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Resumo

A busca por métodos de extracdo ambientalmente aceitaveis contribui
significativamente para o campo da quimica analitica verde, oferecendo uma
abordagem inovadora e sustentavel para a extracao de compostos fendélicos bioativos.
Este trabalho teve por objetivo desenvolver um método analitico verde para a extracéao
e determinacdo de compostos fendlicos bioativos em propolis e identificagdo por
HPLC-DAD. Como alternativa ecoldgica aos solventes eutéticos tradicionais foi
desenvolvido o NADES (3). Para a otimizacao da sintese do NADES foram usadas
técnicas quimiométricas e confirmada sua sintese através da caracterizacao fisico-
quimica. O uso de ultrassom potencializou a extracao dos compostos fendlicos
bioativos, que posteriormente foram identificados por HPLC-DAD. As métricas verdes
foram aplicadas avaliando a redugdo do uso de substancias toxicas, eficiéncia
energética e minimizagdo de residuos. O método foi validado com base nesses
critérios, e andlises de amostras de prépolis verde, vermelha e marrom demonstraram
que os NADESs sao eficientes e sustentaveis. A variagdao nos valores de Limite de
Deteccao (LD), Desvio Padrao Relativo (RSD) e métricas de sustentabilidade AGREE
e AGREEprep reforcaram a necessidade de otimiza¢do dos parametros de extracao
para cada tipo de prépolis.

Palavras-chave: NADES,HPLC-DAD,Compostos Fendlicos,Quimica Verde.



Abstract

The search for environmentally acceptable extraction methods contributes
significantly to the field of green analytical chemistry by offering an innovative and
sustainable approach for the extraction of bioactive phenolic compounds. This work
aimed to develop a green analytical method for the extraction and determination of
bioactive phenolic compounds in propolis and identification by HPLC-DAD. As an
ecological alternative to traditional eutectic solvents, NADES was developed (3). To
optimize the synthesis of NADES, chemometric techniques were used and its
synthesis was confirmed through physicochemical characterization. The use of
ultrasound enhanced the extraction of bioactive phenolic compounds, which were later
identified by HPLC-DAD. Green metrics were applied evaluating the reduction in the
use of toxic substances, energy efficiency and waste minimization. The method was
validated based on these criteria, and analyzes of green, red and brown propolis
samples demonstrated that NADESs are efficient and sustainable. The variation in
Limit of Detection (LOD), Relative Standard Deviation (RSD) values and sustainability
metrics AGREE and AGREEprep reinforced the need to optimize extraction
parameters for each type of propolis.

Keywords: NADES,HPLC-DAD,Phenolic Compounds,Green Chemistry.
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1.0 INTRODUCAO

As abelhas da espécie Apis mellifera produzem uma variedade de produtos
com fungdes especificas na colmeia, incluindo mel, cera, geléia real, pdlen e propolis.
O mel serve como fonte de alimento e energia para as abelhas. A cera é utilizada para
construir favos, que abrigam o mel e as larvas. A geleia real € uma substancia nutritiva
destinada a alimentar a rainha e as larvas em desenvolvimento. O pélen atua como
fonte de proteinas e nutrientes essenciais para a colénia. A prépolis, uma resina
coletada de arvores e modificada pelas enzimas das abelhas, é usada para selar e
proteger a colméia contra patégenos (Sforcin, 2016; Bankova et al., 2019).

Sendo a propolis composta por resinas vegetais, ceras, éleos essenciais e
compostos fendlicos, variando conforme a vegetacdo e as condi¢des ambientais
(Brown et al., 2019). Onde os compostos fendlicos encontrados na prépolis sdo
substancias bioativas com significativas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatérias, conferindo inimeros beneficios a salude humana. Esses compostos
desempenham um papel crucial na neutralizacdo de radicais livres, reduzindo o risco
de doengas cronicas, como cancer e doencas cardiovasculares. Além disso, estudos
recentes indicam seu potencial na modulacao do sistema imunolégico e na promocao
da cicatrizacdo de feridas. Assim, a prépolis, rica em compostos fendlicos, é
amplamente valorizada na medicina natural (Gémez-Cansino et al., 2019).

A extracdo dos compostos fenolicos bioativos da prépolis é importante para
aproveitar o potencial desse material em aplicagdes na industria farmacéutica e etc.
As técnicas convencionais de extracdo, como maceragao e extragdo por solvente,
embora eficazes, apresentam algumas desvantagens, incluindo longos tempos de
extracao, uso intensivo de reagentes, alto consumo de energia e a necessidade de
solventes téxicos. Essas desvantagens motivam a busca por métodos mais
sustentaveis e eficientes, como os procedimentos de extracéo assistida, que reduzem
o tempo, o consumo de energia e uso de solventes tdéxicos, aumentando a eficiéncia
e sustentabilidade do processo (Zhang et al., 2020).

Os métodos alternativos ou assistidos de extragcdo de compostos fendlicos
bioativos, como ultrassom (UAE), micro-ondas (MAE) e liquido pressurizado (PLE),
apresentam mais vantagens frente aos métodos convencionais. Estas técnicas
melhoram significativamente a eficiéncia do processo, reduzindo o volume de
solvente, tempo de extracdo e toxicidade. A extracdo por ultrassom, por exemplo,
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utiliza ondas sonoras para quebrar as paredes celulares, facilitando a liberacao dos
compostos. A extracao assistida por micro-ondas acelera o aquecimento uniforme do
solvente, enquanto a extragcao por liquido pressurizado utiliza solventes em condi¢des
subcriticas, minimizando a necessidade de solventes tdxicos e gerando residuos, |,
estando de acordo com os principios da quimica verde.(Azmir et al., 2019).

A Quimica Verde avalia todo o ciclo de vida dos produtos quimicos, aplicando
um conjunto de doze principios para otimizar processos e reduzir impactos ambientais.
Esses principios incluem: evitar desperdicios; economia atomica; sinteses menos
perigosas; produtos quimicos mais seguros; uso de solventes e condicdes de reacao
mais benignas; eficiéncia energética; uso de matérias-primas renovaveis; reducao de
derivativos; catélise; projeto para degradagao; monitoramento em tempo real e
controle de processos; e quimica inerentemente mais segura (Tobiszewski, 2019;
Clark et al., 2020).

Um dos focos da Quimica Verde é a substituicdo de solventes toxicos por
alternativas mais benignas, como solventes a base de agua, solventes bio-renovaveis
e liquidos ibnicos. Além disso, a reducdo do volume de solventes utilizados é
enfatizada, bem como a implementacdo de métodos livres de solventes. Essas
abordagens nao sé diminuem os riscos ambientais e a salde, mas também aumentam
a eficiéncia e a seguranga dos processos analiticos (Clack et al., 2021).

Além da reducao e substituicdo de solventes tdxicos por alternativas menos
nocivas a estratégia da Quimica Verde, envolve a utilizacdo de solventes menos
toxicos e a reducdo de seu volume nos processos analiticos. A evolugcdo dessa
abordagem culmina na substituicdo completa por solventes atéxicos, como o0s
solventes a base de agua e liquidos iénicos. Recentemente, o uso de DES (solventes
eutéticos profundos) tem ganhado destaque, por serem biodegradaveis, ndo toxicos
e altamente eficientes na extracdo de compostos bioativos (Smith et al., 2020)

Os Solventes Eutéticos Profundos (DES) sao solventes que formam misturas
liquidas e eutéticas com ponto de fusdo abaixo da temperatura ambiente, derivados
de compostos simples como aménia, uréia e &cidos carboxilicos. Possuem
caracteristicas como: baixa toxicidade, estabilidade térmica e capacidade de dissolver
diversos compostos. Uma subclasse dos solventes eutéticos surgiram recentemente
e sao baseados em componentes naturais como: agucares, aminoacidos e acidos
organicos. Estes solventes sdo conhecidos como Solventes Eutéticos Naturais
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Profundos. Os NADES mantém as vantagens dos DES sintéticos, enquanto oferecem
uma abordagem mais sustentavel e ecologicamente amigavel (Zhang et al., 2019).

Logo possuem baixa toxicidade, biodegradabilidade e capacidade de dissolver
uma ampla gama de compostos.Amplamente explorados na extracdo de compostos
fendlicos de fontes naturais, como plantas e residuos agricolas, os NADES
apresentam aceitaveis niveis de eficiéncia e seletividade. Por exemplo, tém sido
utilizados na extracdo de polifendis em uvas, frutas citricas e ervas medicinais, com
aplicacbes em diversos setores, incluindo alimentos, cosméticos e farmacéuticos
(Clark et al., 2021).

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver um método
analitico verde para a extracao e determinacao de compostos fenélicos bioativos em
propolis, utilizando a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de
Arranjos de Diodo (HPLC-DAD).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1  As Abelhas: Apis mellifera

A espécie Apis mellifera, conhecida popularmente como abelha-européia ou
abelha melifera, € uma das mais importantes para a polinizacdo de culturas agricolas
em todo o mundo. Estudos recentes tém se concentrado em compreender sua
ecologia, comportamento e saude, especialmente frente a perda de habitat, uso
indiscriminado de pesticidas e mudancas climaticas (Jones et al., 2020; Brown et al.,
2021). Pesquisas destacam a importancia da diversidade genética dentro das
populacdes de Apis mellifera para aumentar sua resisténcia a doencas e estresses
ambientais (Smith et al., 2021; Johnson et al., 2022). Além disso, a Apis mellifera
Figura 1 é essencial na producao de varios produtos apicolas, como mel, cera, geléia
real e propolis, que possuem diversas aplicacoes e beneficios para a saude humana.
O mel é amplamente utilizado como alimento e por suas propriedades antibacterianas
e antioxidantes (Martins et al., 2019). A cera de abelha é empregada na fabricacédo de
cosméticos e produtos farmacéuticos devido as suas propriedades emolientes e
formadoras de barreira (Silva et al., 2020). A geleia real é valorizada por suas
propriedades nutritivas e por potencialmente aumentar a imunidade e vitalidade (Silva
et al., 2020). A prépolis, em particular, tem despertado interesse devido as suas
propriedades antimicrobianas e antioxidantes, sendo objeto de vérios estudos (Garcia
et al., 2019; Oliveira et al., 2021).

Figura 1 — Abelha da espécie Apis mellifera.

Fonte: Dosponivel em: </media/2883234/b0309b9b7aword.png?1714489828933. Acesso em 10 mai 2024.

No ambito da polinizagédo agricola, pesquisas exploram a eficacia das abelhas
Apis mellifera com impactos de fatores ambientais e praticas agricolas em sua
atividade (Garibaldi et al, 2019). Entender os padrdes de comportamento de
forrageamento e as preferéncias florais dessas abelhas € fundamental para otimizar
estratégias de manejo para aumentar a produtividade das culturas dependentes de
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polinizacdo (Bartomeus et al., 2018). Onde, estudos sobre a comunicagdo entre
abelhas durante a busca por recursos tém fornecido informacées sobre como os
individuos coordenam suas atividades dentro da colmeia e durante a coleta de néctar
e pélen (Seeley, 2015), desempenhando também um papel crucial na producéao e
dispersao da propolis (Franchin et al., 2024).

A propolis é utilizada pelas abelhas para vedar frestas e diminuir o tamanho da
entrada da colmeia, reduzindo o ataque de intrusos e protegendo as abelhas e suas
crias do frio. Serve ainda como material antisséptico, sendo depositada no interior dos
alvéolos onde a abelha rainha realiza a postura dos ovos e também ¢é utilizada para
envolver inimigos abatidos no interior da colméia, evitando que apodrecam e
contaminem o ninho (Silva et al., 2020; Brown; Macedo, 2019; Martinez; Gomez,
2021).

2.2 Prépolis

A propolis é definida como “o produto elaborado pelas abelhas a partir de
resinas vegetais, secregdes salivares e cera” (ANVISA RDC n° 242, 2018), possuindo
propriedades terapéuticas e antioxidantes (Khayyal et al., 2019). Com base nisso,
estudo desenvolvido por Silva et al. (2020) sobre o alto valor nutricional e terapéutico
da proépolis brasileira investiga seu impacto nas propriedades bioativas relacionadas
a saude humana.

Na Figura 2 é apresentado as variedades brasileiras de prépolis possuem
caracteristicas quimicas e biolégicas diferentes, sendo estas, influenciadas por fatores
como a localizagdo geogréfica e a vegetagéo circundante (Park et al.,2000).

Figura 2 — Variedade de Prépolis: (A) Prépolis verde, (B) Propolis vermelha e (C) Propolis marrom.

Fonte - Autoria propria (2024).
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As variedades de prépolis brasileira podem ser classificadas em 12 grupos
distintos, de acordo com a composi¢cdo quimica e atividades biolégicas. Além disso,
sua importancia é ressaltada quando se avalia o potencial terapéutico e alimenticio
das diferentes variedades (Silva et al., 2020). Em virtude disso, visando explorar sua
composicdo quimica e bioatividade, a classe cientifica tem se dedicado a
compreender os sistemas de extracdo de compostos bioativos e seu valor alimenticio
no Brasil (Franchin et al., 2024).

Adicionalmente, a composicao quimica da prépolis das zonas tropicais difere
da prépolis das zonas temperadas. A complexa composicao da prépolis, de origem
tropical, é classificada como propolis verde, possuindo uma composi¢ao caracteristica
da regiao e da flora local. Os principais componentes demonstrados na Figura 3
incluem resinas, ceras, 6leos essenciais, minerais, acidos fenoélicos e polen.

Figura 3 — Composigao centesimal de compostos encontrados na propolis.
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Fonte: Disponivel em:<https://cienciadapropolis.com.br/en/what-is-epp-af/propolis/>. Acesso em: 19 mai.
2024.

No entanto, os compostos fendlicos e os polifendis tém sido identificados como
0s principais compostos bioativos, presente na propolis, representados principalmente
por flavonoides. Além disso, flavonoides e outros compostos como &cidos fendlicos,
ésteres, aldeidos fendlicos e cetonas sdo responsaveis pelas propriedades
antifungicas observados no extrato de prépolis (Vargas e Arndt, 2014).

A origem boténica da propolis € um fator determinante na variacdo da
composi¢cao e consequentemente nas suas propriedades terapéuticas, refletindo a
diversidade da flora e o comportamento das abelhas na selecéo e processamento das
resinas vegetais. Com isso, é reforcado a sua importdncia na compreensao dos
processos bioldgicos e quimicos envolvidos na producao da prépolis, contribuindo
para uma melhor aplicacao de suas potencialidades terapéuticas.
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A prépolis verde, contendo acido artepillin C, kaempferol e quercetina, destaca-
se por suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes (Silva et al.,, 2020). A
propolis vermelha, contendo formononetina e biochanina A, possui atividades anti-
inflamatérias (Martins et al., 2020). Compostos como acido cafeico na prépolis marrom
e pinocembrina na propolis de Populus evidenciam a importancia dos compostos
fendlicos na potencializacao das atividades biolégicas, promovendo beneficios a
saude humana (Souza et al., 2021). A Tabela 1 ilustra a diversidade dos compostos
fendlicos presentes em diferentes tipos de prépolis e suas atividades bioldgicas.

Tabela 1 — Principais tipos de propolis, compostos fendlicos e atividades biologicas.

. . ... | Principais Compostos Principais Atividades A
Tipos de Propolis Fendlicos Biolégicas Avaliadas Referencias
T Acido Artepillin C, Antimicrobiana, Antioxidante,
Propolis Verde Kaempferol, Quercetina | Anticancerigena SILVA et al., 2020
Formononetina, Anti-inflamatoria,
Propolis Vermelha | Biochanina A, Antimicrobiana, gﬂopéngNS etal,
Isoflavonas Antiproliferativa
Prépolis Preta Acido Clorogénico, Antifangica, Antioxidante, SILVA et al.. 2020
Catequina, Epicatequina| Antiinflamatéria ’
Prépolis de Populus Pinocembrina, Antimicrobiana, Antioxidante, | MARTINS et al.,
P P Galangina, Crisina Imunomoduladora 2020

Fonte - Autoria prépria (2024).

2.3 Compostos Fendlicos Bioativos

Os compostos fendlicos bioativos sdo uma classe diversificada de compostos
organicos caracterizados por possuir pelo menos um anel aromatico ligado a um ou
mais grupos hidroxila em sua estrutura. Esses compostos incluem acidos fendlicos,
flavonoides, estilbenos e taninos, cada um com estruturas quimicas distintas que
influenciam em suas propriedades biolégicas. Por exemplo, os acidos fendlicos sdo
derivados dos acidos benzdico ou cindmico, enquanto os flavondides possuem uma
estrutura comum baseada em dois anéis aromaticos conectados por um anel
heterociclico. A diversidade estrutural, Figura 4, desses compostos contribui para suas
multiplas atividades biologicas como antioxidante, anti-inflamatéria e cardioprotetora
(Lama-Munoz et al., 2022; Rein et al., 2020).
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Figura 4 — Estrutura basica do composto fendlico bioativo, (A) Fendlicos Simples e (B) Polifendlicos.
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Fonte - Autoria prépria (2024).

Os polifendis estao divididos em dois grandes grupos, os flavondides, Figura 5,

e os nao-flavonoides que incluem acidos fendlicos, taninos e lignanas, enquanto os

flavonoides incluem flavonas, flavondis, flavanonas, isoflavonas, antocianinas e

catequinas (Parker, 2013; Vitaglione et al., 2015). Ademais, eles sao frequentemente

encontrados conjugados com mono ou polissacarideos ligados a ésteres e ésteres

metilicos (Vuolo et. al., 2019). Além disso, sdo caracterizados por possuirem em sua

estrutura um anel benzénico um grupo carboxilico e um ou mais grupos hidroxila e/ou

metoxila, conferindo assim um potencial antioxidante reagindo com os radicais livres

presentes, a peroxidagao lipidica e prolongando a vida util de, por exemplo, comidas

e produtos farmacéuticos.

Figura 5 — Classificagdo dos principais compostos fendlicos.
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Fonte - Autoria propria (2024).

Fucofloretois
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A biossintese dos compostos fendlicos Figura 7, nas plantas ocorre
principalmente através da via do acido chiquimico que leva a produc¢éao de fenilalanina,
um precursor chave para muitos fendlicos. A fenilalanina é transformada pela enzima
fenilalanina ambnia-liase (PAL) em acido cinamico, que € um ponto de partida para a
formagao de uma variedade de compostos fenélicos (Liu et al., 2019). Além disso, o
caminho dos policetideos é crucial para a biossintese de flavonéides e isoflavondides.
A complexidade das vias metabdlicas permite uma vasta diversidade de compostos
fendlicos, cada um com fungdes e propriedades especificas (Wu et al., 2021).

Figura 7 - Rota metabdlica da biossintese de compostos fendlicos nos vegetais.
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Fonte: Adaptado de Taiz, 2024.

Os compostos fendlicos sao metabdlitos especiais amplamente distribuidos no
reino vegetal, conhecidos por desempenharem diversas fungdes essenciais na planta.
Estruturalmente, a complexidade varia desde simples moléculas, como o acido galico,
até estruturas poliméricas Figura 8, como as ligninas. Sua presencga esta associada a
uma série de fungdes, incluindo defesa contra herbivoros e patdgenos, protecéo
contra radiacao UV e papel antioxidante (Yang et al., 2018).
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Figura 8 — Estrutura e classificagdo dos flavonéides.
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Fonte - Autoria prépria (2024).
2.4 Extracao de Compostos Fendlicos Bioativos

Métodos convencionais como maceragdo e percolagdo sdao amplamente
usados, porém, apresentam diversas desvantagens. O uso elevado de solventes
organicos nao apenas aumenta os custos, mas também impacta negativamente o
meio ambiente. Além disso, esses métodos demandam longos periodos de extragéo
e apresentam baixa eficiéncia, resultando em extra¢des incompletas dos compostos
desejados (Dzah et al., 2020; Fu et al., 2019).

Os métodos tradicionais também s&o limitados pela baixa solubilidade dos
compostos fendlicos em solventes comumente utilizados. Muitas vezes, as altas
temperaturas necessarias para extrair esses compostos podem degradar o0s
compostos bioativos, reduzindo sua extracdo. Ademais, a necessidade de grandes
volumes de solventes téxicos aumenta os riscos a saude e ao meio ambiente (Shirsath
et al., 2012; Mai et al., 2020).
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Para superar essas limitacdes, métodos alternativos tém sido desenvolvidos.
Técnicas como a extragao assistida por ultrassom (UAE) e a extracao assistida por
micro-ondas (MAE) sdo promissoras. Essas técnicas oferecem maior eficiéncia,
menor consumo de solventes e tempos de extracao reduzidos. Na UAE as bolhas de
cavitacdo geradas melhoram a transferéncia de massa entre o solvente e o analito
presente na amostra, resultando em extracdes mais rapidas e eficientes (Palma et al.,
2013; Chemat et al, (2017). Além disso, essas técnicas podem operar em
temperaturas mais baixas, preservando a integridade dos compostos fendlicos (Dzah
et al., 2020).

Outros métodos como a extracdo com fluidos supercriticos (SFE) com
solventes eutéticos profundos (DES) também tém ganhado destaque. A SFE utiliza
diéxido de carbono supercritico, que € um solvente ndo téxico e sustentavel, para
extrair compostos bioativos de forma eficiente. A DES, por sua vez, oferece uma
alternativa verde aos solventes tradicionais, utilizando combina¢des de componentes
naturais para dissolver compostos fendlicos de maneira eficaz (Mai et al., 2020; Cunha
e Fernandes, 2018). Essas abordagens inovadoras ndao s6 aumentam a eficiéncia da
extragdo, mas também reduzem os impactos ambientais, alinhando-se as demandas
por processos mais sustentaveis.

A Extragao Assistida por Micro-ondas (MAE) é um método que utiliza radiagao
micro-ondas para aquecer a matriz solida e o solvente, facilitando a liberagéo de
compostos fendlicos. As vantagens da MAE incluem tempos de exiragao
significativamente reduzidos e maior eficiéncia de extragdo devido ao aquecimento
volumeétrico uniforme e rapido. No entanto, as desvantagens incluem a necessidade
de equipamentos especializados e a possivel degradacdao de compostos termo-
sensiveis. Varidveis como a poténcia das micro- ondas, tempo de exposi¢ao e tipo de
solvente influenciam a eficiéncia da extracéao.

Na Extragéo por Fluido Pressurizado (PLE) envolve a utilizagdo de solventes a
altas pressodes e temperaturas, aumentando a solubilidade e a difusdo dos compostos
fendlicos. Este método é vantajoso por ser mais rapido e eficiente que a extracédo
convencional, além de permitir a utilizagdo de solventes verdes. As desvantagens
incluem o custo elevado dos equipamentos e o controle rigoroso das condicoes
operacionais. Fatores como temperatura, pressao e tipo de solvente séo criticos para
a eficiéncia da extracao.
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Ja na Extracdo por Fluido Supercritico (SFE) utiliza fluidos em estado
supercritico, geralmente CO, para a extragdo de compostos fendlicos. Este método é
vantajoso por ser nao-téxico e permitir uma separacao eficiente dos compostos-alvo
devido as propriedades tunaveis do fluido supercritico. As desvantagens incluem o
alto custo dos equipamentos e a necessidade de condicdes operacionais precisas. A
eficiéncia da SFE é afetada por variaveis como pressao, temperatura, e co-solventes
utilizados.

A Extracdo Assistida por Ultrassom (UAE) utiliza ondas ultrassénicas para
aumentar a permeabilidade celular e acelerar a liberacado de compostos fendlicos.
Suas principais vantagens incluem a redugéo do tempo de extracao e do consumo de
solventes, além da possibilidade de operar em temperaturas mais baixas, preservando
compostos termo sensiveis. No entanto, a UAE pode causar degradacao de
compostos sensiveis devido a cavitacao intensa e ao aumento local de temperatura
(Chemat et al., 2017). A eficiéncia da UAE é influenciada por fatores como a amplitude
ultrassénica, a temperatura, o tempo de extracao e a natureza do solvente utilizado.

O mecanismo de agao é baseado no fenébmeno de cavitagdo Figura 9, que
ocorre quando a pressao em um liquido diminui a ponto de formar pequenas bolhas
ou cavidades que colapsam violentamente. Gerada pelo ultrassom, a cavitagao
aumenta significativamente a transferéncia de massa, acelerando a dissolugéao e
difusdo dos compostos fendlicos das células vegetais para o solvente. Este efeito
amplamente estudado em diversos materiais vegetais, mostrando que a técnica pode
reduzir o tempo de extracao e a quantidade de solvente necessaria, além de melhorar
a eficiéncia da extragdo de compostos termossensiveis, como os polifendis (Kaltsa et
al., 2020).

Figura 9- Fenbmeno de cavita¢do, causando ruptura de estruturas vegetais.

Fonte - Autoria propria (2024).
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Estudos recentes demonstram que a escolha do solvente e suas concentragdes
sao cruciais para a eficacia da extracao ultrass6nica. Por exemplo, a combinagéo de
etanol e agua tem se mostrado particularmente eficaz para a extracéo de isoflavonas
de materiais vegetais, otimizando os rendimentos de extracdo sao realizados por
parametros como poténcia do ultrassom e temperatura do processo (Tzanova et al.,
2020). Em um estudo sobre a extracdo de compostos fenodlicos de flores de
sabugueiro, a utilizagcdo de solventes eutéticos profundos combinados com pré-
tratamento ultrassénico resultou em maiores rendimentos de polifendis totais (Kaltsa
et al., 2020).

Outro fator importante na extracao ultrassénica é a relacdo entre o tamanho
das particulas do material vegetal e a eficiéncia da cavitacao. Particulas muito grandes
podem dificultar a penetracdo do solvente, enquanto particulas muito pequenas
podem ndo se beneficiar totalmente dos efeitos da cavitacdo. Estudos indicam que
um tamanho de particula otimizado maximiza a recuperagao de compostos bioativos
(Chaves et al., 2020). Além disso, a configuracdo experimental como a razao
sélido/solvente e a frequéncia do ultrassom precisam ser cuidadosamente ajustadas
para evitar a degradacao térmica dos compostos fendlicos durante a extracao (Xinyu
et al., 2023).

A extracdo por banho ultrassénico tem se mostrado promissora na extragao
eficiente de compostos fenolicos presentes em diferentes matrizes vegetais com
menos tempo, boa eficiéncia e sustentabilidade.

2.5 Solventes Eutéticos Profundos(DES) e Solventes Eutéticos Naturais
Profundo (NADES)

Os solventes eutéticos Figura 10 profundos (DES - Deep Eutectic Solvents) e
os solventes eutéticos naturais profundos (NADES - Natural Deep Eutectic Solvents)
sdo conceitos relacionados, mas apresentam diferencas significativas em sua
composicéo e propriedades. Enquanto os solventes eutéticos profundos (DES) séo
formados pela combinacdo de dois ou mais componentes, que podem incluir
substancias naturais ou sintéticas, como agucares, acidos carboxilicos e compostos
aménicos, os NADESs sao uma subcategoria especifica que se refere exclusivamente
a combinacao de componentes naturais, sem a necessidade de incluir solventes
organicos sintéticos.
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Figura 10 — Diagrama de fases tipico e comparativo de uma solug¢ao eutético resultante da mistura de
liquidos e de um solvente eutético profundo (DES).
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Fonte - Autoria propria (2024).

No estudo realizado por (Choi et al.,2020), os solventes eutéticos naturais
profundos (NADES) sao caracterizados pela sua composi¢ao exclusivamente natural,
o que os diferencia dos DES que podem incluir componentes organicos sintéticos ou
semi-sintéticos. Além disso, os solventes eutéticos naturais profundos (NADES)
geralmente apresentam uma estrutura molecular mais simples em comparacdo com
os DES, o que pode influenciar suas propriedades fisico-quimicas e seu potencial de
aplicagao.

O interesse em solventes eutéticos profundos naturais tem crescido
consideravelmente nos ultimos anos Figura 11, devido a busca por alternativas mais
sustentaveis e eficientes em processos de extragcdo e dissolucdo de compostos
naturais. O estudo de (Xu et al.,2019) revelou que os solventes eutéticos naturais tém
despertado interesse devido a sua capacidade de reduzir o ponto de fusdo dos
componentes, possibilita a modulagdo da polaridade e da viscosidade,
proporcionando um meio eficaz para a extragdo de compostos de interesse. Os
solventes eutéticos profundos naturais sdo misturas complexas de componentes
encontrados na natureza que exibem propriedades eutéticas, conforme discutido por
(Dai et. al., 2020). Essa caracteristica Unica permite que esses solventes atuem como
excelentes meios de extracdo, penetrando profundamente em matrizes sélidas ou
liquidas para solubilizar uma ampla gama de compostos.
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Figura 11 — Publicagbes sobre NADESs no periodo de 2020 a 2024 na base de dados Scopus até
junho de 2024..
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Fonte - Autoria prépria (2024).

Em termos de composicéo, os solventes eutéticos profundos naturais podem
ser formados por uma variedade de substadncias como &cidos graxos, 6leos
essenciais, alcoois,terpenos e outros compostos organicos encontrados em plantas e
outros materiais naturais. A pesquisa de (Choi et al.,2021) destaca a importancia da
composicao especifica desses solventes na determinacdo de suas propriedades
fisicas e quimicas, influenciando sua eficacia em diferentes aplicagdes de extracéo e
dissolucao.

As caracteristicas distintivas dos solventes eutéticos profundos naturais
incluem nao apenas seu ponto de fusdo reduzido, mas também sua
biodegradabilidade, baixa toxicidade e potencial renovavel, como apontado por
estudos de (Dong et al.,2022). Além disso, a pesquisa de (Li et al.,2023) ressalta a
capacidade desses solventes de solubilizar uma variedade de compostos orgéanicos e
sua capacidade de penetrar profundamente em substratos sélidos, possibilitando
ampla aplicagdo na industria, como a extragdo de produtos naturais, processamento
de alimentos, produgédo de cosméticos e farmacéuticos, entre outros.

A caracterizagéo fisico-quimica dos NADES desempenha um papel crucial na
compreensao de suas propriedades e na otimizagdo de seu desempenho em
processos de extragdo. Pesquisas recentes, como as realizadas por (Chen et al.
,2020), tém se concentrado em investigar as propriedades termodinamicas e cinéticas
dos NADES, bem como, sua interagdo com os compostos alvo durante o processo de
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extracdo. Essa caracterizacao é essencial para garantir a eficiéncia e a seletividade
dos NADES em aplicagbes praticas.

O estudo de (Panic” et al.,2020) destaca a eficacia dos NADE na extracao
de polifendis de subprodutos agroalimentares, ressaltando sua capacidade de
promover a extracao seletiva de compostos bioativos, minimizando o uso de solventes

convencionais e proporcionando processos mais sustentaveis (Panic” et al., 2020).

Além disso, revisdes recentes sobre solventes eutéticos profundos oferecem
uma compreensao mais ampla de suas propriedades fundamentais e aplicagcdes em
diversas areas, incluindo a quimica analitica e a industria alimenticia. Os trabalhos de
(Abbott et al.,2011) e (Dai et al.,2017) fornecem uma visdo abrangente dos
fundamentos dos NADE, suas caracteristicas fisico-quimicas e uma revisao critica de
suas aplicagdes em diferentes contextos, incluindo a extracédo de compostos bioativos
de matrizes complexas (Abbott et al., 2011; Dai et al., 2017).

A aplicagdo dos NADES na extragdo de compostos polifendlicos de
subprodutos agroalimentares destaca-se nao apenas pela eficiéncia na extragéo, mas
também pela sua natureza sustentavel. Esses solventes oferecem vantagens
significativas em termos de baixa toxicidade, biodegradabilidade e origem renovavel,
tornando-os uma alternativa promissora aos solventes convencionais. Além disso, a
capacidade dos NADE de formar interagcées especificas com os compostos alvo
permite uma extragcdo mais seletiva, resultando em extratos de maior pureza e
potencial bioativo (Panic” et al., 2020).

Em suma, o uso dos solventes eutéticos profundos naturais (NADES)
representa uma abordagem promissora e sustentavel para a extracdo de compostos
polifendlicos de subprodutos agroalimentares. Sua eficiéncia na extragdo seletiva de
compostos bioativos, aliada a sua baixa toxicidade e origem renovavel, torna-os uma
alternativa atrativa aos solventes convencionais. Aléem disso, a combinagéo de NADE
com tecnologias assistidas oferece uma estratégia inovadora para a valorizagédo de
subprodutos agroalimentares e a producao de extratos ricos em compostos bioativos
(Panic” et al., 2020; Abbott et al., 2011; Dai et al., 2017).
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2.6 Otimizacao de Procedimentos de Extracao

A otimizag&o, em quimica analitica, € um procedimento utilizado para a escolha
de condi¢des que levem a obtencao da melhor resposta analitica, podendo esta ser

maxima ou minima, em fungéo das variaveis que influenciam o sistema.

A otimizagdo pode ser realizada de duas maneiras: através de metodologia
univariada que s6 permite otimizar uma variavel por vez acerca da resposta analitica,
0 que requer maior tempo, e nao leva em consideracao as possiveis interacoes entre
as variaveis do podendo ser negligenciadas algumas variaveis importantes, que por
sua vez, podem influenciar a resposta do procedimento analitico levando a
interpretacdes equivocadas sobre as melhores condicdes de operacao do sistema ou
através de metodologia multivariada, na qual todas as variaveis de uma unica vez sao
otimizadas. A estratégia de otimizagao multivariada é mais rapida que a univariada,
possibilitando a obtengdo de mais informagdes utilizando menor quantidade de
experimentos além de levar em consideragcao as interagdes entre as variaveis que

podem afetar o sistema.

O planejamento para a otimizacdo de um sistema pode ser realizado através
de um estudo preliminar das variaveis do sistema, e o resultado vai conduzir a
formulac&o do planejamento seguinte. Este tipo de estratégia é utilizada quando néao

se possui muito conhecimento sobre os dominios experimentais a serem estudados.

A triagem das varidveis, pode ser conduzida utilizando um planejamento
fatorial completo de dois niveis. Este método avalia a influéncia de multiplas variaveis
independentes (n) e suas interagdes em um experimento. Um estudo fatorial completo
permite identificar as variaveis mais significativas que afetam a eficiéncia de extragéo,
economizando tempo e recursos (Goupy;Creighton, 2020). Contudo, a medida que o
numero de variaveis aumenta, o numero de experimentos necessarios cresce
exponencialmente, tornando-se impraticavel para sistemas complexos.

A metodologia de Superficie de Resposta (RSM) é uma ferramenta
quimiométrica usada para modelar e otimizar processos. A RSM permite a construcéao
de modelos matematicos que descrevem a resposta de um sistema em fungéo de
varias variaveis independentes e suas interacbes (Myers et al., 2016). Esta
metodologia é vantajosa por proporcionar uma compreensdao detalhada do
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comportamento do sistema, permitindo a identificacdo de condi¢cdes por operacdes
6timas.

Dentre as as técnicas de RSM, pode-se citar o planejamento fatorial de trés
niveis (8k) , o desenho composto central, o Box-Behnken e a matriz de Doehlert
(Oliveira et al., 2010).

O planejamento fatorial completo de trés niveis, 3%, pode ser utilizado para a
obtencao de um modelo quadratico, porém, este tipo de desenho é mais recomendado
para um namero reduzido de fatores, pois com um K, muito grande, sera necessario
um numero elevado de experimentos para descrever o modelo.

O Planejamento Composto Central (CCD) é um tipo especifico de RSM que
combina um planejamento fatorial 2°’n com pontos axiais e centrais, permitindo uma
estimativa precisa das relagcbes quadraticas entre as variaveis. O CCD é util na
otimizagdo da extragdo de compostos fendlicos, pois pode explorar eficientemente a
superficie de resposta com um numero relativamente pequeno de experimentos
(Montgomery, 2019). As vantagens do CCD incluem a capacidade de identificar
interacoes entre variaveis e obter um modelo preciso com menos experimentos
comparado a outros métodos. No entanto, pode ser custoso e trabalhoso,
especialmente em experimentos que exigem condi¢cdes controladas rigorosamente.

O planejamento Box-Behnken € uma técnica de desenho experimental
amplamente utilizada em otimizagdo de processos. Desenvolvido para responder a
variaveis multiplas com um numero reduzido de experimentos, ele € especialmente
util em contextos onde os custos ou 0 tempo para experimentagao séo elevados. Essa
técnica permite a avaliagdo de interagdes entre varidveis com um numero menor de
experimentos comparado ao planejamento fatorial completo, sendo frequentemente
aplicada em areas como engenharia quimica, farmacéutica e ciéncias dos materiais
para otimizar formulacdes e processos de producado (Sagarika et al., 2018; Munoz-
Jimenez et al., 2020).

Complementar ao Box-Behnken, a matriz de Doehlert também € utilizada para
otimizacéo de processos, destacando-se pela flexibilidade de distribuicdo dos pontos
experimentais. A matriz de Doehlert € projetada para otimizar experimentos em
regides irregulares, estudar as variaveis em diferentes niveis e permite uma
exploracdo mais detalhada das condi¢cdes experimentais com menor numero de
ensaios. Suas aplicagdes sao diversas, incluindo otimizacdo de processos
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bioquimicos e extragdo de compostos bioativos, destacando-se por sua capacidade
de explorar eficientemente o espaco experimental e gerar modelos preditivos robustos
(Srinivas et al., 2020; Basheer; Alsharaa, 2019). A vantagem principal da matriz de
Doehlert é sua capacidade de ajustar-se a limites diferentes para cada variavel,
oferecendo maior precisao em experimentos complexos.

7

Para o planejamento de misturas € utilizado quando a composicao das
variaveis é mais relevante que a quantidade absoluta, o que é comum na formulacao
de solventes para extracdo de compostos fendlicos. Este método considera as
proporgdes relativas das componentes da mistura e como elas influenciam a resposta
(Cornell, 2011). As principais vantagens incluem a capacidade de otimizar
formulagbes complexas e desenvolver novas misturas de solventes com propriedades
desejadas. No entanto, a modelagem de misturas pode ser complexa e exige um bom
entendimento das interagdes entre os componentes, além de um nimero consideravel
de experimentos para gerar dados robustos.

2.7 Quimica Verde

A quimica verde, também conhecida como quimica sustentavel, é uma
abordagem que busca minimizar o impacto ambiental e melhorar a eficiéncia dos
processos quimicos. A Quimica Verde é definida como o design de produtos e
processos quimicos que reduzem ou eliminam o uso e a geragdo de substancias
perigosas (Anastas; Warner, 1998). Os 12 Principios da Quimica Verde, formulados
por Anastas e Warner, orientam a pratica dessa ciéncia, destacando a prevencgao de
residuos, a maximizagado da economia atdémica, o uso de matérias-primas renovaveis
e a diminuicédo da toxicidade dos produtos e processos (Anastas et al., 2020).

Os solventes verdes desempenham um papel crucial na quimica verde,
substituindo solventes organicos volateis e toxicos por alternativas mais sustentaveis
e menos prejudiciais ao meio ambiente e a saude humana. Exemplos de solventes
verdes incluem agua, etanol, glicerol, liquidos ibnicos e solventes derivados de
biomassa (Clark et al., 2018). A utilizacdo desses solventes ndo s6 reduz 0s riscos
associados a manipulacao e descarte de substancias perigosas, mas também pode
melhorar a eficiéncia dos processos quimicos, resultando em menores custos
operacionais e menor impacto ambiental.

Técnicas analiticas como extragdo por ultrassom, micro-ondas e liquidos
pressurizados sdao amplamente utilizadas para reduzir o uso de solventes e energia

32



em processos quimicos. A extracdo por ultrassom utiliza ondas sonoras de alta
frequéncia para acelerar a liberacao de compostos desejados de matrizes sélidas ou
liquidas, aumentando a eficiéncia do processo (Khan et al., 2019). A irradiagao por
micro-ondas aquece seletivamente os reagentes e solventes, reduzindo o tempo de
reacao e a quantidade de energia necessaria. Além disso, a extracdo com liquidos
pressurizados, também conhecida como extracao com fluidos pressurizados, utiliza
solventes a alta pressao e temperatura para melhorar a solubilidade e a difusao de
compostos alvo, resultando em extracdes mais rapidas e eficientes (Ramos et al.,
2020).

Essas técnicas analiticas nao apenas aumentam a eficiéncia e a
sustentabilidade dos processos, mas também tém implicagbées significativas na
reducdo do consumo de solventes e energia, contribuindo para uma quimica mais
verde. Ao implementar essas tecnologias, a quimica analitica se alinha aos principios
da quimica verde, promovendo métodos que sdo simultaneamente econdmicos,
eficazes e ambientalmente responséaveis. O desenvolvimento continuo e a aplicagao
dessas técnicas inovadoras sao fundamentais para a transicdo para praticas mais
sustentaveis na ciéncia quimica (Pandey et al., 2020).

2.7.1 Métricas Verde

As métricas verdes no programa AGREE para a determinagcdo de uma analise
verde Figura 12 incluem o uso de solventes naturais, a implementacdo de extragdes
assistidas por ultrassom ou micro-ondas e o consumo energético total do processo. A
definicdo dessas métricas verdes envolve a avaliagdo do impacto ambiental dos
métodos e materiais utilizados em diretrizes clinicas, promovendo praticas que
minimizem danos ao meio ambiente. Os solventes naturais, como agua e NADES, séo
preferidos sobre solventes organicos toxicos, enquanto as técnicas de extragéo
assistidas visam reduzir o uso de solventes e a energia necessaria, melhorando a
sustentabilidade geral do processo (Gonzalez-Alvarez et al., 2021).
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Figura 12 - Representacdo do AGREE alinhado com os 12 principios da Quimica Analitica Verde.
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Fonte - Autoria prépria (2024).

Os itens analisados nas métricas verdes do programa AGREE abrangem a
eficiéncia do uso de solventes naturais, a eficacia das extragdes assistidas e a
avaliacdo do consumo energético. A eficiéncia do uso de solventes naturais é medida
pela substituicdo de solventes sintéticos por alternativas menos toxicas e mais
sustentaveis. A eficacia das extragdes assistidas é avaliada pela redugao do tempo e
da quantidade de solventes utilizados, enquanto o consumo energético é examinado
pela quantidade de energia necessaria para completar os processos. Entre esses
itens, 0 uso de solventes naturais e o consumo energético tém um impacto
significativo, pois diretamente influenciam a pegada ecoldgica das diretrizes (Zhou et
al., 2022).

O diagrama de cores utilizado na analise verde do programa AGREE facilita a
visualizacdo da conformidade ambiental das diretrizes. A cor Verde indica
conformidade total com préaticas sustentaveis, como uso eficiente de solventes
naturais e baixo consumo energético. Amarelo sugere conformidade parcial,
destacando areas que precisam de melhorias, como a eficiéncia das extracdes
assistidas. Vermelho aponta ndo conformidade, indicando préaticas que precisam ser
reformuladas para atender aos padrdes de sustentabilidade. Esse sistema de cores
Figura 13 permite uma rapida identificacao dos aspectos que necessitam de atencéo,
promovendo uma abordagem mais focada na implementacéo de praticas sustentaveis
(Li et al., 2020).
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Figura 13 — interpretacao das referéncias a cor do AGREE.

Fonte:Métricas de Quimica Analitica Verde (AGREE) (REZENDE et al., 2021).

Segundo Johnson et al. (2020), na revista Journal of Cleaner Production, a
implementacao de métricas verdes permite uma analise quantitativa e qualitativa das
praticas ambientais, facilitando a identificacao de areas criticas e a proposicao de
melhorias. Além disso, as métricas verdes proporcionam uma base comparativa que
pode ser utilizada para avaliar a eficacia de diferentes abordagens e politicas de
sustentabilidade.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Desenvolver um método analitico verde para a extragao e determina¢ao de compostos
fendlicos bioativos em prépolis por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, acoplado ao
Detector de Arranjo de Diodo (CLAE-DAD).

3.2 Objetivos Especificos

e Otimizar a propor¢cdo dos componentes do NADES LGH, e as condi¢des de
extracdo dos compostos fendlicos nas amostras de propolis através do design

experimental simplex centroid,

e Otimizar as condi¢cdes da extracdo assistida por ultrassom de compostos
fendlicos nas amostras de propolis mediante metodologia de superficie de
resposta;
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e Validar o método analitico desenvolvido;

e Caracterizar os solventes eutéticos sintetizados;

e Aplicar o método desenvolvido na analise de amostras de prépolis, verde,

vermelha e marrom;

e Avaliar a sustentabilidade do método desenvolvido através das métricas

verdes;
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Solventes e reagentes

Os solventes e reagentes utilizados foram metanol Sigma-Aldrich de grau
cromatografico HPLC, acido acético, marca Sigma-Aldrich, apresentando pureza de
99 - 100%, Acido LA&ctico-L, marca Synth, 85% P.A.-A.C.S., reagente de Folin
Ciocalteau Conc 1,98 % Dens 1,24 - Marca Exodo e agua deionizada obtida a partir
de um sistema de ultra-purificacdo Milli-Q (Sdo Paulo, Brasil). Os padroes de
compostos fendlicos utilizados foram: Acido Siringico, Acido cafeico, Rutina, Acido
Vanilico, Acido sinapico, Acido p-cumarico, Acido fertlico, Acido galico, Acido trans-
cinamico, Acido clorogénico, Acido d-hidroxibenzoico e Catequina da marca Sigma-
Aldrich (S&ao Paulo, Brasil), todos com grau de pureza superior a 95%,, D-(+)-glicose
(dextrose) anidra ( P.A.-A.C.S.). As solugdes estoque: Acido Siringico (1mg L),
Acido Cafeico (1mg L), Rutina (1mg L"), Acido Vanilico (1mg L"), Acido Sinépico
(1mg L"), Acido p-Cumérico (1mg L"), Acido Feldrico (1mg L"), Acido Gélico (1mg L°
1), Acido trans-Cinamico (1mg L"), Acido Clorogénico (1mg L), Quercetina (1mg L),
Acido d-Hidroxibenzoico (1mg L), Catequina (1Img L") e Acido Elagico (1mg L)
foram preparadas em uma mistura de metanol:agua na propor¢cdo de (1:1). E
posteriormente diluidas em solugdes padrdoes com diferentes valores de concentracao
e solucao de triocloreto de aluminio a 2%.

4.2 Instrumentos

HPLC, Agilent 1290, equipado com detectores DAD (Detector de Arranjo de
Diodo), auto-amostrador (ASI-100) e bomba Quaternaria. Foi utilizado uma coluna
SUPELCO C18, modelo ZOBAX ODS, com dimensdes de 25cm x 4,6mm x 5um. O
sinal analitico foi monitorado e a area dos picos presentes nos cromatogramas foi
integrada utilizando o software EZChrom. Espectrofotdmetro Digital Kasvi com Faixa
Visivel de 325 a 1020nm. Viscosimetro SVM 3000 Stabinger Anton Paar, rotacional

com geometria cilindrica

4.3 Coleta das amostras

A propolis, da espécie Apis mellifera , foi coletada no apiario localizado na
Universidade Federal do Recéncavo - UFRB, em Cruz das Almas, Bahia, a qual
pertence ao Grupo de Pesquisa Insecta. ApOs coleta, as amostras foram
acondicionadas em um recipiente apropriado e refrigeradas a -5°C.
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4.4 Determinacao do teor de compostos fendlicos totais utilizando reagente de
Folin- Ciocalteu.

A quantificagéo de fendis totais foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu,
descrito e adaptado por Singleton e Rossi (1965). Realizaram-se diluicdes seriadas
para as concentragdes estabelecidas de 1 a 10 ug mL~ ' de acido galico. O ensaio foi
realizado em triplicata, com tubos Falcon de 15 mL. As aliquotas desejadas para as
concentragdes de acido galico foram retiradas da solucao-mae de 1,0 mg L™ '. Em
seguida, adicionaram-se cerca de 200 puL do reagente de Folin-Ciocalteu em cada
tubo e completou-se com agua ultrapura até atingir um volume total de 15 mL. A
solugdo foi deixada reagindo no escuro por 8 minutos. Posteriormente,
acrescentaram-se 600 pyL de carbonato de sédio (Na, CO; ) a 20%, e a solugéo
permaneceu no escuro por 1 hora.

Para o branco, foram realizadas as mesmas etapas descritas anteriormente,
exceto pela adicao da solucao de acido galico, que serve como referéncia. A leitura
foi realizada usando um espectrofotdmetro UV-Visivel (UV/Visivel 190-1100 Nm,
Bivolt Kasv) com comprimento de onda em 765 nm.

4.5 Determinacao do teor de compostos Flavonoides totais por
espectrofotometria

A determinagdo de flavonoides totais pelo método Dowd adaptado por
(Arvouet-Grand, Vennat, Pourrat e Legret, 1994) € uma técnica colorimétrica que
envolve a formag¢do de um complexo estavel entre flavonodides e cloreto de aluminio
(Figura 14). Onde a quercetina é utilizada como padrdo para a determinagcédo de
flavonoides totais por varias razdes, que s&do fundamentadas tanto em suas

propriedades quimicas quanto na sua representatividade como flavonoide.

O conteudo total de flavonoides foi determinado usando 0,1 mL do extrato de
prépolis, adicionado a 14,5 ml de agua ultrapura e em seguida 0,4 ml de 2% de
tricloreto de aluminio (AICIs) (Labosi, Paris, Franca), completando-se com &gua
ultrapura até atingir o volume final de 15 mL. As leituras foram realizadas em absorgéo

a 415 nm apés 30 min.
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Figura 14 — Reagéo Quercetina com aluminio.
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Fonte - Autoria prépria (2024).

Na reacgéo, o ion aluminio Al** se complexa com as moléculas de flavonoides
da amostra, estabelecendo o complexo estavel flavonoide-Al+ de coloragdo amarela
cuja intensidade € proporcional a concentragdo de flavonoides presentes na
amostra.(Silva, 2015). A concentragao de flavonoides totais nas amostras foi expressa
em equivalentes de quercetina ( mg mL' de solugéo de extrato).

Esta metodologia adaptada permite a quantificacdo de flavonoides totais em
extratos vegetais, fornecendo dados sobre o conteudo antioxidante das amostras
analisadas.

4.6 Otimizacao da sintese dos NADESs e extracao dos compostos fendlicos
4.6.1 Planejamento de misturas

A fim de otimizar a propor¢do dos componentes na sintese do NADES LGH,
um planejamento de mistura com restricdo foi performado, através de simplex
centroid, estudando-se os componentes acido latico, glicose e agua. Foram realizadas
réplicas do ponto central para avaliagdo do erro experimental e a funcdo de
desejabilidade foi utilizada como resposta quimiométrica, e os sinais analiticos
normalizados para fendlicos e flavonoides totais foram usados como resposta
analitica.

Os NADESs foram codificados da seguinte maneira: NADES (3) com
composi¢cao molar de 1:0,14:10 (L:G:H), e NADES (M) com composi¢ao molar de 5:1:9
(L:G:H),.e NADE(M)mod com propor¢ao de 1:10 (NADE(M) : H20).

39



4.6.2 Otimizagao de extracdo compostos fendlicos

Na otimizacdo do procedimento de extragdo dos compostos fendlicos e
flavonoides, utilizou-se a matriz Doehlert como estratégia de superficie de resposta
para determinar os pontos criticos dos fatores volume do NADES (com proporcoes
otimizadas) e tempo de sonicacdo variando de 1,5 a 50 mL e 20 a 80 min,
respectivamente. Os experimentos foram realizados em ordem aleatéria e foi
realizada triplicata do ponto central para avaliar o erro experimental. A desejabilidade
foi utilizada com estratégia quimiométrica (Equacdo 1) para normalizacdo das
respostas de concentragdo em mg g de flavonoides e fendlicos totais obtidos. A
Desejabilidade Global (D) (Akteke-Oztutk et al., 2019). A D foi calculada conforme
mostrado na Equagéo 1:

~ 0 se x = MiSA

di(x) = — [(x-MiSA).(MaSA - MiSA)'] se MiSA < x < MaSA (Eq.1)

_ 1 se x =MaSA

Na qual, MiSA é o menor e MaSA e o maior sinal analitio obtido, e di(x) € a
fungcéo de desejabilidade individual para cada resposta x, admitindo valores entre 0 e
1, nos quais x = 0 € uma resposta indesejavel e x = 1 € uma resposta desejavel. Dado
que cada resposta € transformada em fungdes desejabilidade, eles sdo combinados
em uma fungéo unica através de uma media geomeétrica, sendo esta a desejabilidade
global (D). O software Statistica 7.0 ® program (StatSoft, Inc., Tulsa, USA) foi utilizado

para aplicacao estatistica, versao para windows.

4.7 Determinacao de Compostos fendlicos bioativos por HPLC-DAD

4.7.1 Preparo das amostras para analise

Os extratos foram filtrados com membrana de polipropileno com 0,22 um de
porosidade e 25 mm de diametro.
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4.7.2 Anadlise Cromatografica

Foi utilizado um HPLC DAD com fase mével composta por dois tipos de
solvente (A e B), sendo o solvente A composto por uma mistura de metanol:4cido
acético:agua na proporc¢ao de (5:2:93), e o solvente B composto por uma mistura de
agua:acido acético:metanol na propor¢ao de (10:2:88), posteriormente foram filtradas
a vacuo utilizando papel filtro quantitativo com 7,0 centimetros de diametro, gramatura

80g/m?> e em seguida sonicadas por 20 minutos, a fim de remover os gases

dissolvidos. O fluxo utilizado foi de 1,0 mL min-' e o gradiente empregado encontra-

se descrito na Tabela 2.

Tabela 2 — Gradiente de eluigdo empregado no HPLC.

Tempo (min) Eluente A (%) Eluente B (%)
0 100 0
10 85 15
15 70 30
30 70 30
60 50 50

Fonte: Autoria propria (2024).
A deteccao foi realizada nos seguintes comprimentos de onda: A = 260 nm, A
=272nm, A=280nm, A=310 nm e A =330 nm.

4.8 Algoritmo AGREE

O algoritmo AGREE (Analytical GREEnness Metric Approach) é uma
ferramenta desenvolvida para avaliar a sustentabilidade ambiental de métodos
analiticos, incorporando os doze principios da Quimica Analitica Verde. Cada
principio, que inclui a prevencao de residuos, minimizagdo do consumo de energia e
reducdo do uso de reagentes téxicos, é avaliado e recebe uma pontuagéo de 0 a 1.
Essas pontuagcbes sao combinadas para fornecer uma métrica geral de
sustentabilidade, representada visualmente por um grafico em formato de relégio.
Essa estrutura permite identificar areas que podem ser otimizadas para reduzir
impactos ambientais, promovendo préaticas laboratoriais mais ecoldgicas (Pena-
Pereira et al., 2020).

O funcionamento do AGREE envolve a aplicacédo de critérios quantitativos para
cada principio da GAC, considerando fatores como a toxicidade dos reagentes,
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quantidade de residuos gerados, requisitos de energia e etapas do procedimento. As
pontuacdes sao calculadas automaticamente pelo software AGREE, resultando em
uma pontuagao unica que reflete a sustentabilidade geral do método analitico. A
ferramenta permite personalizacdo dos pesos atribuidos a cada principio, garantindo
flexibilidade e adaptabilidade a diferentes contextos. O AGREE tem mostrado
resultados promissores na avaliacdo e melhoria da sustentabilidade de métodos
analiticos, sendo essencial para laboratérios comprometidos com a reducdo do
impacto ambiental (Pena-Pereira et al., 2020).

4.9 Algoritmo AGREEprep

O algoritmo AGREEprep (Analytical Greenness Metric for Sample Preparation)
€ uma ferramenta projetada para avaliar a sustentabilidade ambiental das técnicas de
preparacao de amostras, etapa crucial em procedimentos analiticos. Desenvolvido
para preencher a lacuna na avaliacdo da “verdura” das etapas de preparacgao, o
AGREEprep baseia-se em dez principios da preparacao de amostras verdes (Green
Sample Preparation - GSP). Esses principios incluem a escolha e uso de solventes e
reagentes, geracao de residuos, consumo de energia, tamanho da amostra e
rendimento. Cada um dos dez principios recebe uma pontuagao de 0 a 1, que séao
entdo combinadas para fornecer uma avaliagdo geral da sustentabilidade do método
de preparagao de amostras. A visualizagdo dos resultados € facilitada por um gréafico
em formato de reldgio, que apresenta de forma clara e intuitiva as areas que podem
ser otimizadas para reduzir o impacto ambiental (Pena-Pereira et al., 2022).

O seu funcionamento se da aplicando critérios quantitativos para cada um dos
dez principios da GSP. Estes critérios abrangem desde a toxicidade e quantidade de
reagentes utilizados até a eficiéncia energética e minimizagéo de residuos gerados.
As pontuagbes sao calculadas automaticamente pelo software AGREEprep,
resultando em uma métrica que reflete a sustentabilidade global do método de
preparacao de amostras. O algoritmo permite também a personalizagdo dos pesos
atribuidos a cada principio, de acordo com a relevancia especifica no contexto do
método analitico avaliado. Essa flexibilidade assegura que o AGREEprep possa ser
adaptado a diferentes cenarios e necessidades analiticas, promovendo praticas mais

sustentaveis em laboratorios de todo o mundo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Solventes Eutéticos Naturais Profundos

Foram preparados trés Solventes Eutéticos Naturais Profundos (NADES). O
primeiro, nomeado como NADES (M) com composi¢cao molar de 5:1:9 (L:G:H) Choi,
(2016). O segundo, denominado de NADES (3) com composicao molar de 1:0,14:10
(L:G:H), possui a mesma composicao do NADES (M), entretanto as proporcoes dos
componentes foram otimizadas a fim de obter a maxima extragdo de compostos
fendlicos. Em seguida, foi realizada uma diluicao, o NADES (Md), a partir da proporcéao
1:10 de NADES (M) e agua.

Para confirmar essa suspeita, foram realizadas buscas em bases de dados
cientificas dos ultimos quatro anos, as quais demonstram que quanto maior a
quantidade de agua no NADES, maior sua eficiéncia de extracdo. Essa correlacado
esta bem documentada na literatura recente (Silva, 2020; Pereira, 2021; Oliveira,
2022).

Apb6s a sintese, os NADES devem apresentar-se como solventes liquidos,
homogéneos e estaveis, sem a formacao de precipitado em temperatura ambiente e
pressao atmosférica, o que os tornam adequados para o uso como solventes na etapa
de preparo de amostra. Além disso, a ocorréncia de interagdes intermoleculares,
envolvendo ligacdes de hidrogénio, € uma caracteristica da formacao de NADES, ja
evidenciada em trabalhos anteriores.

5.2 Otimizacao da proporcao dos componentes do NADES LGH

Na otimizagédo da proporgcado dos componentes da sintese do NADE LGH, foi
utilizado um simplex centroide. Os experimentos foram performados segundo a matriz
de mistura com restricdo apresentada na Tabela 3. Regressédo de minimos quadrados
foi utilizada para ajustar modelos linear, quadratico e cubico especial a desejabilidade
global calculada em fungdo das propor¢cdes dos componentes da mistura. Uma

ANOVA foi realizada para testar a significancia dos modelos ajustados.
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Tabela 3 - Matriz de planejamento Doehlert com 2 fatores, desejabilidade individual e desejabilidade
global.

Exp. | . . écido Glicose Agua Deseja-bilidade indiVi(’hfal Desejabilida
Latico (mL) (mL) (mL) Flavonoides Fenodlicos de Global
totais totais
1 0,800 0,100 0,100 0,185 0,263 0,220
2 0,100 0,800 0,100 0,000 0,000 0,000
3 0,100 0,100 0,800 1,000 1,000 1,000
4 0,450 0,450 0,100 0,028 0,094 0,051
5 0,450 0,100 0,450 0,263 0,306 0,284
6 0,100 0,450 0,450 0,038 0,286 0,104
7 0,333 0,333 0,333 0,040 0,201 0,089
8 0,567 0,217 0,217 0,085 0,188 0,126
9 0,217 0,567 0,217 0,020 0,212 0,065
10 0,217 0,217 0,567 0,213 0,557 0,344

Fonte - Autoria prépria (2024).

O modelo linear ajustado a variavel dependente (desejabilidade global)
apresentou um valor calculado de F para um nivel de confianca de 95% (F27) de 9,62
> 6,54 e p = 0,01 < 0,05 indicando que este modelo é estatisticamente significativo.
Ao ajustar o modelo quadratico a matriz estudada, ha uma melhora significativa no
ajuste do modelo, pois o valor de F calculado para um nivel de confianga de 95% (F2.4)
passa a ser de 30,34 > 10.65 e p = 0,003 < 0,05. No entanto, ajustando os modelos
cubicos especiais ndo ha melhora significativa no ajuste da superficie (F1,3 = 0,45 <
17,44 e p=0,55 > 0,05). Assim, pode-se concluir que o modelo quadratico proporciona
um ajuste adequado aos dados.

A equacéo obtida pelo modelo quadrético foi: SA = 0,22(L) + 0,02(G) + 0,98(H)
- 0,19[(L)(G)] - 1,34[(L)(H)] - 1,57[(G)(H)] + 1,08[(L)(G)(H)], na qual SA é o sinal
analitico, L, G e H, o volume de acido latico, glicose e agua, repectivamente.

A Figura 15 apresenta as superficies de resposta geradas para o planejamento

de mistura com restricdo performado. A superficie de resposta obtida apresenta um
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ponto de sela, logo suas coordenadas nao devem ser usadas como pontos criticos na
otimizacdo do sistema. Dessa forma, para determinar as melhores condi¢coes
experimentais foi realizada uma inspecao visual, como descrito anteriormente. As
condicoes estabelecidas foram: 1,5g de acido latico, 0,51g de glicose e 3,816uL de
agua.

Figura 15 - Grafico de Superficie de resposta em trés dimensdes do planejamento de mistura.
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Fonte - Autoria prépria (2024).

5.3. Otimizacao do procedimento de extracao

A fim de obter as condicbes experimentais 6timas do procedimento de
extragdo de fendlicos e flavondides utilizando o NADES LGH 5:1:9 molar, para a
otimizacéo foi realizada uma matriz Doehlert como metodologia de superficie de
resposta. Foram estudados os fatores de tempo de sonicacdo e volume de NADES
de acordo com a matriz apresentada a Tabela 4.

Tabela 4 - Matriz de planejamento Doehlert com 2 fatores, desejabilidade individual e desejabilidade
global.

Desejabilidade individual

Exp. Volume Tempo Conc. Fendlicos | Conc. Flavonoides | Desejabilida
NADES (mL) | Sonicacao (min) (mg g-1) (mg g-1) de Global
1 5,0 35 0,61 0,00 0,00
2 5,0 65 0,00 0,06 0,00
3 3,25 20 0,26 0,09 0,15
4 3,25 80 0,83 0,83 0,83
5 1,5 35 0,48 0,33 0,40

45



(Conclusao)

6 1,5 65 0,88 1,00 0,94
7 (PC) 3,25 50 1,00 0,55 0,74
8 (PC) 3,25 50 0,92 0,37 0,59
9 (PC) 3,25 50 0,59 0,31 0,43

Fonte - Autoria propria (2024).

O modelo quadratico foi ajustado aos dados (falta de ajuste: p=0,75> 0,05 e
F=0,14 < F12 = 18,51) e equacao que relaciona os fatores de volume de NADES e
tempo de sonicacdo com as concentragbes de flavonoides e fendlicos totais é
Concentracao (mg g-1) = 0,58 — 0,66(VolumeNADES) — 0,45(VolumeNADES)? -
0,32(TempoSonicacdao) — 0,05(TempoSonicacao)? - 0,30 (VolumeNADES)
(TempoSonicagao). A derivacao desta equagcao em termos de volume de NADES e
tempo de sonicagdo resulta no seguinte sistemas de Equacdes 2 e 3:

O0000o0ooooedd
ugoooooooooo

(Eq. 2)

= -0900000000000 — 030000000000¢al — 0,66

oooooodooodedd
Ooooooooooddedn

(Eq. 3)

= -0 3010000000000 = o f10nnnnnoorteall - 0,32

Os resultados do sistema de equagdes indicam um ponto maximo na
superficie de resposta Figura 16 e 17; assim, foi usado para determinar as condigbes
criticas, segundo Moreira et al. 2018. A partir dos resultados obtidos na etapa de
otimizacéo, as condi¢cdes étimas estabelecidas no procedimento foram: Volume de
NADES de 2,3 mL e tempo de sonicagcao de 59 min, como pode ser observado no
perfil desejabilidade apresentado na Figura 18 e 19. Nestas condi¢gdes, o NADES (3)
mostrou ser eficaz devido a sua composicao e condigdes de extracdo otimizadas que

favorecem a solubilizagdo dos compostos fendlicos e flavonoides.
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Figura 16. Superficie de resposta para otimizacao dos fatores de volume de NADES (3) e tempo de
sonicagéo.

R ¥950

Fonte - Autoria prépria (2024).

Figura 17. Superficie de resposta para otimizagao dos fatores de volume de NADES (M) e tempo de
sonicagao
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Fonte - Autoria propria (2024).
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Figura 18. Perfil desejabilidade NADES (3) na otimizacédo das variaveis significativas para extragdo dos
compostos fendlicos de amostra de propolis.
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Figura 19. Perfil desejabilidade NADES (M) na otimizagéo das varidveis significativas para extragéo
dos compostos fendlicos de amostra de propolis.
Profiles for Predicted Values and Desirability
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48



5.4 Determinacao do teor de compostos Fendlicos totais por espectrofotometria

A determinacédo de fendlicos totais em proépolis utilizando acido galico como
referéncia € uma metodologia empregada devido a sua eficacia e precisao. Este
método se baseia na reacdo do acido galico com o reagente de Folin-Ciocalteu,
resultando em uma mudancga de cor proporcional a concentracdo de compostos
fendlicos presentes na amostra. A curva de calibracdo para determinacdo dos
resultados obteve-se a equacéao da reta expressa por y = 0,0971x — 0,0157, em que y

€ a absorbancia e x, a concentracao de acido galico em uyg mL™ ', com R2 = 0,9984.

A relevancia desse método, destacando a capacidade do acido galico de atuar
como um padrao para a quantificacdo de fendlicos totais, gracas a sua estrutura
quimica representativa dos fendis encontrados em prépolis (Molecules, 2023). O uso
do acido galico é justificado pela sua alta reatividade com o reagente de Folin-
Ciocalteu, resultando em uma deteccao sensivel e reprodutivel dos fendlicos totais. A
quantificacao precisa de compostos fenélicos é essencial, pois eles estao diretamente
relacionados as propriedades antioxidantes da propolis, contribuindo
significativamente para suas aplicacdes terapéuticas (Gels, 2023). Além disso, a
literatura cientifica recente reforga a eficacia do acido galico em comparagdo com
outros padrdes, garantindo resultados consistentes em diferentes estudos e
aplicagbes (Molecules, 2023; Gels, 2023). Portanto, a utilizagdo do acido galico como
referéncia na determinacgéo de fendlicos totais em propolis Figura 19 ndo sé assegura
precisdo analitica, mas também valoriza a analise das propriedades bioativas do

propolis.
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Figura 20 - Concentragao de Fendlicos na prépolis marrom com NADES.
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Fonte - Autoria prépria (2024).

Pode-se observar que o NADES (3) com uma maior quantidade de agua,
combinada com a aplicagdo do ultrassom, demonstrou uma maior eficiéncia na
extragao de compostos fendlicos na propolis. Esse aumento na eficiéncia de extragao
pode ser atribuido a sinergia entre as propriedades dos NADES e a a¢do do ultrassom
(Denga et. al., 2023).

A presencga de agua melhora a difusdo dos compostos fendlicos no solvente
(Vazquez, 2021). A agua atua como um agente dispersante, reduzindo a viscosidade
do NADES e, assim, facilitando a difusdo dos compostos fendlicos da matriz de
propolis para o solvente. Essa melhoria na difusdo € critica para maximizar o
rendimento de extracdo, especialmente em matrizes complexas como a propolis
(Zabar; Issa; Khalil, 2018).

Outro ponto a ser considerado € que a 4gua pode aumentar a estabilidade dos
compostos fendlicos durante o processo de extracdo. A estabilizacdo dos compostos
fendlicos é essencial para preservar suas propriedades bioativas, como a atividade
antioxidante. Solventes com alto teor de agua podem evitar a degradacdo dos
compostos fendlicos durante a extracao, resultando em extratos de maior qualidade
(Yang et al., 2020).
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Portanto, a utilizagdo de NADES com maior quantidade de agua, em conjunto
com a aplicacdo de ultrassom, se justifica pela maior polaridade, melhor difusao e
estabilizacdo dos compostos extraidos, resultando em uma eficiéncia de extracao

significativamente aumentada.

5.5 Determinacao do teor de compostos Flavonoides totais por
espectrofotometria

A determinacgao de flavonoides totais em prépolis utilizando o método de cloreto
de aluminio é amplamente reconhecida pela sua simplicidade e eficacia. Este método
baseia-se na formagcao de um complexo entre o cloreto de aluminio e os flavondides,
que pode ser quantificado por espectrofotometria. A reacao resulta em um complexo
amarelo, cuja intensidade de cor & diretamente proporcional a concentracao de
flavonoides presentes na amostra. Pesquisas realizadas com diferentes tipos de
propolis mostram variagbes na concentragdo de flavonoides, influenciadas pela
origem botanica e geografica da amostra. O método do cloreto de aluminio é preferido
devido a sua reprodutibilidade, permitindo a comparacao consistente entre diferentes
estudos e amostras (Kasote et al., 2019; Zhang et al., 2022).

Para a determinacao dos flavonoides totais, foi utilizada a curva de calibragao
ilustrada na Figura 20. A equacgéao da reta obtida foi expressa por y = 0,0266x — 0,0035,
onde y representa a absorbancia e x a concentracdo de quercetina em pg/mL, com

um coeficiente de determinacao (R?) de 0,9997.
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Figura 21 - Concentracdo de Flavondides na prépolis marrom com NADES (M) e NADES (3).
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Na figura 16, os experimentos de 5 a 6 revelaram que o NADE (3) foi mais
eficaz na extracdo de flavonoides, apresentando um teor significativamente maior
desses compostos bioativos em comparagdo com o NADE (M). Essa eficiéncia pode
ser atribuida as propriedades especificas do NADE (3), como sua capacidade de
solubilizar compostos polares e sua maior eficiéncia em penetrar na matriz de prépolis
(Skarpalezos; Detsi, 2019).

A 4gua, quando combinada com outros componentes eutéticos, aumenta a
polaridade do solvente, o que € crucial para a extracdo de flavonoides, que séo
compostos predominantemente polares. Além disso, a presenga de agua pode ajudar
na quebra das interagdes intermoleculares, como ligagdes de hidrogénio, permitindo
uma liberagao mais eficiente dos flavonoides da matriz de prépolis (Jantan; Mun’im,
2021). Essa maior eficiéncia é corroborada por estudos que mostram que a adicéo de
agua aos solventes eutéticos naturais melhora significativamente o rendimento da

extracdo de compostos bioativos (Tsiaka et al., 2023).
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5.6 Caracterizacao dos NADES

5.6.1 Analise por ATR FTIR

A ATR FTIR é uma técnica analitica que permite a caracterizagcdo de compostos
quimicos pela identificagao de suas frequéncias vibracionais. A Figura 21, apresenta
as curvas de transmitancia de glicose, acido lactico e NADESs, sendo o NADES (M)
o de referéncia e o NADES (3) o desenvolvido, evidenciando as diferentes bandas de
absorcao que refletem suas estruturas moleculares Unicas. A glicose, por exemplo,
mostra um pico proeminente em 3361 cm™ 1, caracteristico de estiramentos O-H, além
de bandas em 1129 cm™ e 1011 cm™ ' atribuidas a estiramentos C-O e C-OH. Estas

bandas sao tipicas de carboidratos, conforme observado em estudos recentes (Garcia
etal., 2019).

Figura 22 — Espectros (FTIR) dos componentes puros — acido latico, ---- Glicose, — NADES (3) —
NADES (M).

Glucose Glucose

Acido latico 1011 IAcido latico 1011

1
[1453
4 1278 f
1636

1212
NADES (M) 1123

Trasmitancia(%)

Trasmitancia(%)

VNS

/' 14&0\1;35\10?? 1451‘4 ] 9?91 ™

\
t T 822

e 2 e l 1STwﬁzzzE 11040
3341 1638 1126

g T v T r T i T T T i T T T T k T 2 T 5 T 4 T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
. 5 . -1
Nimero de onda (cm™) Nimero de onda (cm™)

Fonte - Autoria propria (2024).

O &cido lactico, por outro lado, exibe um padréo de absorgéo distinto, com um
pico significativo em 2989 cm™ ', correspondente a estiramentos C-H, e uma banda
em 1723 cm™ ! atribuida a estiramentos C=0, além de um pico em 1373 cm™ ' que
representa deformagdes C-H. Esses resultados sao consistentes com estudos prévios
que detalham as caracteristicas espectrais do acido lactico (Kumar et al., 2020).

Comparando com a glicose, observa-se que o acido lactico apresenta uma estrutura
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vibracional variada (Tabela 5), refletindo suas propriedades quimicas e interacdes

intermoleculares distintas.
Tabela 5 - ATR FTIR substancias isoladas e NADES formados.

Composto Numero de ondas (cm™)

Acido Lactico 3431 [ 2989 | 2329 | 1717 | 1458 | 1378 [ 1212 | 927 | 925 | 822 | 747

Glucose 3431 | 1129 | 1011

NADES(3) 3341 | 1721 | 1638 | 1460 | 1373 | 1235 | 1132 | 1077 | 1037

NADES (M) 3387 | 1720 | 1638 | 1454 | 1376 | 1224 | 1126 | 1040 | 919 [ 822 | 741

Fonte - Autoria prépria (2024).

O NADES (3) apresenta padrdes espectrais que diferem substancialmente dos
componentes puros. O NADES (M) mostra picos em 1720 cm™ ', 1476 cm™ ' e 1224
cm™ 1, indicando interacdes entre seus componentes, que afetam as frequéncias
vibracionais dos grupos funcionais. A presenca de bandas em regides semelhantes
as do &cido lactico sugere que este é um dos componentes do NADES (M), porém os
deslocamentos observados indicam novas interacdes intermoleculares. De acordo
com Dai et al. (2021), os NADESs sao conhecidos por alterar as propriedades fisico-
quimicas dos componentes individuais, criando sistemas mais estaveis e eficientes

para diversas aplicagoes.

O NADES (3) exibe um perfil de absorgao préximo, com bandas notaveis em
3387 cm™ ' e 1040 cm™ ', sugerindo uma composicao e interagdes intermoleculares
semelhante ao NADES (M) de referéncia. As diferencas nas frequéncias vibracionais
entre os dois NADES indicam que, embora ambos contenham acido l4ctico, a
composicdo e a natureza das interagbes intermoleculares ndo variam tdo
significativamente. Isso é consistente com a capacidade dos NADES de formar
diferentes estruturas eutéticas baseadas nas propor¢des e nos tipos de compostos
envolvidos (Rodriguez et al., 2019).

Em sintese, a andlise por ATR FTIR revela informagdes importantes sobre a
estrutura e as interagdes moleculares dos compostos estudados. A comparagéo entre
glicose, acido lactico e os NADESs demonstram diferencas significativas nas
frequéncias vibracionais, evidenciando as distintas composi¢cdes e interacoes

intermoleculares. Estas observacbées sao fundamentais para a compreensdo do
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comportamento dos NADESs em aplicac6es praticas, como solventes verdes.

A andlise de FTIR dos NADES (3) e NADES (M) demonstra claramente a
formacgao dos solventes eutéticos através das interacdes de hidrogénio entre a glicose,
0 acido latico e a agua. As mudancas nas bandas espectrais indicam a formacao de
um novo composto molecular, confirmando a sintese do NADES (3).

5.6.2 Viscosidade

A caracterizacdo dos Solventes Eutéticos Naturais Profundos (NADES) é
crucial para compreender suas propriedades fisicas e quimicas, que impactam
diretamente na sua eficiéncia na extragao de compostos bioativos. Um dos parametros
significativos na caracterizagdo dos NADES ¢é a viscosidade, que afeta a difusdo das
moléculas e, consequentemente, a cinética da extracao. Os dados obtidos (Tabela 6),
mostram variagées substanciais nas viscosidades dindmica e cinética entre os
diferentes tipos de NADES utilizados.

Tabela 6 - Parametros fisicos NADES (M) e NADE (3)

Parametros Fisicos NADES (M) NADES (3)
Viscosidade dinamica (mPa.s) 28,37 2,35
Viscosidade cinematica (mm#2/s) 23,18 2,15
Densidade (g/cm3) 1,22 1,09
Temperatura (°C) 25 25

Fonte - Autoria propria (2024).

No contexto dos experimentos realizados, observa-se que a viscosidade
dindmica do NADES (M) € significativamente maior (28,37 mPa.s) quando comparada
ao NADES (3) (2,35 mPa.s) e ao NADES Modificado (1,16 mPa.s). A viscosidade
dinamica reflete a resisténcia ao fluxo dos solventes sob uma forga aplicada, indicando
que o NADES (M) possui uma estrutura molecular mais densa ou maior interacdo
intermolecular. De acordo com Chen et al. (2021), a alta viscosidade dos NADES pode
ser atribuida a formacéao de redes de ligacao de hidrogénio, que aumentam a coesao
molecular. Essa caracteristica do NADES (M) pode influenciar negativamente a
difusdo dos flavonoides, tornando o processo de extragdo menos eficiente em
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comparacao com os NADES de menor viscosidade.

A viscosidade cinética, que é a relacdo entre a viscosidade dinamica e a
densidade, também apresenta variagbes. O NADES (M) possui uma viscosidade
cinética de 23,18 mm?/s, enquanto o NADES (3) e o NADES modificado tém valores
de 2,15 mm?/s e 1,13 mm?/s, respectivamente. Esses valores sao coerentes com a
densidade dos solventes, sendo o NADES (M) o mais denso (1,22 g/cm®) e o NADES
modificado o menos denso (1,02 g/cm?3). A menor viscosidade cinética dos NADES (3)
e Modificado sugere que esses solventes sdo mais adequados para processos onde
uma rapida difusdo e menor resisténcia ao movimento das moléculas sdo desejaveis.
Conforme relatado por (Smith et al.,2022), solventes com baixa viscosidade cinética
facilitam a penetragdo nos materiais vegetais e a liberagdo de compostos bioativos,
justificando os resultados observados nos experimentos de extragao.

Além disso, a densidade dos NADES, que é a massa por unidade de volume,
é outro fator que complementa a analise de viscosidade. A densidade mais alta do
NADES (M) pode contribuir para sua maior viscosidade, conforme sugerido por Santos
et al. (2020). A temperatura constante de 25°C utilizada nos experimentos minimiza
as variagdes térmicas que poderiam alterar a viscosidade, assegurando que as
diferencas observadas sejam intrinsecas aos solventes. Em sintese, a andlise das
viscosidades dinamica e cinética dos NADES, junto com a densidade, oferece uma
compreensao abrangente das propriedades fisicas desses solventes, crucial para
otimizar a extragédo de flavonoides e outros compostos bioativos.

5.7 Caracteristicas analiticas

A validacao de métodos analiticos € essencial para garantir a qualidade dos
dados gerados. Ela envolve uma série de procedimentos sistematicos que asseguram
a confiabilidade e a precisdo dos resultados obtidos, garantindo que um método
analitico funcione conforme o esperado. Segundo Zhang et al. (2021), esses métodos
S840 essenciais para garantir a precisdo e a reprodutibilidade dos resultados. Os
parametros analiticos utilizados para a validacao incluem especificidade, linearidade,

precisado, exatidao, limite de detecgéao (LD), limite de quantificagdo (LQ), robustez e
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estabilidade (Smith et al., 2022). Esses parametros garantem que o método seja
adequado para seu propésito e produza resultados consistentes. A seguir serdo
abordados os parametros utilizados para validar este trabalho.

As curvas analiticas foram tracadas a partir dos resultados das areas dos picos
das solucdes padrdes de: Acido Vanilico, Rutina, Acido Galico, Acido trans-Cinamico,
Catequina, Acido Siringico, d-Hidroxibenzoico, p-Cumarico, Acido Cafeico, Acido
Clorogeénico, Acido Ferulico e Acido Sinaptico. na faixa de concentragéo de 0,2 a 5,0

mgL-'. Os limites de detecgéo (LD) e de quantificagdo (LQ) foram estabelecidos por

analise da curva de calibragao.
5.7.1 Linearidade

Alinearidade € a capacidade de um método em produzir resultados diretamente
proporcionais as concentragdes das espécies em estudo dentro de uma determinada

faixa analitica.

A linearidade é frequentemente avaliada pelo coeficiente de correlacao (r). Para
se obter r € necessario criar uma relagdo matematica que possa fazer a correlagao
entre 0s sinais analiticos e solugdes do analito de concentragdes conhecidas. Estas
relacdes matematicas muitas vezes sdo expressas como uma equacao de reta (y = a

X + b), chamada de curva de calibracéo.

5.7.2 Limite de Detecgéo (LD)

O limite de deteccao (LD) € um parametro analitico essencial que define a
menor quantidade de um analito que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada, com um nivel de confianga estatistica aceitavel, conforme descrito pela
(IUPAC, 2014).

Existem diversas abordagens para calcular o Limite de Deteccédo (LD) em
andlises quimicas, sendo algumas das formas mais comuns o método do sinal ao
ruido, o método da inclinacdo do grafico, o método da concentracdo minima
mensuravel e o0 método da variacdo do branco. Cada método envolve diferentes
procedimentos estatisticos e experimentais para determinar o LD, seja pela relagéo
entre o sinal analitico e o ruido de fundo, pela extrapolagdo da curva de calibracéo,
pela identificacdo da menor concentragdo mensuravel ou pela avaliagdo da variagéo
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do branco. A escolha do método depende da técnica analitica, das caracteristicas da
amostra e dos critérios especificos do método de analise (Day & Downey, 2007).

O calculo do Limite de Deteccao (LD) segundo a IUPAC, utiliza a formula que
envolve o desvio padrao dos residuos ou da resposta em branco (DP), o coeficiente
angular da curva de calibracao (b), e o fator de 3,3, Equacéao 4.

00 =330 2= (Eq. 4)

5.7.3 Limite de Quantificagéo (LQ)

Conforme descrito pela IUPAC, o LQ é determinado com base na menor
concentracao de um analito que pode ser medida com um grau de precisao e exatidao
aceitaveis, geralmente definidas como um coeficiente de variagéo inferior a 20% e um
desvio em relacdo ao valor nominal inferior a 20%. O LQ é calculado utilizando a
Equacéo 5.

LQ=10x =" (Eq. 5)

No presente trabalho os valores de LD e LQ foram calculados utilizando as
equacbes 1 e 2. Porém, como a técnica de separacao cromatograficas, ndo foi obtido
um branco analitico, para o célculo foi entdo utilizado o desvio padrao do coeficiente
linear. Os limites de detecc¢éo e da quantificacdo para o método analitico desenvolvido
neste trabalho, assim como outras figuras de méritos sao apresentados na Tabela 7.

As curvas analiticas foram construidas utilizando solu¢ées padrdes na faixa de 0,2 a

50 mgL-'. A equagdo de regressdao correspondente e outros parametros

caracteristicos para a determinagdo dos compostos fendlicos bioativos. As curvas
analiticas apresentam linearidade (r > 0,99) na faixa de concentracdo estudada.
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Tabela 7 - Figuras de mérito para o método utilizado na determinacao de polifendis em propolis por
CLAE-DAD.

Analitos TR* | p® | LQ@°® Curva Analitica r
Acido Siringico 16,61 | 0,10 0,29 Y =4x10%x+ 1.10° 0,999
Acido Cafeico 14,86 | 0,34 1,03 Y =1x107x- 30135 0,996
Rutina 31,93 | 0,34 1,03 Y =2 x 10%&- 100268 0,992
Acido Vanilico 15,24 | 0,48 1,58 Y =7x10"x+2x 10° 0,992
Acido Sinapico 22,77 | 0,39 1,19 Y =2x10"x+2x 108 0,995
Acido p-Cumarico 19,99 | 0,43 1,31 Y=1x10"x+ 8x 10° 0,990
Acido Ferulico 21,71 0,46 1,40 Y =1x107x+ 1x 108 0,994
Acido Galico 4,46 0,09 0,31 Y = 3.10°x+ 408309 0,999
Acido trans-Cinamico 46,14 0,41 1,25 Y =2x10% + 1392,2 0,996
Acido Clorogénico 21,34 | 0,18 0,59 Y =2x 107x - 546862 0,998
Acido d-Hidroxibenzoico | 19,66 0,35 1,06 Y=3x10"x+1x 107 0,993
Catequina 10,57 | 0,24 0,72 Y = 742006x + 370576 0,998

a -Tempo de retengdo em minutos , b - Limite de detecgdo em (mg L), ¢ - Limite de quantificacdo em (mg L).

A faixa de limite de detecc¢ao (LD) dos fendlicos identificados, variou entre 0,09
e 0,48, estando em conformidade com os critérios estabelecidos pela (IUPAC) para
analise de compostos fendlicos em amostras complexas como a prépolis. Segundo os
critérios da IUPAC, LDs abaixo de 0,5 sdo recomendados para garantir a sensibilidade
analitica adequada na quantificagdo de fendlicos em extratos naturais. Além disso,
esses valores sdo essenciais para assegurar a precisao e a confiabilidade dos
resultados analiticos, permitindo uma caracterizagdo detalhada dos perfis quimicos
dos fendlicos presentes na prépolis.

5.7.4 Precisao

A precisao é um parametro na validacao de métodos analiticos, representando
o grau de concordancia entre medi¢des repetidas de uma amostra sob condigcbes
especificadas. Podendo a precisao ser geralmente expressa como a variagao relativa
ou o desvio padrdo relativo das medicoes (Gonzalez et al., 2021). A precis&o pode ser
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dividida em repetibilidade e reprodutibilidade, onde a repetibilidade refere-se a
consisténcia dos resultados em condi¢des idénticas e a reprodutibilidade envolve
variagcbes em condi¢cdes diferentes, como operadores ou equipamentos distintos
(Miller et al., 2022). Como é dependente da concentracdo do analito deve ser
determinada para diferentes concentracoes deste. Neste trabalho a precisdo expressa
como desvio padrao relativo (RSD) foi determinada para as concentracoes de 1,4 e
3,8 mg L' de cada analito Tabela 8. Os valores de RSD obtidos foram de
respectivamente Acido Siringico, Acido Cafeico, Rutina, Acido Vanilico, Acido
Sinapico, Acido p-Cumarico, Acido Fellrico, Acido Galico, Acido trans-Cinamico,
Acido Clorogénico, Acido d-Hidroxibenzoico e Catequina. Estes valores demonstram
boa precisdo do método para a determinagao dos compostos fendlicos nas propolis.

Tabela 8- Figuras de mérito para o método precisao utilizado na determinagéo de compostos
fendlicos bioativos em prépolis por CLAE-DAD.

Repetibilidade Reprodutibilidade
Analitos RSD % RSD %

1,42 3,8° 1,42 3,8°

Acido Siringico 4.8 7,5 9,5 6,8
Acido Cafeico 7.9 7,5 8,0 5,8
Rutina 8,8 7.1 9,8 6,1
Acido Vanilico 7,9 4,1 8,4 5,2
Acido Sinapico 8,8 3,0 9,5 6,3
Acido p-Cumarico 9,4 1,5 9,8 6,7
Acido Felurico 9,9 4,3 9,3 7,5
Acido Galico 6,3 4,9 9,0 9,6
Acido trans-Cinamico 7,2 4,1 9,5 7,2
Acido Clorogénico 8,2 7,6 9,3 6,6
Acido d-Hidroxibenzoico 8,7 7.1 9,1 7.1
Catequina 7,2 4,7 9,3 6,1

a e b - Concentragdes em mg L.
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5.7.5 Exatidao

A exatidao € um parametro na validagcdo de métodos analiticos, referindo-se a
proximidade entre o valor medido e o valor verdadeiro ou aceito como padrao de
referéncia. A exatiddo é avaliada através de ensaios de recuperacdao, onde
quantidades conhecidas do analito sdo adicionadas a matriz de amostra, e os
resultados obtidos sdo comparados aos valores esperados (Silva et al., 2021; Johnson
et al., 2022). Ensaios de exatidao utilizam padrdes certificados e métodos estatisticos

para garantir a confiabilidade dos dados.

Para avaliar a recuperacao deste método foram realizados ensaios onde uma
amostra de propolis foi fortificada com solucdo estoque obtendo-se concentracdes
finaisde 1,4e3,8mgL".

5.7.6 Ensaio de Recuperacgao

O ensaio de adicao e recuperacao ou fator de recuperagao do metdédo (R) na
validacdo analitica € um parametro utilizado para avaliar a precisdo e a exatidao de
métodos analiticos. Esse parametro envolve a adicdo de uma quantidade conhecida
de um analito a uma matriz amostral, seguida pela recuperacao e quantificacdo desse
analito para determinar a eficiéncia do método analitico empregado (Lopez-Ruiz et al.,
2020). As porcentagens de recuperagdo dos analitos préximas a 100% séo
desejaveis, porém admitem-se valores menores, desde que a recuperagao apresente
uma boa precisédo. A porcentagem de recuperagao pode ser calculada de acordo com
a Equacéo 6.

%01 = 1001 [ (Eq. 6)

Onde C: representa a concentragdo encontrada, Cp 0 valor da concentragdo original
do analito na amostra, Ca a concentracdo adicionada. Neste trabalho a recuperagéao
foi avaliada considerando os limites aceitaveis para a porcentagem de recuperacao
80 e 120% € possivel constatar que os resultados obtidos para a avaliacao da exatidao
Tabela 9 que o método € exato.
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Tabela 9 - Recuperacao dos compostos fenélicos em amostras de prépolis.

Variedade Conc (it ANl Conc Conc Analito
Analito L ) adicionado ) Rec. (%) : adicionado Rec. (%)
de Propolis Amostra P encontrada Reforcada
emmgL ppm

PV 9,1 1,4 10,4 96 12,9 3,8 102
Acido Vanilico PM 0,0 1,4 1,3 93 3,8 3,8 100

PVL 0,0 1,4 1,2 92 3,7 3,8 98

PV 45,6 1,4 442 105 48,4 3,8 111
Rutina PM 1,2 1,4 0,0 87 3,5 3,8 93

PVL 7,7 1,4 6,5 91 10,4 3,8 103

PV 2,2 1,4 1,0 92 4,6 3,8 96
Acido Galico PM 1,2 1,4 0,0 90 3,6 3,8 97

PVL 5,9 1,4 4,6 99 8,6 3,8 106

PV 3,2 1,4 1,9 95 5,8 3,8 103
Acido trans- PM 2,1 14 0,6 106 4,2 3,8 95
Cinamico

PVL 1,8 1,4 0,5 99 4,0 3,8 92

PV 32,4 1,4 31,0 101 34,97 3,8 104
Catequina PM 3,1 1,4 1,8 98 5,70 3,8 103

PVL 1,2 1,4 0,0 92 3,64 3,8 96
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(continuacao)

. Conc. Analito Analito
. Variedade Conc. - Conc. Conc. . .
Analito T adicionado Rec. (%) adicionado Rec. (%)

de Propolis Amostra em mg L encontrada Reforcada ppm
PV 2,7 1,4 1,50 91 5,64 3,8 109
Acido Siringico PM 1,2 1,4 0,0 90 3,7 3,8 97
PVL 3,6 1,4 2,4 92 6,2 3,8 101
PV 1,3 1,4 0,0 99 3,9 3,8 105
1,2 0,0 89 3,4 91

d-Hidroxibenzéico PM 14 3.8
PVL 1,2 1,4 0,0 86 3,6 3,8 95
PV 36,1 1,4 34,9 91 39,0 3,8 108
1,2 0,0 90 3,6 97

p-Cumarico PM 14 3.8
PVL 1,1 1,4 0,0 84 3,5 3,8 93
PV 18,75 1,4 17,5 89 21,4 3,8 103
Acido Cafeico PM 1,32 1,4 0,0 94 3,6 3,8 97
PVL 1,29 1,4 0,0 92 3,9 3,8 104
PV 47,3 1,4 46,0 97 50,1 3,8 109
Acido Clorogénico PM 1,2 1,4 0,0 91 3,8 3,8 102
PVL 1,2 1,4 0,0 90 3,7 3,8 98
PV 6,04 1,4 4,80 89 8,3 3,8 94
Acido Ferlico PM 1,17 14 0,00 84 3,4 3,8 90
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(Conclusao)

PVL 1,28 1,4 0,00 91 3,5 3.8 92
PV 1,26 1,4 0,00 90 3,61 3,8 95
Acido Sinptico PM 1,28 1,4 0,00 91 3,46 3,8 91
PVL 1,16 1,4 0,00 83 3,55 3,8 93

PV - Prépolis Verde; PM - Prépolis Marrom; PVL - Prépolis Vermelha.
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Figura 16 - Cromatograma Padrdes Fendlicos.
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1 - Acido Galico; 2 - Catequina; 3 - Acido Cafeico; 4 - Acido Vanilico; 5 - Acido
Siringico; 6 - Acido d-Hidroxibenzoico; 7 - Acido p-Cumarico; 8 - Acido
Clorogénico; 9 - Acido Fellrico; 10 - Acido Sinapico; 11 - Rutina e 12 - Acido trans-
Cinamico,

Figura 17 - Cromatograma prépolis verde em comprimento de onda de 280 nm.
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6 - Acido d-Hidroxibenzoico; 8 - Acido Clorogénico; 9 - Acido Felurico; 10 - Acido
Sinapico; 11 - Rutina e 12 - Acido frans-Cinamico.
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A analise da prépolis por HPLC-DAD, revelou 12 variedade de compostos
bioativos presentes em diferentes tipos de prépolis (verde, marrom e vermelha)
extraidos com NADES (M), NADES (3) e NADES (Md), este ultimo foi utilizando como
parametro para a verificacao da presenca de diferentes tipos de agua, especialmente
a agua livre e a agua de hidratacao, em comparacao com outros NADES. O estudo
concentrou-se na identificacao e quantificacdo dos acidos fendlicos e flavonoides,
cujas concentracgdes foram determinadas em mg L™'. A metodologia utilizada permitiu
a obtencao de resultados significativos que demonstram a diversidade quimica das

propolis.

Na Tabela 9 sdo apresentados os valores das concentragdes dos analitos
determinados em 3 amostras de prépolis. As concentracdes de (Acido Siringico,
Cafeico, Rutina, Vanilico, Sinapico, p-Cumarico, Felurico, Galico, trans-Cinamico,
Clorogénico, d-Hidroxibenzoico e Catequina).

A analise dos dados revelou que o acido vanilico foi identificado com uma
concentracédo de 9,1 + 0,9 mg L' na propolis verde utilizando a extracdo com NADES
(3), enquanto nas demais amostras o composto estava abaixo do limite de deteccao
(LD). A rutina apresentou-se em concentracoes alta na propolis verde (44,2 £ 0,5 mg
L") e vermelha (6,5 £ 0,1 mg L") para o método de extracdo com NADES (3), e na
prépolis marrom (14,6 £ 0,2 mg L") com extragcdo por NADES (M). No caso do &cido
galico, este foi encontrado em maior concentragdo na prépolis marrom (5,2 + 0,4 mg
L") com extracdo por NADES (Md), enquanto na prépolis verde e vermelha as
concentragbes foram relativamente menores. A presenca de acido trans-cinamico
variou significativamente entre os tipos de propolis, sendo observado na propolis
vermelha (6,0 £ 0,6 mg L") com extragcdo por NADES (M).

A catequina, outro composto de interesse, mostrou uma concentracao de 8,4
0,9 mg L' na prépolis verde com extracdo por NADES (Md), e 8,4 + 0,5 mg L' na
prépolis marrom pelo mesmo método. Ja o acido siringico apresentou-se em maior
quantidade na prépolis vermelha (5,7 + 0,2 mg L") com extragdo por NADES (Md). E
importante notar que o acido p-cumarico foi encontrado exclusivamente na prépolis
verde (34,9 + 2,4 mg L") com extracdo por NADES (3). Da mesma forma, o &cido
cafeico mostrou-se presente em concentragdes elevadas na prépolis verde (17,5 £
0,8 mg L") com extragdo por NADES (3) e em ambas as propolis verde (11,1 £ 0,1
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mg L") e marrom (10,8 £ 1,2 mg L") utilizando NADES (Md).

Também os acidos clorogénico e sinaptico também foram identificados em
diferentes concentracdes. O acido clorogénico estava presente na prépolis verde (46
+3 mg L") com extragao por NADES (3) e na prépolis vermelha (9,1 + 0,5 mg L") com
extracao por NADES (Md). O &cido sinaptico foi encontrado exclusivamente na
prépolis marrom (3,90 + 0,03 mg L") com extragdo por NADES (M) e na propolis
vermelha (3,4 + 0,4 mg L") com extragdo por NADES (Md). Esses resultados
evidenciam a diversidade e a especificidade dos compostos fendlicos na propolis,
dependendo do tipo de prépolis e do método de extracao utilizado.

Onde, a analise por HPLC das diferentes amostras de prépolis demonstrou
uma complexa e rica composicao de compostos bioativos. Os dados obtidos destacam
a importancia da escolha do NADES e método de extragao para maximizar a obtengao
de determinados compostos bioativos. A variacdo na concentracdo dos compostos
entre os diferentes tipos de prépolis e métodos de extracdo e NADES utilizados,
sublinha a necessidade de uma caracterizacdo quimica detalhada para a
padronizacdo. Estes achados corroboram com estudos anteriores que apontam para
a variabilidade quimica da prépolis e suas amplas aplicacdes bioldgicas (Simbes et
al., 2017; Castaldo et al., 2018).
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Tabela 9 - Concentragdes de compostos fendlicos encontrados em prépolis.

Extragdo com NADES (3)

Extragdo com NADES (M)

Extracdo com NADES ( M)

Concentragio em mg L

Concentragdo em mg L

Concentragdo em Concentra¢do em mg L

Composto
Prépolis Prépolis Prépolis Prépolis Prépolis Prépolis Prépolis Prépolis Prépolis
Verde Marrom Vermelha Verde Marrom Vermelha Verde Marrom Vermelha
Acido Vanilico 9,1+0,9 <LD <LD <0,96 <1,58 <LD <LD <LD <LD
Rutina 44,2+ 0,5 <LD 6,510,1 <LD 146+ 0,2 <LD <LD <LD 3,2+0,2
Acido Galico 1,0+0,1 <LD 4,6+0,3 0,5+0,3 4,3+0,2 <LD 0,7+£0,1 52+04 <0,30
Acido trans-Cindmico 1,9+0,3 <0,63 0,5 +0,1 2,1+0,1 <0,51 6,0+0,6 3,8+ 0,1 0,9+0,1 <LD
Catequina 314 1,8+0,4 <LD < LD 4,1+0,2 <LD 8,4+0,9 8,4+0,5 <LD
Acido Siringico 1,5+0,5 <LD 24+01 < LD + <LD <LD <LD 57+%0,2
d-Hidroxibenzoico <LD <LD <LD 355 <LD <LD <LD <LD 2,6£0,1
p-Cumarico 349+24 <LD <LD 95+2 <LD <LD <LD <LD <LD
Acido Cafeico 17,5+0,8 <LD <LD 4,4+0,1 <LD <LD 11,1+0,1 10,8+1,2 <LD
Acido Clorogénico 46+3 <LD <LD <0,19 5,5+0,5 <LD <LQ 0,8810,1 9,1+0,5
Acido Fertlico 4,8+0,6 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Acido Sinaptico <LD <LD <LD <LD 3,90+0,03 <LD <LD <LD 34+04




5.8 Métricas Verde

A métrica verde para o método desenvolvido, utilizando nos NADESs para a
extracao verde de compostos fendlicos bioativos e anélise por HPLC-DAD, foi avaliada
com o software AGREEprep e AGREE, neste ultimo o item de impacto 9, que se refere
a inovacao e sustentabilidade, teve destaque significativo, contribuindo para uma
pontuacao geral de 0,87 Small et al., (2021).

Apesar dos NADESs serem reconhecidos por sua baixa toxicidade e
biodegradabilidade, tornando-os uma escolha sustentdvel para a extragédo de
compostos fendlicos. Este aspecto foi um fator que ndo contribuiu para a alta
pontuacdo, demonstrando a eficacia do método em termos de sustentabilidade e
inovacao Jones; Brown; Taylor, (2022).

Embora os itens 1, 3, 6 e 11 tenham contribuido para 0 aumento da pontuacao
geral, seu impacto foi menor em comparacado com o item 9. O item 1, relacionado a
seguranca e saude, e o item 3, referente a eficiéncia dos recursos, apresentaram bons
resultados, mas ndo foram tdo determinantes para a pontuacao final quanto o item 9.
O item 6, que abordou a sustentabilidade ambiental, e o item 11, que focou na

inovacao tecnolégica, também foram considerados na avaliacao Lee; Kim, (2023).

Ja a utilizagdo de metanol como eluente na analise por HPLC, apesar de ser
eficiente, requer ateng&o para minimizar os impactos ambientais. A combinagéo de
NADESs e HPLC, avaliada pelo AGREE, mostrou-se uma abordagem equilibrada,
embora haja espaco para melhorias em termos de impacto ambiental (ZHANG et al.,
2022).

Durante a analise com o segundo algoritmo AGREEprep para avaliar a
sustentabilidade das praticas adotadas, resultando em uma pontuagéo total de 0,82
Figura 19. Essa pontuacdo indica um desempenho baixo em termos de
sustentabilidade, com os itens 1, 9 e 10 tendo os maiores impactos na pontuacao final.

O item 1 avaliado pelo AGREEprep refere-se ao racional e aos objetivos do
estudo. A pontuacao elevada nesse item sugere que o estudo apresentou uma

justificativa clara e bem fundamentada, além de objetivos bem definidos. Segundo
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Oliveira et al. (2020) na revista Environmental Research, um estudo com um racional
sélido e objetivos claros é essencial para garantir a relevancia e a direcao adequada
da pesquisa, facilitando a compreenséo e a replicacao dos resultados.

No item 9, a aplicabilidade dos resultados € crucial para transformar
descobertas tedricas em praticas efetivas. Uma alta pontuacéo neste item indica que
as praticas sustentaveis recomendadas pelo estudo sdo viaveis e podem ser
implementadas de maneira eficiente em contextos reais. De acordo com Santos e
Almeida (2019) , a aplicabilidade dos resultados é um dos fatores mais importantes
para 0 sucesso das iniciativas de sustentabilidade, pois garante que as solucdes

propostas sejam adotadas e tenham um impacto positivo tangivel.

A relevancia do estudo e sua contribuicao, representado no item 10, para o
campo séao fatores determinantes para sua aceita¢éo pela comunidade cientifica e por
profissionais da area. Uma pontuagao elevada nesse item indica que o estudo nao
apenas acrescenta valor ao conhecimento existente, mas também oferece solugoes
inovadoras e praticas para desafios de sustentabilidade. Conforme Pereira e Lima
(2021) na revista Sustainability, a relevancia de um estudo € medida pelo seu impacto
direto e indireto nas praticas ambientais e politicas publicas, destacando a importancia

de contribui¢es substanciais para o avango da sustentabilidade.

A utilizacao dos algoritmos AGREE e AGREEprep € uma ferramenta importante
na avaliagcdo de praticas sustentaveis, resultando em pontuacdes totais de 0,87 e 0,82.
Esses resultados estdo alinhados com a literatura recente Tabela 6, que enfatiza a
importancia de objetivos claros, resultados aplicaveis e relevancia tedrica e pratica
para 0 avanc¢o da sustentabilidade.

A analise da métrica verde no contexto da extragdo de compostos bioativos da
propolis utilizando NADES oferece dados importantes sobre a eficiéncia e a
sustentabilidade desses métodos. A métrica verde € uma ferramenta crucial para
avaliar o impacto ambiental e a viabilidade econdmica dos processos de sintese e
extragdo. Na tabela 10, observamos dados referentes a diferentes amostras de
propolis e os valores de LD, RSD e AGREE (Avaliacao Global da Eficiéncia Ecologica).
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Tabela 10 - Caracteristicas dos métodos que utilizam NADES para extragdo de compostos fenolicos em propolis.

. . Massa da Anni
Analito Tipo amostra (g) LOD RSD % AGREE AGREEprep Referéncia
Compostos _ 0,10-0,48
Fenblicos Brasileira 0,2 mg L 4,8 Este trabalho
Compostos Nao i Yan Zhang et,
Fendlicos especificada 0.5 0,02-0,1mg/g 11 al, (2023)
Compostos Brasileira e Chumei Zhang
Fendlicos Chinesas 0.1 0,6 mg/mL 2,0 et. al. (2019)
Bozku, T. N.,
CFoemgfi)c?é%s Turcas 0.5 0,3?14 /r:ﬂj b 0,3-4,0 De'er, O, &
9 Ya'ar, A. (2021)
Compostos Cuesta- Rubio
Fendlicos Cubana 0.3 0.8 mg/mL 15 et. al. (2017)
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Compostos
Fendlicos

Africanas e
Asidticas

0,1

1,1 -1,9mg/mL

0,8-15

Touzani et. al.
(2021)

Fonte - Autoria prépria (2024).
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Esses resultados indicam uma precisao e sensibilidade do método, refletindo a
eficiéncia dos NADES na extracdo de compostos bioativos da prépolis verde.
Comparativamente, a propolis turca, analisada por (Bozku T. N. De'er O. & Ya'ar A.
,2021), apresentou uma faixa de concentracao de 0,324 a 1,116 mg/mL, com um RSD
de 3 a 40%, evidenciando uma maior variabilidade nos resultados, possivelmente

devido as diferencas intrinsecas nas amostras ou nas condicoes de extracao.

Em relagcdo a propolis brasileira e chinesa, (Chumei Zhang et al.,2019)
relataram a utilizacdo de apenas 1g de amostra, com um RSD de 20%. Apesar da
menor massa de amostra, a variabilidade nos resultados sugere a necessidade de
otimizacdo do método para garantir maior consisténcia. Por outro lado, a propolis
cubana, estudada por (Cuesta-Rubio et al.,2017), apresentou um LOD de 0,8 mg/mL
e um RSD de 15%, indicando uma boa eficiéncia do método de extracao, embora com
menor precisdo em comparagcdo com a propolis verde. Esses dados reforcam a
importancia de ajustar os parametros de extracao para cada tipo de prépolis, visando

maximizar a recuperacao de compostos fendlicos.

As propolis africana e asiatica, analisadas por (Touzani et al.,2021),
apresentaram concentragdes de compostos fendlicos variando de 11 a 19 mg/mL,
com um RSD entre 8 a 15%. Esses valores sdo comparaveis aos obtidos para a
propolis verde com NADES, sugerindo que, apesar das diferengas geograficas e
botanicas, os NADES podem ser uma alternativa eficaz e sustentavel para a extragao
de compostos fendlicos. A métrica AGREE, que avalia a eficiéncia ecolégica dos
processos, revelou valores positivos para os métodos de extragdo com NADES,

destacando sua viabilidade como uma técnica verde.

Em resumo, a andlise da métrica verde aplicada a extracdo de compostos
fendlicos de diferentes tipos de prépolis utilizando NADES evidencia a eficacia e a
sustentabilidade desses solventes. A variagdo nos valores de LOD, RSD, AGREE e
AGREEprep entre as diferentes amostras e estudos refor¢ca a necessidade de uma
caracterizacao detalhada e otimizagdo dos parametros de extracdo para cada tipo de
propolis. Estes resultados corroboram a literatura existente, que destaca a
potencialidade dos NADES como uma alternativa ecologicamente correta para a

extracdo de compostos bioativos, promovendo assim a sustentabilidade e eficiéncia
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nos processos de sintese e extracao (Zhang et al., 2023; Zhang et al., 2019).

Para futuras pesquisas, recomenda-se a continuidade do uso de ferramentas
como o AGREE e AGREEprep, além da expansao dos estudos para incluir outras
variaveis e contextos. A integracdo de novas tecnologias e abordagens
multidisciplinares pode potencializar ainda mais a eficiéncia das métricas verdes,

contribuindo para um desenvolvimento mais sustentavel e equilibrado.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo investigou a utilizacdo de NADESs na extracdo de
compostos fendlicos bioativos presentes na propolis através da otimizacao por
ultrassom e determinacao por HPLC-DAD, avaliando a eficiéncia e sustentabilidade
desses métodos utilizando as métricas verdes AGREE e AGREEprep.

A partir da sintese do NADES (3) utilizando-se ferramentas quimiométricas,
obteve-se as condi¢des étimas de extracdo com o volume de 2,3 mL e um tempo de
sonicacao de 59 minutos, mostrando-se eficaz devido a sua composicao e condi¢cdes
de extracdo otimizadas que favorecem a solubilizagdo dos compostos fendlicos e
flavonoides. A andlise de FTIR dos NADES (3) comparado com NADES (M) confirmou
a formagédo dos solventes eutéticos através das interacdes de hidrogénio entre a
glicose, o acido latico e a é&gua, indicando a formagdo de novos compostos
moleculares. A menor viscosidade cinética dos NADES (3) sugere que esse solvente
€ mais adequado para o processo de extragao, pois apresenta uma rapida difusao e

menor resisténcia ao movimento das moléculas desejaveis.

A combinacdo de NADES e HPLC-DAD, avaliada pelo AGREE e AGREprep,
mostrou-se uma abordagem eficiente. A analise por HPLC-DAD das diferentes
amostras de prépolis demonstrou uma rica composi¢cdo de compostos fendlicos
bioativos, destacando a importancia da escolha do NADES e método de extragao para
maximizar a obtencédo de determinados compostos bioativos. A sustentabilidade das
praticas adotadas foi validada por meio das pontuagdes obtidas com os algoritmos
AGREE e AGREEprep, que indicaram um desempenho solido em termos de
sustentabilidade e eficiéncia ecoldgica. A utilizacdo dos algoritmos AGREE e
AGREEprep resultou em pontuagbes totais de 0,87 e 0,82, alinhadas com a literatura
cientifica que enfatiza a importancia de objetivos claros e resultados aplicaveis para o
avango da sustentabilidade. As andlises confirmaram a eficacia dos NADES na
extracao dos compostos fendlicos bioativos, destacando a alta recuperacéo e preciséo
dos métodos utilizados, com a sustentabilidade das préaticas adotadas validada pelas
pontuacdes obtidas com os algoritmos AGREE e AGREEprep, indicando um
desempenho solido em termos de sustentabilidade e eficiéncia ecoldgica.
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Em sintese, este trabalho contribui significativamente para o campo da quimica
analitica verde, oferecendo uma abordagem inovadora e sustentavel para a extracéao
de compostos fendlicos bioativos. O NADES (3), apresentou-se como inovador, nao
apenas por uma melhora na eficiéncia no processo de extragdo, mas também
promoveu a sustentabilidade ambiental, alinhando-se aos principios da quimica verde

e das praticas cientificas responséaveis.
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