antifungica dos

enantidbmeros (+)-a-pineno e (-)-B-pineno contra Candida spp. através do método
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de microdiluigdo. A hipotese de que esses compostos tém acgdo antifungica foi
sustentada pelo conhecimento de que os terpenos, especialmente os
monoterpenos, possuem forte atividade antimicrobiana, incluindo contra fungos.

Outros efeitos biologicos de terpenos foram observados em diferentes
contextos, como atividade antioxidante e anti-inflamatéria. A complexidade
quimica e as condi¢des experimentais variaveis podem influenciar os resultados
de estudos com Oleos essenciais, destacando a necessidade de padronizagao
metodoldgica para comparar e reproduzir os achados. Os resultados indicam o
potencial dos enantibmeros para tratamento de infecgdes por Candida, embora
sejam necessarios mais estudos, incluindo avaliagdes toxicologicas, pré-clinicas
e clinicas (BARROS et al., 2022; BHATTI et al., 2014; CLAUDIA; ANDRADE,
2017; GOEL; MITTAL; CHAUDHARY, 2016).

O limoneno € um monoterpeno ciclico encontrado em diversas espécies de
plantas e utilizado principalmente na industria de fragrancias (ALl et al., 2011).
Oleos essenciais contendo limoneno como componente principal tém mostrado
atividade antibacteriana contra cepas resistentes de S. aureus e algumas cepas
de Salmonella enterica e Listeria monocytogenes, conforme demonstrado no
estudo de Settanni et al. (2012). Em geral, a parede celular de bactérias Gram-
positivas € mais simples do que a de bactérias Gram-negativas, o que as torna
mais susceptiveis a acdo de Oleos essenciais. Assim, devido as suas
caracteristicas lipofilicas, € possivel que o limoneno atravesse a parede celular,
alterando a permeabilidade da membrana celular bacteriana (ADRIANA
ESTRELLA et al., 2021; JUSTINO DE ARAUJO et al., 2020).

Em seu estudo, de Castro et al. (2016), sugeriu que o sinergismo entre os
constituintes quimicos de um 6leo essencial (OE) é responsavel pelo efeito toxico
sobre insetos, melhorando a eficacia e permitindo a utilizagcdo de doses menores.
Os monoterpenos sao reconhecidos por serem téxicos para algumas espécies,
apresentando atividades acaricida e larvicida, por exemplo. Os constituintes a-
pineno, B-pineno, terpineol, a-terpineol, y-terpineol e limoneno mostraram
atividade larvicida ou inseticida contra Aedes aegypti e Musca domestica
(AMARAL et al., 2017; MANCARZ et al., 2019).
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5.2 CARACTERIZACAO DOS EUTETICOS E EXTRATO
5.2.1 pH e densidade

A consideracdo do pH de um solvente durante o processo de selegcao é
fundamental, pois ele desempenha um papel crucial na determinacdo da
reatividade quimica e da estabilidade da solugdo. Ao lidar com diferentes
especies e reacdes quimicas, o pH do meio se torna um fator essencial para
prevenir reagdes colaterais indesejadas e garantir o sucesso do produto quimico
desejado. O pH também influencia a escolha do material metalico em diversas
aplicagdes industriais, especialmente ao se considerar a corrosdo, além de
determinar o nivel de toxicidade para organismos vivos.

No campo dos solventes ecologicamente corretos, os NADES (solventes
eutéticos naturais) tém atraido significativa atencao devido as suas propriedades
sustentaveis e suas aplicagdes em diversas areas. No entanto, para atender ao
critério de serem ambientalmente amigaveis, € essencial que os NADES
apresentem um pH que varie de neutro a ligeiramente acido. Essa faixa de pH
nao sé contribui para a seguranga desses solventes, mas também facilita a
eliminacao adequada, minimizando seu impacto ambiental (HAYYAN, A. et al.,
2012, 2013).

A variacao de pH e densidade entre as amostras de eutéticos e extratos
sugere que a composi¢cdo dos solventes tem um impacto direto nessas
propriedades. O pH das amostras de extrato varia amplamente, com valores
mais baixos indicando maior acidez. Essa acidez é favoravel para a extragao de
compostos como as antocianinas, que sdo estaveis em ambientes acidos.

Embora os NADES ecoldgicos normalmente possuam baixa acidez para
manuseio e descarte seguros, ha um aspecto intrigante nos NADES de alta
acidez. Estes demonstram notaveis propriedades antimicrobianas, tornando-os
candidatos promissores para um conjunto completamente distinto de aplicagdes.
Ao criar um ambiente de pH mais baixo, esses NADES tornam-se indspitos para
bactérias e virus, resultando em sua eliminagdo (RACHMANIAH et al., 2020).
Esses efeitos antimicrobianos oferecem grande potencial em varias aplicacoes
meédicas e industriais, onde o controle e a prevengao do crescimento microbiano
sdo de extrema importancia.

O pH da mistura eutética depende muito do tipo de HBD utilizado na
formagéo do NADES. E importante destacam que o ChCl & classificado como
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um acido fraco, apresentando uma faixa de pH variando normalmente entre 4 e
6. Os HBD utilizados na formacdo do NADES foram Glicose e Acido Malico que
exibiram pH acido. Esta acidez foi atribuida a presenca do ChCl na mistura
eutética e a acidez forte do acido malico. De todos os testes NADES, aqueles
que compreendem Glicose e apenas cloreto de colina devido o carater mais
basico da agua, emergiram como particularmente candidatos promissores,
distinguidos pelo seu pH mais proximo do neutro (KOH et al., 2024).

A densidade dos NADES é um paréametro fundamental no planejamento de
processos quimicos e na formulacdo de equacdes matematicas relacionadas a
transferéncia de massa. Embora a escolha de NADES com alta densidade possa
nao ser a mais adequada para fins de mistura, ela se revela vantajosa para
processos de extracao, pois a diferenca de densidade substancial € necessaria
para uma separagao de fases eficiente (KOH et al., 2024).

A densidade também varia, indicando diferengas na concentracdo dos
compostos extraidos (Tabela 4). Essas variagdes de densidade indicam que a
escolha da propor¢ao dos componentes do solvente eutético pode ser otimizada
para diferentes tipos de extracdes, dependendo do composto-alvo.

De acordo com a revisao realizada por Koh et al. (2023), os autores
determinaram que a densidade dos NADES que incorporam agucar como
componente inicial varia entre 1,200—-1,460 g/mL. No caso do ChCI:Glu (1:1), a
densidade observada foi de 1,36065 g/mL, situando-se entre as densidades de
ChCI puro (1,1856 g/cm?®) e Glu puro (1,5345 g/cm?®) a temperatura ambiente.
Essa correspondéncia com os dados de Hayyan et al. (2013) e KOH et al. (2024)
indicou consisténcia, pois a densidade da mesma composicido de NADES com
uma relagdo molar de 1:1 atingiu um maximo de 1,2978 g/cm?® a temperatura

ambiente, resultados semelhantes com os obtidos nesse estudo.



Tabela 4 - Analise de pH e densidade dos eutéticos e extratos
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PROPORCAOQO

COD AMOSTRA MOLAR pH Densidade
CC:AM:G:W 1:1:1:9 0,35+0,01 1,19+ 0,01
CC:.G:W 1:1:6 3,58 +0,01 1,21 £ 0,01
CC.AM:W 1:1:6 0,22 +£ 0,03 1,22 £ 0,01
cCc:w 1:1:6 6,01 + 0,01 1,05 + 0,05
AM - 0,45+0,01 0,75+ 0,05

BM - 2,85+0,01 1,15+0,21

CM - 0,36 + 0,02 1,07 £ 0,03

DM - 4,01 +0,02 1,01 £ 0,01

EV - 0,43 +0,03 0,86 + 0,03

FVv - 2,88 +0,01 0,78 + 0,03

GV - 0,41 +0,01 0,93+ 0,06

HV - 3,15+ 0,04 0,96 + 0,02

*CC: Cloreto de colina; AM: Acido malico; G: Glicose; W: agua. AM: eutético (CC:AM:G:W) fruta
madura; BM: eutético (CC:G:W) fruta madura; CM: eutético (CC:AM:W) fruta madura; DM:
eutético (CC:W) fruta madura; EV: eutético (CC:AM:G:W) fruta verde; FV: eutético (CC:G:W) fruta
verde; GV: eutético (CC:AM:W fruta verde; HV: eutético (CC:W) fruta verde.

Na Tabela 5, esta descrita a mudanca de aspectos visuais encontrados nos
Nades apos 7 dias do preparo. Os componentes do HBA e HBD foram aquecidos
e agitados a 80°C até a obtencao de liquidos claros e homogéneos. A etapa de
aquecimento foi essencial para a formagcao dos NADES, pois facilitou a
dissolucdo dos solidos, reduzindo suas forcas coesivas e promovendo a
interacdo entre o ChCl e o HBD, favorecendo a formagao de ligagbes de
hidrogénio. Esse processo suprimiu o ponto de fusédo, permitindo que o NADES
permanecesse na forma liquida (JURIC et al., 2021; SEKHARAN et al., 2021).
Apods o aquecimento, as misturas de NADES apresentaram um aspecto de gel
viscoso e branco translucido nos estagios iniciais e as que possuiam acido

malico em sua composi¢cao apresentaram uma coloragéo levemente amarelada.

Tabela 5 - Aparéncia dos solventes eutéticos

SOLVENTE

EUTETICO APARENCIA APARENCIA APOS 7 DIAS
S . : o Liquido viscoso levemente
CC.:AM:G:W Liquido de viscosidade media levemente amarelado com cristais soélidos
amarelado
formados
CC.G:w Liquido viscoso transparente Cristais solidos formados
CC.AM:W Liquido viscoso levemente amarelado Liquido viscoso levemente
amarelado
CC:w Liquido de viscosidade baixa transparente Liquido de viscosidade baixa
transparente

*CC: Cloreto de colina; AM: Acido malico; G: Glicose; W: agua.
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5.3CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS EUTETICOS
5.3.1 Antocianinas e Carotenoides
As amostras que contém acido malico (amostras A e C) mostraram maior
eficiéncia na extracdo de antocianinas. Isso sugere que o acido malico, devido a
sua acidez, pode estar facilitando a extracdo dessas substancias, que sao
conhecidas por suas propriedades antioxidantes. A maior quantidade de
antocianinas nas amostras A e C indica que essas combinagdes de solventes

podem ser as mais eficazes para a extracdo desses compostos especificos
(Tabela 6).

Tabela 6 -Concentracdo de antocianinas totais dos extratos de camu-camu
utilizando solventes eutéticos

Amostra mg/mL + DP

A (CC:AM:G:W) 4,81 + 0,08°
B (CC:G:W) 2,82 £ 0,08¢
C (CC:AM:W) 6,43 £ 0,032
D (CC:W) 5,18 £ 0,23°

E (CC:AM:G:W) 2,10 + 0,040
F (CC:G:W) 2,33 £ 0,08f
G (CC:AM:W) 3,41 + 0,029
H (CC:W) 1,94 + 0,06¢

* Resultados (médias + desvio padrdo). Médias que n&o compartiiham das letras possuem
diferenca estatisticamente significativa para o teste de Tukey (p-valor > 0,05). CC: Cloreto de
colina; AM: Acido maélico; G: Glicose; W: agua. AM: eutético (CC:AM:G:W) fruta madura; BM:
eutético (CC:G:W) fruta madura; CM: eutético (CC:AM:W) fruta madura; DM: eutético (CC:W)
fruta madura; EV: eutético (CC:AM:G:W) fruta verde; FV: eutético (CC:G:W) fruta verde; GV:
eutético (CC:AM:W fruta verde; HV: eutético (CC:W) fruta verde.

Tabela 7 - Concentragcao de carotenoides totais dos extratos de camu-camu
utilizando solventes eutéticos

AMOSTRA TEOR DE CAROTENOIDES
(mg/mL = DP)
AM ND
BM ND
CM ND
DM ND
EV 1,87 £0,47
FV ND
GV ND
HV ND

*ND: Nao Detectado. Resultados (médias + desvio padrdo). CC: Cloreto de colina; AM: Acido
malico; G: Glicose; W: agua. AM: eutético (CC:AM:G:W) fruta madura; BM: eutético (CC:G:W)
fruta madura; CM: eutético (CC:AM:W) fruta madura; DM: eutético (CC:W) fruta madura; EV:
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eutético (CC:AM:G:W) fruta verde; FV: eutético (CC:G:W) fruta verde; GV: eutético (CC:AM:W
fruta verde; HV: eutético (CC:W) fruta verde.

Na Tabela 7, os resultados mostraram que apenas na amostra E (Cloreto
de Colina, Glicose e Acido Malico da fruta verde) foi possivel detectar o teor de
carotenoides, destacando a importadncia da combinagdo de glicose e acido
malico no processo de extragdo. Os carotenoides sdo compostos lipossoluveis,
€ 0 ambiente criado por esses solventes parece ser ideal para sua extracao,
especialmente nas frutas verdes.

Em seu estudo Fernandez et al. (2019), relatou que o camu-camu tem altas
concentracdes de vitamina C, mas baixas concentra¢des de carotenoides, o que
explica o fato de que, para o teste realizado, na maioria dos extratos eutéticos
nao foi possivel detectar os niveis baixos de carotenoides devido a sensibilidade
do ensaio.

Antioxidantes naturais, presentes em frutas e vegetais, sdo usados para
prevenir a interferéncia e o rangco dos alimentos causados pela auto oxidacéo.
Os frutos do camu-camu séo reconhecidos mundialmente por sua elevada
capacidade antioxidante, atribuida principalmente aos altos niveis de compostos
fendlicos e acido ascérbico (DE ABREU FIGUEIREDO et al., 2020).

A Tabela 8 apresenta os resultados de analises de potencial antioxidante
de diferentes amostras e combinagdes de compostos, utilizando quatro
metodologias: FT, DPPH, ABTS e FRAP.

Tabela 8 - Avaliagao da capacidade Antioxidante dos extratos euteticos de camu-
camu obtida pelos ensaios de Fendlicos Totais, DPPH, ABTS e FRAP

AMOSTRAS FT DPPH ABTS FRAP

AM 850,96+5,19°2 1430,83+89,32° 605,48+3,33°2 605,48+13,89b

BM 857,02+2,192 1240,00+15,61¢ 624,74+3,33° 624,74+7,223¢

CM 803,88+17,573>  1212,50+17,32¢d 569,37+18,35% 569,37+36,434

DM 834,89+40,60 1109,17+29,82¢ 639,93+1,922 639,93+10,50%

EV 737,521+14,29° 1203,33+80,86°% 611,04+35,32° 611,04+8,34bc

FV 792,67+88,912 1360,00+2,50° 668,44+13,33°% 668,44+46,12°2

GV 761,86+41,09% 1317,50+52,50° 582,89+16,772 582,89+2,22¢

HV 824,29+30,65% 1561,67+2,882 641,04+5,77°2 641,0414,623°
CC:AM:G:W 301,06+0,60¢ 1318,33+6,29¢ 41,4194 593 41,41£2,79f
CC:W 261,67+1,32¢ 1140,83+7,63% 120,30+£32,37° 120,30+3,39¢
CC:.G:W 500,56+0,87¢ 462,50+6,61" 30,30+3,57¢ 30,30+3,57°
CC:AM:W 288,13+0,63¢ 573,33+7,63f 4,74+4,209 4,74+1,11°
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*Os resultados (médias * desvio padréo) que ndo compartilham das letras possuem diferenca
estatisticamente significativa para o teste de Tukey (p-valor > 0,05). “DPPH e ABTS expresso em
MM Trolox/mL. Frap expresso em uM Fe(ll))mL e FT expresso em mg GAE/g. CC: Cloreto de
colina; AM: Capacidade Antioxidante dos extratos de E. moraviana e E. blastantha obtida pelos
ensaios ORAC, FRAP, ABTS, DPPH e Compostos Fendlicos Totais Acido malico; G: Glicose; W:
agua. AM: eutético (CC:AM:G:W) fruta madura; BM: eutético (CC:G:W) fruta madura; CM:
eutético (CC:AM:W) fruta madura; DM: eutético (CC:W) fruta madura; EV: eutético (CC:AM:G:W)
fruta verde; FV: eutético (CC:G:W) fruta verde; GV: eutético (CC:AM:W fruta verde; HV: eutético
(CC:W) fruta verde.

O composto fendlico total e a concentragao total de antocianina mostraram
tendéncia semelhante ao potencial antioxidante encontrado nas demais
andlises. Os resultados deste estudo podem induzir uma correlagdo entre
compostos fendlicos e atividade antioxidante. Consequentemente, o impacto do
solvente usado em extrair os compostos fendlicos foi um fator que afetou os
resultados da atividade antioxidante (SABATINI et al., 2020). Em seus
resultados, KORAQI et al. (2024) comprova que a extracdo de compostos
fendlicos de frutas esta diretamente ligada com a capacidade antioxidante
desses extratos. Apresentando, assim, uma correlacdo direta entre valores de
potencial antioxidante e quantidade de fendlicos totais nos extratos.

Nos resultados do método FT, a amostra BM destacou-se com o maior valor
(857,0 £ 2,2 mg GAE/Q), seguida de perto por AM (851,0 £ 5,2), ambas com alto
potencial antioxidante. Por outro lado, as combinagdes CC:AM (288,1 + 0,6 mg
GAE/g) e CC:G (500,5 £ 0,9 mg GAE/g) apresentaram os menores valores,
sugerindo menor capacidade de inibicdo da oxidacao, resultados que foram
satisfatorios, uma vez que se esperava que os solventes eutéticos puros
apresentassem baixo ou nenhum potencial de oxirreducéo.

O ensaio DPPH é uma ferramenta valiosa para examinar as capacidades
antioxidantes de hidrofilicos e lipofilicos antioxidantes (SACHADYN-KROL;
BUDZIAK-WIECZOREK; JACKOWSKA, 2023). Os elementos cruciais no ensaio
DPPH sao a estrutura conformagdao de componentes antioxidantes e sua
capacidade de liberar hidrogénio (GULCIN; ALWASEL, 2023). A variagao dos
componentes eutéticos afetou significativamente os resultados de DPPH. No
teste de DPPH, a amostra H demonstrou a maior capacidade de eliminacao de
radicais livres (1561,7 £ 82,8 uM Trolox/mL), seguida por GV (1317,5 + 52,1 uM
Trolox/mL) e F (1360,0 + 50,5 uyM Trolox/mL).

As combinagbes CC:G (462,5 + 6,6 uM Trolox/mL) e CC:AM (573,3 + 7,6

MM Trolox/mL) obtiveram os menores valores, indicando uma baixa eficacia na
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extragcdo de componentes com potencial antioxidantes desse fruto. Estudos de
Chirinos, et al., 2010, Neves, et al. 2015 e Silva, Mourdo, 2022, indicam que o
alto poder redutor do acido ascérbico influencia significativamente os valores
observados para a atividade antioxidante de extratos, variando conforme as
diferentes concentragbes presentes ao longo dos estagios de maturagdo do
camu-camu. A flutuagdo observada na capacidade de eliminagao de DPPH da
fruta pode ser atribuida a compostos fendlicos, que dissolve-se de diferentes
maneiras de acordo com a polaridade dos solventes utilizados (GULCIN;
ALWASEL, 2023; MUZOLF-PANEK; STUPER-SZABLEWSKA, 2021; SABATINI
et al., 2020).

No teste ABTS, a amostra BM mais uma vez apresentou o maior valor
(624,7 + 3,3 uM Trolox/mL), o que sugere uma elevada capacidade antioxidante.
Por outro lado, as combinagbes CC:AM (4,7 £ 4,2 uyM Trolox/mL) e CC:G (30,3
* 3,6 uM Trolox/mL) tiveram os menores resultados, indicando baixa capacidade
de neutralizagdo de radicais. No método FRAP, a amostra BM voltou a se
destacar com o maior valor (624,741 £ 3,333 uM Fe(ll)/mL), confirmando sua
elevada capacidade de reduzir ions férricos, enquanto CC:AM (4,741 £ 1,111 uM
MM Fe(ll))mL) e CC:G (30,296 + 3,572 uM Fe(ll))mL) ficaram entre as que
apresentaram menor poder redutor.

De forma geral, as amostras BM, HV e GV apresentaram os maiores
potenciais antioxidantes em todos os testes, o que indica uma maior eficacia na
inibicdo da oxidagao, eliminagédo de radicais livres e neutralizacdo de radicais.
Em contrapartida, as combinagdes como CC:AM, CC:G e CC:W tiveram os
menores resultados em praticamente todos os testes, sugerindo uma menor
atividade antioxidante. Esses resultados, reforcados pela analise estatistica do
teste de Tukey, mostram que as amostras, especialmente BM e HV, tém um
potencial antioxidante superior, enquanto as combinagdes de solventes eutéticos

apresentam uma redugéo significativa nesse potencial.
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Figura 6 - Resultado da analise estatistica de comparagao dos grupos eutéticos
das frutas verdes e maduras para o ensaio de ABTS e DPPH
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Na Figura 6 os graficos referentes aos ensaios de ABTS e DPPH, que
medem a capacidade antioxidante, observam-se diferengas nos valores médios
entre os grupos de frutas verdes e maduras. De acordo com as indicagdes de
letras, as colunas com letras iguais n&do diferem significativamente, enquanto
letras distintas indicam diferenca estatistica. Essa configuragdo sugere que,
dependendo do estagio de maturagao, a atividade antioxidante pode apresentar
variagcbes importantes. A maior atividade antioxidante em frutas maduras,
indicada pelas letras distintas, aponta para a acumulacdo de compostos
antioxidantes ao longo do processo de amadurecimento. Esse aumento é
consistente com a literatura, onde os compostos fendlicos e outras substancias
antioxidantes se tornam mais abundantes e efetivos contra radicais livres
conforme as frutas se desenvolvem.

O ensaio DPPH é altamente sensivel a capacidade antioxidante dos
compostos fendlicos e outros antioxidantes lipofilicos, sendo especialmente
eficaz em detectar mudangas em antioxidantes hidrofébicos. Se os antioxidantes
das frutas estudadas incluirem compostos de natureza lipofilica ou se a estrutura
fendlica muda significativamente com a maturacdo, o DPPH sera mais
responsivo a essas variagoes, o que pode justificar as diferengas significativas
observadas em todos os grupos (GONCALVES, A. C. et al., 2024; LAKSHMI
BALASUBRAMANIAM; TAJVIDI; SKONBERG, 2024; YAMAUCHI et al., 2024).

O ensaio ABTS, por outro lado, € mais versatil e reage com uma gama mais
ampla de antioxidantes, tanto hidrofilicos quanto lipofilicos. No entanto, ele pode

ser menos sensivel a pequenas mudangas nas concentragcées de antioxidantes
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especificos. Isso significa que o ABTS pode n&o captar com a mesma preciséo
as variagbes na capacidade antioxidante que o DPPH consegue detectar,
resultando em menos diferengas significativas entre os grupos de frutas verdes
e maduras (YAN et al., 2024).

Durante o amadurecimento, ha um aumento em compostos fendlicos e
flavonoides que podem influenciar diferentemente cada método de avaliagéo
antioxidante. O DPPH, com sua alta sensibilidade a alteragbes estruturais e
concentragcéo de antioxidantes especificos, consegue distinguir essas variagdes
de maneira mais clara. Ja o ABTS pode nao captar diferencas tao sutis,
especialmente se a atividade antioxidante total ndo variar significativamente
entre os estagios de maturagcao (CRUZ-CHAMORRO et al., 2024; HWANG,; KIM;
SHIN, 2019; MADUWANTHI; MARAPANA, 2021).

Em alguns casos, a sinergia entre diferentes compostos antioxidantes pode
afetar os resultados, especialmente no ensaio ABTS, que capta a atividade
antioxidante geral. No caso das frutas maduras, se a composi¢ao total de
antioxidantes nao variou muito em relagao as frutas verdes, o ABTS pode nao
mostrar diferencas significativas, enquanto o DPPH ainda consegue distinguir
variagcdes em antioxidantes especificos (PLATZER et al., 2021; WOLOSIAK et
al., 2021).

Figura 7 - Resultado da analise estatistica de comparagao dos grupos eutéticos

das frutas verdes e maduras para o ensaio de FRAP e Fendlicos Totais
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Os dados da Figura 7 de FRAP e Fendlicos Totais também revelam
diferengas significativas entre os grupos, evidenciadas pelas letras distintas.
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Esses resultados indicam que o estagio de maturacdo influencia
significativamente a capacidade de reducgao férrica (FRAP) e o conteudo total de
compostos fendlicos, que sdo componentes essenciais para o poder antioxidante
(DA COSTA, C. A. R. et al., 2023). As frutas maduras apresentam um aumento
nesses parametros, o que pode ser explicado pelo maior acumulo de fendis e
outros antioxidantes no decorrer da maturagdo. Esse aumento é relevante, pois
os compostos fendlicos sdo amplamente associados a protecdo contra
processos oxidativos, e sua abundancia torna os frutos maduros mais propicios
para aplicagdes antioxidantes (F. GOMES-ROCHETTE et al., 2016).

A analise comparativa dos grupos de frutas verdes e maduras para os
parametros ABTS, DPPH, FRAP e Fendlicos Totais revela um padrao onde o
estagio de maturagdo contribui para uma maior concentragdo e eficacia dos
compostos bioativos. As letras distintas nos topos dos grupos de colunas
demonstram que o processo de maturagdo nao so altera a quantidade desses
compostos, mas também a capacidade antioxidante geral das frutas, um achado
que apoia a utilizagdo de frutas maduras em contextos que buscam otimizar o
teor antioxidante. Dessa forma, os resultados ressaltam a importancia do estagio
de maturagao para o desenvolvimento de produtos ricos em antioxidantes e em

compostos fendlicos.

5.3.2 Analise de cor

A cor é um indicativo importante de qualidade em extratos, especialmente
em industrias alimenticias e cosméticas, onde a aparéncia visual do produto &
essencial. A Tabela 9 apresenta uma analise de cor das diferentes amostras,
comparando-as com seus respectivos padroes de referéncia. Os parametros
analisados incluem L* (luminosidade), a* (componente de cor vermelho-verde),
b* (componente de cor amarelo-azul), C* (croma), h* (&ngulo de tonalidade), AL*
(diferenca de luminosidade) e AE (diferenga total de cor em relagéo ao padrao).

O padrdao CC:AM:W apresenta L* = 53,78, indicando uma luminosidade
moderada, e suas amostras comparadas, como AM e EV, mostram diferencas
de cor significativas, com AE de 45,73 e 28,09, respectivamente, o que evidencia
uma mudanga visual perceptivel.

Para o padrdo CC:W, que tem L* = 54,55, a amostra H mostra uma grande

diferenga de cor (AE = 35,89), principalmente devido a tonalidade (h* = 82,9),
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enquanto a amostra D apresenta uma diferenca de AE = 24,03, também
mostrando variagao de tonalidade (h* = 80,49).

Ja no padrao CC:AM:W, a maior diferenga foi observada na amostra C, com
AE = 45,32, sugerindo mudancgas substanciais tanto na luminosidade (AL* = -
21,59) quanto na tonalidade (h* = 39,6). A amostra GV também apresentou uma
diferenga perceptivel (AE = 27,22), mas menos pronunciada em relagdo a
amostra CM. No padrao CC:G:W, a amostra BM teve AE = 24,76, com mudangas
notaveis nas componentes de cor a* e b*, e a amostra F apresentou AE = 24,47,
com variagdes significativas na luminosidade (AL* = -11,35) e na tonalidade (h*
= 85,62).

Tabela 9 — Perfil de coloragcado dos extratos eutéticos em comparagao com os

solventes padrbes

AMOSTRAS 1llum./Obs L* a* b* C* h* AL* AE
Padréao — D65/10° 53,78 1,72 6,06 6,3 74,14 0 0
CC.:AM:G:W
Amostra A D65/10° 29,93 34,27 28,11 44,32 39,36 -21,1 45,73
Amostra E D65/10° 37,69 8,81 29,37 30,66 73,3 -14,23 28,02
AMOSTRAS Illum./Obs L* a* b* C* h* AL* AE
Padréao — D65/10° 5455 2,02 2,06 2,88 4559 0 0
CcC:w
Amostra H D65/10° 4516 1,97 15,8 15,92 82,9 -8,25 18,95
Amostra D D65/10° 43,32 3,31 19,73 20,01 80,49 -9,86 24,03
AMOSTRAS Illum./Obs L* a* b* C* h* AL* AE
Padréao — D65/10° 5368 1,76 7,25 7,46 76,32 0 0
CC:AM:W
Amostra C D65/10° 29,29 35,19 29,11 4566 39,6 -21,59 45,32
Amostra G D65/10° 36,73 14,28 27,57 31,05 62,62 -15,01 27,22
AMOSTRAS Illum./Obs L* a* b* C* h* AL* AE
Padréao — D65/10° 5429 1,78 2,45 3,03 54,09 0 0
CC.G:W
Amostra B D65/10° 4501 5,17 21,32 2194 76,38 -8,17 24,76
Amostra F D65/10° 41,4 1,54 20,14 20,2 85,62 -11,35 24,47

Fonte: o autor, 2024

Levando em consideracdo paradmetros como Iluminosidade (L*),
componentes de cor (a* e b*), saturagdo (C*) e angulo de tonalidade (h*). A

amostra AM apresentou uma cor laranja escuro, puxado para o vermelho, devido



67

aos seus valores de L* = 29,93, a* = 34,27 e b* = 28,11, com uma alta saturacao
(C* = 44,32) e um angulo de tonalidade de 39,36°, proximo ao laranja. Ja a
amostra EV adquiriu uma tonalidade amarela clara, com L* = 37,69, a* = 8,81 e
b* = 29,37, o que indica uma cor mais suave e menos saturada.

A amostra HV, comparada com o padrao CC:W , apresentou uma cor
péssego suave, com L* = 45,32, a* = 15,97 e b* = 7,92, evidenciando uma
mistura de vermelho e amarelo, enquanto a amostra DM mostrou uma cor
amarelo médio com L* = 43,32, a* = 3,11 e b* = 19,73. A amostra CM revelou
uma cor laranja escuro, similar a amostra AM, com L* = 29,29, a* = 35,19 e b* =
29,11, destacando-se pela alta saturacao (C* = 45,66) e uma tonalidade laranja
(h* =39,6°).

A amostra GV apresentou uma tonalidade amarelo-laranja, com L* = 36,73,
a* = 14,28 e b* = 27,57, mostrando uma cor moderadamente saturada. Por sua
vez, a amostra BM adquiriu um tom amarelo palido, com L* = 41,05, a*=5,17 e
b* = 21,32, refletindo uma cor mais suave e menos saturada. A amostra FV
revelou um amarelo-claro quase neutro, com L* = 41,4, a* = 1,54 e b* = 20,14,
tendo uma tonalidade moderadamente saturada e puxada para o amarelo.

De forma geral, todas as amostras demonstraram diferencas perceptiveis
de cor em relacao aos seus padrdes, com as amostras CM e HV se destacando
como as que apresentaram as maiores discrepancias em termos de
luminosidade, croma e tonalidade. As amostras variam principalmente entre tons
de vermelho, laranja e amarelo, com intensidades de cor que vao de claras a
moderadamente escuras.

A forma (glicosilada das antocianinas, as antocianidinas (agliconas)
apresentam cromoéforo longo com oito ligagdes duplas conjugadas com cargas
positivas que conferem colorido intenso em condi¢des acidas. As agliconas mais
comumente conhecidas sao cianidina, peonidina, pelargonidina, malvidina,
delfinidina e petunidina, que diferem pela posi¢ao dos grupos hidroxila e metoxila
(BENVENUTTI et al., 2020). Dessa forma, essas caracteristicas podem justificar
as amostras como AM e CM adquirem um tom mais avermelhado, enquanto
outras, como EV e HV, tendem a ser mais amareladas. A intensidade e a
saturagdo da cor também variam, com algumas amostras sendo mais vivas

(como AM e CM), enquanto outras sao mais suaves (como EV e BV).
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Os resultados da analise de cor das amostras extraidas do fruto camu-
camu revelam variagdes de tonalidade que podem ser associadas a composi¢cao
bioativa e aos processos de extragao utilizados. O camu-camu, conhecido por
sua alta concentracao de vitamina C e compostos fendlicos, como antocianinas
e flavonoides, possui uma coloragado natural que varia de vermelho a purpura,
especialmente quando o fruto estd maduro. Esses compostos, especialmente as
antocianinas, sao responsaveis por essa coloracao caracteristica e sao
sensiveis a fatores como pH, temperatura e método de extragdo (FIDELIS, DO
CARMO, et al., 2020, GONCALVES, 2012, SANTOS, MIRANDA, et al., 2022).

A andlise das amostras revelou que as amostras AM, CM e GV
apresentaram tons de laranja escuro ou avermelhado, sugerindo que 0 processo
de extracdo preservou bem os pigmentos fendlicos presentes no fruto,
especialmente as antocianinas, que em meios acidos tendem a assumir
coloragdo vermelha. A alta saturacdo dessas amostras indica que elas
mantiveram uma maior concentragao de compostos bioativos, responsaveis por
essa coloragédo mais intensa (COSTA; SOUSA; FARIA, 2018).

Por outro lado, as amostras EV, HV, DM e BM exibiram cores mais
amareladas, o que pode indicar uma possivel degradacado parcial das
antocianinas ou a predominancia de outros compostos menos suscetiveis a
mudangas de pH. A degradagdo das antocianinas pode ocorrer devido a
exposicao ao calor, oxidacdo ou variagcbes no método de extracédo,
transformando os tons de vermelho e purpura em amarelo. As amostras HV e
BM, que apresentaram cores mais suaves e claras, provavelmente resultam de
extratos menos concentrados ou de um processo de extragdo que favoreceu a
degradagao dos compostos coloridos, levando a uma coloragdo menos saturada.

As diferencas de cor entre as amostras podem ser atribuidas aos diferentes
métodos de extragao utilizados. Solventes mais polares, por exemplo, podem ter
extraido uma maior quantidade de compostos hidrossoluveis, como a vitamina
C e alguns flavonoides, que também influenciam a cor final do extrato (COSTA;
SOUSA; FARIA, 2018). Amostras como AM, CM e HV, que apresentaram
maiores variagdes de AE, sugerem que os métodos de extracdo tiveram um
impacto significativo na estabilidade dos pigmentos presentes no camu-camu.

Em resumo, as cores observadas nas amostras extraidas do camu-camu

variam de tons avermelhados a amarelados, refletindo a presenca e a
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estabilidade dos compostos bioativos durante o processo de extracdo. As
amostras mais avermelhadas ou alaranjadas indicam uma maior preservacao
dos pigmentos naturais, enquanto as amostras amareladas sugerem alteragdes
nos compostos devido a fatores como o pH, a temperatura ou o tipo de solvente

utilizado no processo de extragao.

5.3.3 Anadlise de FTIR

A analise de FTIR (Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier) apresentada na Figura 8 compara os espectros de transmitancia entre
uma amostra padrao (eutético) e as amostras CM e GV. O FTIR é utilizado para
identificar grupos funcionais, analisando as vibragdes moleculares em diferentes
faixas de numero de onda (cm™) (SINGH; SINGH, 2022).

Na regidao de 4000 a 500 cm™, que inclui vibragdes de estiramento de
grupos como O-H, N-H e C-H, a amostra padrao exibe picos mais definidos,
sugerindo uma estrutura molecular mais organizada em comparagao com as
amostras C e G. A amostra C apresenta uma ligeira diminui¢do na intensidade
dos picos, o que pode indicar a presencga de diferentes compostos ou uma menor
quantidade de grupos funcionais. Ja a amostra G mostra uma atenuacéo ainda
maior, sugerindo altera¢gées mais significativas em sua composigao.

Na faixa entre 1720 e 750 cm™, observam-se picos importantes, como o da
regiao de 1720 cm™, que é caracteristico de carbonilas (C=0). Esse pico esta
presente em todas as amostras, mas com intensidades diferentes. As amostras
C e G exibem padrdes distintos, com picos em 1477 cm™, 1386 cm™ e 1165
cm™', possivelmente associados a estiramentos de C-H e C-O, que sao comuns
em compostos fendlicos ou acidos carboxilicos, como os presentes no camu-

camu.
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Figura 8 - Analise de FTIR, diferenca entre o solvente e as amostras C e G

,irﬂﬂri Padido (Futético) Amostra Padrio (Eutético)
///"\\ [\/\
Amostra C —~ | AmostraC
gpm=e| [ PN g et
: \\/ / im vﬂ f\v = \
< / ¥ i A =] \ /
€ |Amostra G | /{ L‘J \/\/\ A f h‘/\‘\ N S | AmostraG \ | ‘
A f Vicd Vo |
e e s e e 1 it
= \,J- \ / o 5 VAN VA
s e e v o
\ ‘i ‘\\ {\l‘ [ k; V \ / \ / \JIGM VJ a2 822 785
\.f} \\F “J : \-/l ‘\f“lm‘:)lllas 946
b v 1720 1165
T T 1) T T T T T T T T T T T T T T
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 2000 17r5[) 15‘00 12‘50 10!00 750
Ntmero de onda (cm') Nimero de onda (cm )
Amostra Padrdo (Eutético)
~— |AmostraC
?i b
d o
o
(g W—f
*  |Amostra G
g
= e
w
& .
T T T T T T T T Y T
4000 3500 3000 2500 1500 1000

Numero de onda (cm'™)

Fonte: o autor, 2024

Na regiao entre 2000 e 750 cm™, a amostra padrdo novamente se destaca
com picos mais nitidos, enquanto as amostras CM e GV apresentam
transmitancias diferentes. A amostra CM, embora tenha picos menos intensos
que a amostra padrao, mantém um perfil semelhante. Ja a amostra GV mostra
uma redugao ainda maior na intensidade dos picos, indicando uma alteragao
mais pronunciada em sua composigao quimica.

No espectro de FTIR para o extrato eutético de camu-camu, podem ser
observados sinais tipicos da estrutura das antocianinas referentes as bandas de
absorgdo em 950, 1085 e 3000 cm™', em concordancia, respectivamente, com a
vibracdo de flexdo dos grupos —CH2, COC e —OH (KRYSA; SZYMANSKA-
CHARGOT; ZDUNEK, 2022). Vannuchi Ramos et al. (2024), encontrou
resultados semelhantes com bandas de absorgédo em 950, 1072 e 3300 cm™.

Bandas relacionadas aos anéis fendlicos (1200 e 1500 cm™ ') e grupos =
COC dos flavonoides (1085 cm™") podem ser detectadas. Nas regides de 1600
a 900 cm™ podem ser observadas bandas caracteristicas das antocianinas
(anéis fenolicos e grupos COC) (VANNUCHI et al., 2024).
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Os espectros de FTIR demonstram que as amostras CM e GV passaram
por mudangas em suas composi¢des quimicas em relagédo a amostra padrao,
provavelmente devido ao processo de extragdo ou a variagdo na concentragao
de compostos bioativos do camu-camu. A amostra CM parece ter sofrido
alteracbes moderadas, enquanto a amostra GV apresenta mudancas mais
acentuadas, sugerindo que pode conter uma quantidade menor ou uma estrutura

diferente de grupos funcionais em comparacgao as demais.

54DETERMINAGCAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS ALVO POR
RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

5.4.1 Rendimento SPE
AFigura 9 ilustra os rendimentos percentuais dos extratos eutéticos obtidos
das amostras A a H, com as barras de erro de queda a variacdo associada.
Observe-se que ha diferengas significativas nos rendimentos entre as amostras,
0 que pode estar relacionado a composi¢ao e as interagdes dos compostos em
cada amostra com os solventes utilizados. A amostra D apresentou o maior
rendimento, com 46,05%, destacando-se dos demais. Esse alto rendimento
pode indicar uma melhor interagdo entre o solvente eutético e os compostos
presentes na amostra, promovendo uma protecdo mais eficiente. As amostras A,
B, C e H tiveram rendimentos moderados, variando de 27,74% a 36,24%. Esses
resultados sugerem que, embora a eficiéncia da deficiéncia seja satisfatoria,
existem fatores que podem estar limitando uma prote¢cao mais eficaz. Por outro
lado, as amostras E, F e G registaram os menores rendimentos, especialmente
F (14,63%) e E (19,76%). Esses valores baixos podem ser consequéncia de uma
menor solubilidade dos compostos nessas condigdes ou de uma menor camada

do solvente com os compostos extraidos.
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Figura 9 - Rendimento extratos eutéticos apdés SPE
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*AM: eutético (CC:AM:G:W) fruta madura; BM: eutético (CC:G:W) fruta madura; CM: eutético
(CC:AM:W) fruta madura; DM: eutético (CC:W) fruta madura; EV: eutético (CC:AM:G:W) fruta
verde; FV: eutético (CC:G:W) fruta verde; GV: eutético (CC:AM:W fruta verde; HV: eutético
(CC:W) fruta verde. Fonte: o autor, 2024

Em seu estudo Silva e Mourdo (2022) obteve resultados de rendimento
semelhantes em seus extratos glicélicos (58% e 34%) e o rendimento de 70%
em seu extrato hidroalcoolico. A variagdo nos rendimentos pode ser explicada
por fatores como a composi¢gdo quimica das amostras, a interacdo entre os
componentes e os solventes eutéticos, além de possiveis diferengas no ponto
eutético das misturas. As barras de erro sugerem que ha uma variagao especifica
em algumas amostras, especialmente em DM e HV, diminuindo a necessidade

de otimizac&o das condi¢des experimentais.
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5.4.2 Identificagao dos compostos obtidos no extrato eutético

Figura 10 - Espectros de RMN de 'H (500 MHz, MeOD) das amostras AM, BM,
CM e DM
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Fonte: o autor, 2024

Figura 11 - Espectros de RMN de 'H (500 MHz, MeOD) das amostras EV, FV,
GV e HV
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Fonte: o autor, 2024

Apds a andlise do RMN 'H, foram escolhidas duas amostras para a
aplicagéo de experimentos de RMN bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC),
foram realizados para fundamentar a identidade dos compostos, juntamente com
as comparagdes dos dados obtidos com os bancos de dados online e artigos da

literatura. As amostras escolhidas foram as amostras CM e GV (Figuras 10 e 11),
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pois apresentaram os sinais de maiores intensidades. As Figuras 12 e 13 sdo as
representacbes das amostras a serem analisadas através da ampliagao dos
espectros. Para a determinagdo das estruturas quimicas dos compostos
extraidos foram levadas em consideracdo as analises contidas nas Figuras 14,
15, 16, 17, 18 e 19. Para cada uma das amostras foram analisados o0 mapa de
correlagdes homonuclear COSY (500 MHz, MeOD), o mapa de correlagbes

heteronuclear (HSQC) e o mapa de correla¢des heteronuclear (HMBC).

Figura 12 - Melhores espectros de RMN de 1H, amostras CM e GV
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Fonte: o autor, 2024
Figura 13 — Zoom nos espectros de RMN de 1H, amostras CM e GV
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Figura 14 - Mapa de correlagbes homonuclear COSY (500 MHz, MeOD) da
amostra CM
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Figura 15 - Mapa de correlagdes heteronuclear (HSQC) da amostra CM
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Figura 16 - Mapa de correlagdes heteronuclear (HMBC) da amostra CM
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Figura 17 - Mapa de correlagcbes homonuclear COSY (500 MHz, MeOD) da
amostra GV
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Figura 18 - Mapa de correlagdes heteronuclear (HSQC) da amostra GV
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Figura 19 - Mapa de correlagdes heteronuclear (HMBC) da amostra GV
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Ambos o0s espectros analisados nos experimentos de RMN 2D

apresentaram as o mesmo perfil quimico, entretanto, foi possivel identificar que

a amostra C possuia maior intensidade nos sinais. Portanto, a analise de

metabdlitos foi realizada com base nos espectros obtidos a partir da amostra C.

Dessa maneira, demonstrando ser a melhor amostras dentre as demais apos a

extracdo, devido a intensidade desses metabdlitos.

Tabela 9 - Metabdlitos identificados nos experimentos de RMN de 1H apds

confirmagéao por meio dos experimentos 2D

N ppm  multiplicidade J(Hz2) Substancia

1 0,9 ® 7 Hz Isoleucina

2 1,17 (® 7.18 Hz Etanol

3 1,27 (s) - Valina

4 1,28 (d) 7 Hz Isoleucina

5 1,98 (s) N/D Acido acético

5 2,16 (s) - Acido piruvico

6 2,34 (t) 7.4 Hz Gaba (Acido gama-
aminobutirico)

7 2,56 (s) - Acido succinico

8 261 (d) 8.0 Hz Acido malico

8 2,64 (d) 8.0 Hz
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8 2,77 (d) 4.5 Hz

8 2,8 (d) 4.5 Hz

9 2,88 (d) 5.7 Hz Asparagina

9 2,92 (® 3.8 Hz Asparagina

10 3,2 (s) N/D Cloreto de colina
10 3,48 (9] 5.0 Hz Cloreto de colina
11 3,68 (s) N/D Acido metil elagico
10 3,99 (m) N/D Cloreto de colina
12 4,15 (d) 7.0 Hz Frutose

13 4,2 (dd) 2.90/4.0 Hz Acido dehidroascorbico
8 4,46 Q) N/D Acido malico
12 543 (m) N/D Frutose

14 6,27 (d) 3.5Hz Miricetina

14 6,35 (d) 3.25 Hz Miricetina

15 6,74 (s) N/D Acido galico

16 7,25 (dd) N/D Quercetina

17 7,38 (d) 4 Hz Delfinidina

17 7,58 (s) - Delfinidina

Fonte: o autor, 2024

Os metabdlitos identificados nos experimentos de RMN de 'H, confirmados
por meio de experimentos bidimensionais (2D), destacando a diversidade e a
natureza das substancias encontradas no extrato obtido a partir do solvente
eutético.

Os compostos identificados incluem aminoacidos (como isoleucina e
asparagina), acidos organicos (como acido acético, succinico, malico e galico),
bem como outros metabdlitos importantes como acido metil elagico e flavonoides
como miricetina e quercetina (Tabela 10).

Esses resultados sugerem que o solvente eutético utilizado no estudo foi
eficaz na extragdo de uma ampla gama de compostos bioativos, cada um com
potenciais propriedades bioldgicas e quimicas distintas. A presenca de acidos,
em particular o acido malico, em varias formas isoméricas, pode indicar a
capacidade do solvente de preservar diferentes conformagdes moleculares. A
identificacdo de flavonoides como a miricetina e a quercetina também aponta
para o potencial antioxidante dos extratos, algo que poderia ser correlacionado
com os resultados das analises antioxidantes realizadas no estudo (MORAES et
al., 2022; SOUZA et al., 2007).

Além disso, a presenca de compostos como a delfinidina, que € uma
antocianina, reforga a possivel atividade antioxidante e os beneficios a saude
associados ao consumo de extratos obtidos a partir de solventes eutéticos.

Assim, a diversidade de metabdlitos identificados ndo sé sublinha a eficacia do
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solvente eutético na extracdo de compostos variados, mas também abre
caminho para futuras investigacées sobre as propriedades especificas de cada
composto e seus potenciais aplicagdes industriais e farmacéuticas (PIRES et al.,
2023; SILVA, N. M. DA et al., 2022; SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2021).

Esse conjunto de dados pode ser particularmente util em aplicagbes que
vao desde a formulagcédo de suplementos alimentares até o desenvolvimento de

produtos cosméticos e farmacéuticos, onde a atividade biolégica dos compostos
€ um fator crucial.

Figura 20 — Ampliagdo do espectro de RMN de 'H (500 MHz) em MeOD da

regiao 6 0,09 -2,60 referentes as moléculasde 1a 7
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Figura 21 - Ampliacdo do espectro de RMN de 1H (500 MHz) em MeOD da

regiao o6 2,8 — 4,2 referentes as moléculas de 8 a 13
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Figura 22 - Ampliacdo do espectro de RMN de 1H (500 MHz) em MeOD da

regiao 6 5,4 - 8,2 referentes as moléculas de 14 a 17
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As duas figuras apresentam espectros de RMN (Ressonancia Magnética
Nuclear) de prétons ('H), obtidos em 500 MHz com MeOD (metanol deuterado)

como solvente, ampliando regides especificas de carcaga quimica (). A Figura
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20 foca na regiao entre & 0,09 e 2,60 ppm, onde sao identificados contatos
simples com sinais de grupos especificos, principalmente alquilas (CH;, CH,),
carbonilas e aminas. Os produtos apresentados incluem o etanol (com sinais em
torno de d 1,1 ppm para o grupo CHj3), a isoleucina (com sinais na faixa de & 0,9
a 1,6 ppm), a valina (com grupos metil em & 0,9 e & 2,0 ppm), 0 acido acético
(pico em & 2,1 ppm para o grupo CH3), o acido piravico (6 2,2 a 2,3 ppm), o
GABA (acido gama-aminobutirico ) com sinais espalhados entre 6 1,9 € 2,2 ppm,
e 0 acido succinico (em torno de d 2,4 ppm). Esses tipos sdo caracteristicos de
ambientes simples, com hidrogénios proximos a grupos funcionais como
carbonilas e aminas.

A Figura 21 amplia a regido de & 2,8 a 4,2 ppm, onde se observam
moléculas com grupos funcionais mais complexos. Nessa faixa, identificam-se o
acido malico, com sinais em & 3,2 a 3,4 ppm, a asparagina (com sinais na faixa
de 6 2,8 a 3,0 ppm), a colina (com um triplo em & 3,2 ppm), o acido metilmalénico
(em & 3,5 a 3,6 ppm), a frutose (com varios sinais entre 6 3,5 e 4,0 ppm), € 0
acido dihidroxiadipico, com sinais em & 4,0 ppm. Essas composi¢coes
apresentam proteinas ligadas a atomos mais eletronegativos, como oxigénio,
resultando em substituicbes quimicas maiores e evidenciando uma maior
complexidade estrutural, incluindo agucares e acidos organicos.

A Figura 22 apresenta a ampliagéo do espectro de RMN de 'H (500 MHz)
em MeOD, focando na regido de deslocamento quimico entre & 5,4 e 8,2 ppm,
uma area onde normalmente sdo observados sinais de hidrogénios aromaticos
e vinilicos. Neste intervalo, sdo destacadas quatro moléculas principais:
miricetina (14), quercetina (16), acido galico (15) e delfinidina (17), alguns sinais
especificos estdo marcados no espectro. A miricetina (14) apresenta picos entre
0 6,2 e 6,4 ppm, atribuidos a prétons de duplas ligagdes conjugadas e ao anel
aromatico. A quercetina (16), por sua vez, tem sinais localizados ao redor de &
6,8 a 7,0 ppm, devido aos protons aromaticos e endlicos presentes em sua
estrutura de flavondide. O acido galico (15) apresenta picos entre & 7,0 e 7,2
ppm, consistentes com os prétons aromaticos tipicos de compostos fendlicos. Ja
a delfinidina (17), uma antocianina, apresenta seus sinais entre 6 7,4 e 7,6 ppm,
relacionados aos protons do anel aromatico e aos hidrogénios vinilicos.

A andlise dessa regido € importante porque esses compostos sao

conhecidos por suas atividades bioldégicas, como antioxidantes e anti-
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inflamatorias, o que destaca a relevancia da caracterizagao dessas moléculas.
As integracdes e os padrdes de observagao no espectro confirmam a presenca
de prétons aromaticos e vinilicos bem resolvidos, facilitando a identificagéo
estrutural.

As antocianinas podem interromper as rea¢des em cadeia oxidativas ao
neutralizar radicais livres, ajudando a diminuir o estresse oxidativo. Esses
compostos naturais sdo reconhecidos por sua forte acdo antioxidante, em
grande parte devido a sua estrutura quimica unica, que permite aceitar elétrons
desemparelhados, como as espécies das reativas de oxigénio e toxicidade, e
assim mitigar o estresse oxidativo (WANG, J.; XIE; SUN, 2021; XIE et al., 2018).

Assim como outras “superfrutas”, a jabuticaba demonstra uma potente
capacidade antioxidante in vitro, conforme os métodos DPPH e ABTS. Em um
estudo que investigou o efeito da ingestdo de extrato liofilizado das cascas de
Myrciaria jaboticaba na atividade antioxidante plasmatica de ratos, os resultados
mostraram um aumento significativo da capacidade antioxidante do plasma, com
um incremento de 1,7 vezes pelo método TEAC e 1, 3 vezes pelo método ORAC.
Antocianinas como cianidina-3-O-glicosideo e delfinidina-3-O-glicosideo
parecem ser as principais responsaveis por esse efeito (WU; LONG; KENNELLY,
2013).

O potencial antioxidante do extrato hidroalcodlico das folhas de Plinia
trunciflora foi avaliado utilizando os métodos FRAP e DPPH. Os resultados
demonstraram uma elevada atividade antioxidante, atribuida principalmente a
presenca de cianidina e cianidina-3-O-glicosideo (SACCHET et al., 2015).

Os compostos fendlicos sdo comumente encontrados associados a parede
celular, ligados a componentes como pectina, celulose, hemicelulose e lignina.
O processamento por ultrassom (US) pode aumentar as taxas de transferéncia
de massa e gerar microcavidades que rompem a parede celular, liberando o
conteudo antioxidante. Além disso, o aumento da poténcia durante o processo
de cavitagao intensifica a degradagéao da parede celular, resultando na geragao
de radicais hidroxila. Esses radicais desempenham um papel crucial na
hidroxilagado do anel aromatico dos compostos fenoélicos nas posi¢des orto, meta
e para (DA PORTO; PORRETTO; DECORTI, 2013; ORDONEZ-SANTOS;
MARTINEZ-GIRON; ARIAS-JARAMILLO, 2017).
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O uso de MeOD como solvente é protetor, pois dissolve compostos
organicos polares e evita interferéncias no espectro, ja que picos de protons
trocaveis, como os das hidroxilas, sdo suprimidos. Dessa forma, o RMN mostra
uma técnica eficaz para a caracterizagao de compostos fendlicos e flavonoides,
fornecendo informagdes estruturais projetadas sobre as moléculas presentes na

amostra.

5.5ENSAIO DE DIGESTIBILIDADE
Figura 23 - Comparagdo de resultados de potencial antioxidante apés
digestibilidade da amostra BM
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*Médias com a mesma letra no mesmo teste ndo séo significativamente diferentes de acordo
com o Teste de Tukey (valor de p > 0,05). Fonte: o autor, 2024.

Areducao no potencial antioxidante apés a digestao (Figura 23), observada
nos métodos FT e DPPH, pode estar relacionada a quebra ou modificacdo de
compostos antioxidantes durante o processo de digestdo, o que diminui sua
capacidade de neutralizar radicais livres ou reduzir ions. No entanto, os ensaios
ABTS e FRAP apresentam uma menor variagao, o que pode sugerir que alguns
antioxidantes presentes na amostra BM sdo mais estaveis em condi¢des
digestivas.

Além disso, a indicacdo de médias com a mesma letra ndo sendo
significativamente diferentes de acordo com o Teste de Tukey (p > 0,05) reforga
que algumas dessas variagdes podem ndo ser estatisticamente significativas,

especialmente entre os ensaios de ABTS e FRAP.



87

Esses resultados mostram a importancia de avaliar a estabilidade dos
compostos antioxidantes durante o processo digestivo, pois sua eficacia pode
ser comprometida apés a ingestdo (MOSELE et al., 2016; Ql et al., 2023; SESSA
etal., 2011).

Figura 24 - Comparagdo de resultados de potencial antioxidante apds
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*Médias com a mesma letra no mesmo teste ndo sao significativamente diferentes de acordo
com o Teste de Tukey (valor de p > 0,05). Fonte: o autor, 2024.

O grafico apresentado na Figura 24 compara os resultados de quatro
ensaios de potencial antioxidante (FT, DPPH, ABTS e FRAP) da amostra F antes
e depois do processo de digestibilidade. O ensaio FT (fendis totais) mostra que
o potencial antioxidante da amostra F antes da digestdo € maior do que apods,
com uma diferencga significativa, como indicado pelas letras "a" e "b". No ensaio
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), observa-se o maior valor antioxidante entre
os quatro testes antes da digestibilidade, seguido de uma grande redugao apos
0 processo, também com diferenca estatisticamente relevante.

O ensaio ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)) segue
uma tendéncia semelhante, apresentando um maior potencial antioxidante antes
da digestdo e uma diminuicdo posterior. Ja no ensaio FRAP (Ferric Reducing

Antioxidant Power), os resultados mostram que, assim como nos outros testes,



88

o valor do potencial antioxidante € maior antes do processo digestivo, com uma
diferencga significativa em relacéo ao valor apés a digestibilidade.

As letras "a" e "b" indicam que os valores para cada ensaio, antes e depois
do processo digestivo, sao significativamente diferentes de acordo com o teste
de Tukey, que utiliza um valor de p > 0,05 para determinar essa diferenga. Assim,
€ possivel evidenciar uma diminuicdo consistente do potencial antioxidante da
amostra F apds o processo de digestibilidade em todos os ensaios realizados.

A diminuigao do potencial antioxidante da amostra F apds a digestibilidade,
como observado no grafico, indica que o processo digestivo afeta a capacidade
antioxidante do composto. Os antioxidantes sdo substancias que ajudam a
neutralizar os radicais livres, moléculas instaveis que podem causar danos
celulares e estdo associadas ao envelhecimento e a varias doengas, como
céncer e problemas cardiovasculares (RODRIGUES; SANTOS, 2018).

Esse resultado pode significar que, embora a amostra F tenha um alto
potencial antioxidante "in vitro" (antes da digestdo), sua eficacia antioxidante
pode ser reduzida quando submetida as condi¢des do trato digestivo humano.
Em outras palavras, os compostos antioxidantes presentes na amostra podem
ser degradados ou alterados durante a digestéo, o que reduz sua capacidade de
combater os radicais livres depois que os nutrientes sdo absorvidos pelo
organismo (NOVAES et al., 2013).

Esse tipo de analise é importante porque, ao avaliar o potencial
antioxidante de alimentos ou suplementos, € fundamental considerar como
esses compostos se comportam apos a ingestao e a digestdo. Mesmo que um
alimento ou substancia tenha uma alta capacidade antioxidante em laboratério,
sua eficacia real no corpo humano pode ser menor se 0s compostos
antioxidantes forem degradados ou nao absorvidos de forma eficiente.

Assim, os resultados sugerem que o impacto do processo digestivo precisa
ser levado em conta ao avaliar os beneficios antioxidantes da amostra F, e
indicam que a biodisponibilidade e a estabilidade dos compostos antioxidantes

em condigdes fisioldgicas reais podem ser limitados.
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5.6 ANALISE DE CITOTOXICIDADE DO EXTRATO EUTETICOS DE CAMU-
CAMU

O National Cancer Institute (NCI) categorizou os compostos citotoxicos da
seguinte forma (Geran, 1972). altamente ativos quando Clso < 20 pg/mL,
moderadamente ativos quando Clsp varia de 21 a 200 ug/mL, fracamente ativos
quando ICso esta entre 201 e 500 pg/mL, e inativo quando ICsp excede 501 pg/mL
Portanto, com os dados de IC50 analisados das trés linhagens celulares
utilizadas, concluimos que todas as amostras sao classificadas como
moderadas, pois os resultados variaram entre 21-200 pg/mL.

Além disso, foi calculado o valor Sl, que indica a seletividade da amostra
para as linhagens celulares testadas. Quando a amostra apresenta valor de Sl
superior a 3, considera-se que possui alta seletividade, sugerindo que a
substancia é mais eficaz contra células cancerigenas, com menos efeitos
adversos nas células saudaveis. De acordo com a Tabela 11, os extratos de
camu-camu apresentaram indice de seletividade inferior a 3 em suas linhagens
celulares cancerigenas (A549 e HCT8). Portanto, os extratos ndo apresentaram
alta seletividade.

Os solventes eutéticos profundos naturais (NADES) compostos de cloreto
de colina, glicose e acido malico demonstram baixa citotoxicidade, tornando-os
praticamente inofensivos e seguros para diversas aplicacdes. Ao contrario dos
NADES que contém &cidos organicos mais fortes, como o acido maldnico, que
tendem a apresentar maior citotoxicidade, a combinacdo de glicose e &cido
malico nos NADES resulta em um perfil mais seguro. Além disso, esses NADES
ndo apenas preservam sua atividade antioxidante, mas também séo ideais para
usos que requerem solventes de baixa toxicidade e eficacia na extracdo verde
de compostos bioativos. Esse perfil de seguranca e funcionalidade amplia suas
aplicacfes em setores que exigem solugdes sustentaveis e ndo toxicas, como a
industria de alimentos e cosméticos (HAYYAN, M. et al., 2016; KOH et al., 2023;
PANIC et al., 2019; WIKENE et al., 2017).
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Figura 25 - Citotoxicidade de amostras de extrato de camu-camu em linhagens

celulares A549, HCT8 e HUVEC
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DM = 38,46 g GAE/mL
AV =147.4 g GAE/mL
BV = 49,29 ug GAE/mL
CV=93,99 ug GAE/mL
DV = 126.9 jig GAE/mL

®  AM =68.44 ug GAE/mL

@ BM =49,22 ng GAE/mL
® CM=54,11 pg GAE/mL

DM = 29,74 ug GAE/mL

-® AV=97.75 ug GAE/mL
-® BV = 86,76 j1g GAE/mL
@ CV=71,80 jig GAE/mL

® DV =112,10 pg GAE/mL

* AM: eutético (CC:AM:G:W) fruta madura; BM: eutético (CC:G:W) fruta madura; CM: eutético
(CC:AM:W) fruta madura; DM: eutético (CC:W) fruta madura; EV: eutético (CC:AM:G:W) fruta
verde; FV: eutético (CC:G:W) fruta verde; GV: eutético (CC:AM:W fruta verde; HV: eutético

(CC:W) fruta verde. Fonte: o autor, 2024
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Tabela 10 - Indicie de seletividade de extratos de camu-camu

AMOSTRA A549 HCTS8
AM 0,50 0,72
BM - 0,94
CM 0,49 0,88
DM 0,48 0,77
AV 0,64 0,66
BV 0,90 1,76
Cv 0,47 0,76
DV 0,87 0,88

AM: eutético (CC:AM:G:W) fruta madura; BM: eutético (CC:G:W) fruta madura; CM: eutético
(CC:AM:W) fruta madura; DM: eutético (CC:W) fruta madura; EV: eutético (CC:AM:G:W) fruta
verde; FV: eutético (CC:G:W) fruta verde; GV: eutético (CC:AM:W fruta verde; HV: eutético
(CC:W) fruta verde. Fonte: o autor, 2024

5.7SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

Os resultados deste trabalho abrem caminho para uma série de estudos
futuros que podem aprofundar a compreensao e a aplicagcao dos extratos de
camu-camu obtidos por meio de solventes eutéticos profundos naturais
(NADES). Entre as direcdes a serem exploradas, destacam-se as questdes
econbmicas, a analise da composi¢ao volatil dos extratos e a otimizagao dos
métodos de extracao.

Uma area importante para o futuro da pesquisa é a analise econémica da
produgdo de extratos de camu-camu. Estudar a viabilidade econdmica da
implementacdo de NADES na industria de extratos naturais pode revelar
oportunidades para o desenvolvimento sustentavel da regido amazonica. Isso
inclui avaliar o custo-beneficio da utilizacdo de NADES em comparagcdo com
métodos tradicionais, que frequentemente dependem de solventes toxicos e
podem gerar residuos quimicos. Além disso, considerar o impacto econémico
que a valorizacao do camu-camu pode ter nas comunidades locais, promovendo
cadeias produtivas sustentaveis e aumentando a renda dos pequenos
produtores, € essencial para o desenvolvimento socioecondmico da regido.

Outro aspecto que merece atengdo é a analise das fragdes volateis do

extrato de camu-camu, especialmente considerando que o extrato obtido
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apresentou um aroma caracteristico. Estudos de microextracdo em fase solida
(SPME) podem ser aplicados para identificar e caracterizar os compostos
aromaticos presentes no extrato, permitindo uma melhor compreensao de suas
propriedades sensoriais. Essa analise pode abrir possibilidades para a utilizacéo
do extrato em industrias de alimentos e cosméticos, onde o aroma € um fator
crucial na aceitacdo do produto. Além disso, a identificacdo de compostos
aromaticos pode levar a exploragdo do camu-camu em aplicagdes de
saborizantes naturais e ingredientes funcionais em produtos alimenticios.

Por fim, a otimizagcdo dos métodos de extracido utilizando NADES € uma
area promissora para pesquisa futura. A investigacao de diferentes propor¢des
e combinacgdes de solventes, bem como a adaptagao das condi¢des de extracao,
como temperatura e tempo, pode resultar em uma maior eficiéncia na
recuperacao de compostos bioativos. Estudos que busquem aprimorar os
parametros de extracdo poderdo maximizar o rendimento e a atividade
antioxidante dos extratos, potencializando suas aplicagdes em nutracéuticos e

alimentos funcionais.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

O uso de NADES representa uma alternativa promissora e sustentavel para
a extragdo de compostos bioativos do camu-camu. Os extratos obtidos
apresentaram propriedades antioxidantes significativas, com potencial aplicagéo
na industria de alimentos e nutracéuticos. No entanto, a digestibilidade afeta a
estabilidade de alguns antioxidantes, o que destaca a importancia de mais
estudos para entender melhor a biodisponibilidade desses compostos no corpo
humano. Além disso, este trabalho contribui para a valorizagdo de recursos
naturais da Amazobnia, promovendo métodos de extracdo ecologicamente

corretos e economicamente viaveis.
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