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RESUMO

O buriti (Mauritia flexuosa L.) € um fruto que fornece grandes quantidades de
componentes bioativos como carotenoides e vitamina A, constituindo uma
matéria-prima de grande potencial. Neste sentido, o objetivo do presente estudo
foi extrair os compostos bioativos da casca e da polpa do buriti utilizando
solventes verdes para avaliacdo da atividade antioxidante e antibacteriana. Foram
realizadas extra¢des da casca e da polpa do buriti, utilizando Solventes Eutéticos
Profundos (DES), etanol e solvente supramolecular (SUPRAS). Além disso, 0
rendimento da extracdo de carotenoides com etanol foi avaliado pela técnica
convencional e assistida por ultrassom. A concentracdo de carotenoides totais
nos extratos foi avaliada por espectrofotometria, e a de compostos fendlicos totais
e betacaroteno foram determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). O desempenho da extracdo SUPRAS foi comparado com os resultados
de extracdo com etanol utilizando a casca e polpa do buriti como matrizes. A
extracdo de betacaroteno com SUPRAS apresentou rendimento de 5,82 + 0,05
mg/g para casca e 26,7 + 0,02 mg/g para a polpa. Para extracdo dos compostos
fendlicos totais, os rendimentos foram de 32,1 + 1,2 ug EAG/g para casca e 24,53
+ 49 pg EAG/g para a polpa. Todos os extratos apresentaram atividade
antioxidante, com destaque para os obtidos com SUPRAS, que apresentaram
ECso (concentracdo em que 50% dos radicais foram eliminados) para o sequestro
do radical ABTS de 3,00 ug/mL para a casca e 0,84 pg/mL para a polpa. Estes
extratos inibiram o crescimento de Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e
Enterococcus faecalis (ATCC 4028). Além disso, quando associados aos
antibiéticos norfloxacino e gentamicina, os extratos apresentaram acao sinérgica
contra cepas multiressistentes de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli. Assim, a extragdo dos compostos bioativos do buriti
utilizando um solvente seguro, biocompativel, biodegradavel e ambientalmente
amigavel como o SUPRAS, representa um enorme potencial para
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos, cosmeéticos e alimentos
funcionais.

Palavras chave: Mauritia flexuosa L. Supramolecular. Solventes Eutéticos.

Antioxidantes. Carotenoides. Ultrassom.



ABSTRACT

Buriti (Mauritia flexuosa L.) is a fruit that provides large quantities of bioactive
components such as carotenoids and vitamin A. Thus, this species represents a
raw material of great potential. In this sense, the objective of the present study
was to extract the bioactive compounds from the peel and pulp of the buriti fruit
using green solvents to evaluate the antioxidant and antibacterial activities.
Initially, extraction of the buriti peel and pulp was performed using deep eutectic
solvents (DES), ethanol, and supramolecular solvent (SUPRAS). In addition, the
yield of carotenoid extraction with ethanol was evaluated by the conventional and
ultrasound-assisted technigue. The concentration of total carotenoids in the
extracts was evaluated by spectrophotometry, and the concentration of total
phenolic compounds and beta-carotene was determined by high-efficiency liquid
chromatography (HPLC). The performance of SUPRAS extraction was compared
with the results of ethanol extraction using the peel and buriti pulp as matrices.
Beta-carotene extraction with SUPRAS yielded 5.82 + 0.05 mg/g for peel and 26.7
+ 0.02 mg/g for pulp. For total phenolic compounds, yields were 32.1 £ 1.2 ug
GAE/qg for peel and 24.53 + 4.9 ng GAE/g for pulp. All extracts presented excellent
antioxidant activity, emphasizing the extracts obtained with SUPRAS, which
presented ECso (concentration required to obtain a 50% antioxidant effect) for the
sequestration of the ABTS radical of 3.00 ug/mL for the peel and 0.84 ug/mL for
the pulp. These extract inhibiting bacterial growth of Staphylococcus aureus
(ATCC 29213) and Enterococcus faecalis (ATCC 4028). Moreover, when
associated with norfloxacin and gentamicin antibiotics, the extracts showed
synergistic action against multiresistant strains of Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli. Thus, the extraction of bioactive
compounds from buriti using a safe, biocompatible, biodegradable and
environmentally friendly solvent such as SUPRAS represents an enormous
potential for the development of new pharmaceutical, cosmetic and functional food
products.

Key words: Mauritia flexuosa L. Supramolecular. Euthetic solvents. Antioxidant.

Carotenoids. Ultrasound.
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1 INTRODUCAO

O buriti (Mauritia flexuosa L.), planta popularmente conhecida como miriti,
coqueiro-buriti e muritim, pertence a familia Aracaceae e género Mauritia. Esta
espécie apresenta origem amazodnica, entretanto pode ser encontrada em Varias
regibes do Brasil. A arvore do buriti cresce em areas alagadas e pode atingir até 35
metros de altura, com frutos medindo cerca de 5,0 centimetros de diametro
(KOOLEN et al., 2013; PEZOTI et al., 2014).

O fruto do buriti € conhecido pela elevada concentracdo de carotendides
(MESQUITA; TEIXEIRA; SERVULO, 2017). Os carotenoides s&o pigmentos
lipossoluveis, polisoprenodides que sdo divididos em duas categorias: carotenos e
xantofilas. Eles compartilham particularidades estruturais como uma longa cadeia de
ligacdo dupla conjugada rica em elétrons, que confere a sua atividade antioxidante
(CARRANCO JAUREGUI; CALVO CARRILLO; PEREZ-GIL, 2011; LORDELO et al.,
2010; PEREIRA; DAS GRACAS, 2012). Os carotenos caracterizam-se por
apresentar uma cadeia longa de carbono e hidrogénio, ja as xantofilas caracterizam-
se por ter uma longa cadeia de carbonos, no entanto, diferencia-se dos demais, pela
presenca de derivados oxigenados de carotenos (DE ANDRADE et al.,, 2019;
MARCHETTI et al., 2019).

Os carotenoides podem ser empregados como ativos em formulacbes
cosméticas, com acado antienvelhecimento por ter elevada atividade antioxidante,
capaz de absorver a radiacdo UV, radicais livres e capturar espécies reativas de
oxigénio (ROS), como o oxigénio singlete (CHEN et al., 2017). E ainda atuam na
despigmentacdo e na atividade antiacne (ANUCIATO; ROCHA FILHO, 2012,
MAYNE et al., 2013). Além disso, a literatura demonstra, que outros bioativos como,
acidos graxos (SPERANZA; RIBEIRO; MACEDO, 2016) e compostos fendlicos totais
(NOBRE et al., 2018), presentes na polpa e casca do buriti, exercem atividade frente
a diversos micro-organismos (KOOLEN et al., 2013).

Devido a sua natureza hidrofébica, os carotenoides sdo convencionalmente
extraidos com solventes organicos como hexano (CHEN et al., 2005), acetato de
etila e metanol (GIUFFRIDA et al., 2013), conhecidos por sua toxicidade, alta
volatilidade e flamabilidade (LEE; ROW, 2016). Recentemente, 0os conceitos de

guimica verde tém sido propostos para solucionar problemas em processos de
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extragdo a partir do uso de solventes ambientalmente amiguaveis (FARIAS;
FAVARO, 2011; GHANDI, 2014).

Os Solventes Eutéticos Profundos, ou do inglés Deep Eutectic Solvents
(DES), compdem uma classe de solventes verdes com grande potencial de
aplicacdo na industria farmacéutica, devido a sua biocompatibilidade e
biodegradabilidade, além de serem atoxicos quando da sele¢cdo adequada dos seus
precursores (COSTA, 2016; GARCIA et al., 2016). E valido ainda, destacar, o
emprego dos solventes supramoleculares (SUPRAS), solventes de estrutura
anfifilica que podem ser obtidos de forma simples. Nos processos extrativos, 0s
SUPRAS sé&o geralmente biocompativeis e podem exercer um papel importante na
estabilidade dos bioativos extraidos. Além disso, destacam-se como vantagens a
caracteristica de automontagem através da modulagcédo das estruturas moleculares e
baixa volatilidade e inflamabilidade (MARTINS et al., 2019; ZHANG et al., 2019).

Esse estudo, buscou avaliar a capacidade de solventes verdes (DES e
SUPRAS) em extrair carotenoides e compostos fendlicos da polpa e da casca do

buriti, para investigar as atividades antioxidantes e antibacteriana dos extratos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CAROTENOIDES

Os carotenoides sdo moléculas, isoprenoides, lipossollveis e tetraterpénicas,
e se caracterizam por ser um pigmento fotossintético de plantas, bactérias e outros
(BADEJO, 2018; PANGESTUTI; SIAHAAN; KIM, 2018; VILA et al., 2019).

De modo geral, os carotenoides vegetais sao sintetizados e armazenados em
células especializadas, como os cromoplastos. Os carotenoides sé@o sintetizados a
partir de trés moléculas de difosfato de isopentenil e seu isdbmero dimetilalil difosfato,
gerando o difosfato de geranilgeranil (GGPP). A condensac¢éo de duas moléculas de
GGPP, é catalisada pela enzima fitoeno sintase, que da origem a principal molécula
da via sintética dos carotenoides, o fitoeno, molécula de 40 carbonos, que por sua
vez sofre isomerizacdo e dessaturacéo, para formacgéo do licopeno, 0 mesmo trata-
se de um carotenoide padrdo para o desenvolvimento da via biosintética (YUAN et
al., 2015). Os carotenoides desempenham papéis fundamentais em células vegetais,
como estabilizacdo de membranas, captacdo de luz através de seus grupos
cromoforos e protecdo fotooxidativa por meio da dissipacédo de luz (RODRIGUEZ;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2007; STANLEY; YUANRUIZ, 2019).

Os carotenoides sdo divididos em dois grandes grupos: ) carotenos, que
caracterizam-se por uma cadeia longa de carbono e hidrogénio, podendo sofrer
ciclizacdo nas extremidades da molécula, e, Il) xantofilas, grupo que também possui
uma longa cadeia de carbonos contendo derivados oxigenados de carotenos (DE
ANDRADE et al., 2019; MARCHETTI et al., 2019). A divisdo das classes, dar-se
principalmente pela designacao da via sintética dos isoprenoides (VILA et al., 2019).

A ciclizacé@o do licopeno é o momento crucial da via, pois 0 mesmo gera uma
eximia ramificacdo, para a formacdo do primeiro grupo dos carotenoides
(CAZZONELLI et al., 2009; RUIZ-SOLA; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2012). A
saber, os carotenos, que podem ser principalmente carotenos com um anel 3 e um
anel € (a-caroteno) ou com dois anéis 3 (3-caroteno). O outro grupo, denominado
xantofilas, sdo moléculas derivadas dos carotenos, apos sofrerem hidroxilagéo, é o
caso da luteina (Figura 1 (A)) gerada a partir do a-caroteno, e a zeaxantina, a partir
do R-caroteno (Figura 1 (B)) (LLORENTE et al., 2017; RUIZ-SOLA; RODRIGUEZ-
CONCEPCION, 2012; SUN et al., 2018).
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Figura 1 - Estrutura molecular de carotenos (3-caroteno) e xantofilas (luteina).

Betacaroteno

Fonte: Adaptado de LINS, 2006

Destaca-se a presenca desses fitocompostos em vegetais que apresentam
cor vermelha, como o tomate, indicando a presenca majoritaria de licopeno (RONEN
et al., 1999), cor amarela, como é o exemplo do milho, indicando a presenca de
luteina e zeaxantina (CARDOSO et al., 2009), e cor laranja pela presenca de
betacaroteno, como no buriti (CUNHA et al., 2012).

O betacaroteno € o principal carotenoide presente na dieta humana e que
exerce atividade pré vitamina A (ELVIRA-TORALES; GARCIA-ALONSO; PERIAGO-
CASTON, 2019). Logo, desempenha atividades extremamente relevantes frente as
espécies reativas de oxigénio (OLESZKIEWICZ et al., 2018). Eritemas induzidos a
partir de simulador solar diminuiram significativamente apdés 8 semanas, quando
foram administradas doses de 25 mg/dia de betacaroteno por 12 semanas
(BIESALSKI et al., 1996). Outro estudo mostrou que a suplementacdo com 30 mg de
betacaroteno durante 10 semanas promoveu uma pequena protecéo contra radiacao
solar (STAHL et al., 2000).

2.1.1 Atividade antioxidante
Os antioxidantes sdo moléculas consideradas estaveis, que através da

doacdo de elétrons estabilizam radicais livres, reduzindo as injurias a nivel

molecular. Além disso, sabe-se que o0s antioxidantes podem atuar por diversos
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mecanismos como sesquestro de radicais livres, doacdo de hidrogénio,
decomposicao de peroxidos, inibindo o oxigénio singlete e acdo de enzimas (ALl et
al., 2020).

Entende-se que moléculas antioxidantes sdo ativas contra danos oxidativos,
principalmente pela eliminacédo, retardo ou diminuigdo de radicais livres. Ao passo
que essa cascata dos reativos é interrompida, moléculas que desepenham papéis
fundamentais de protecéo, séo resguardadas (LOBO et al., 2010). A Figura 2 mostra

as diferentes classes de antioxidantes.

Figura 2 - Diferentes classes de antioxidantes.

Antioxidantes

| Enzimaticos | Niao Enzimaticos }—‘

|
| | | Cofatores Carotendides

Enzimas primarias | | Enzimas secundarias |
Superoxido dismutase Glutationa redutase Licopeno
| Polifendis | Vitaminas e Derivados |

E (Tocoferol)

Fonte: Adaptado de CAROCHO E FERREIRA, 2013.

Os seres humanos s&o Iinacapazes biologicamente de sintetizar o
betacaroteno e, por isso, este composto deve ser fornecido pela alimentacdo
(BOGACZ-RADOMSKA; HARASYM, 2018). Estudos apontam que a atividade
antioxidante dos carotenoides pode auxiliar na reducéo de cancer de pele e retardo
no processo de envelhecimento (KIM et al., 2019; SCHWARTZ et al., 2016).

Os principais mecanismos de acdo antioxidante dos carotenoides, podem ser
de acéo fisica e quimica. O mecanismo de acao fisica envolve a transferéncia de
energia, em que o oxigénio singlete (*O,) transfere sua excitagéo para a molécula de
carotenoide, com a formagéo oxigénio triplete (°0,) - uma molécula n&o reativa - e
carotenoide triplete. Em seguida, as interagdes rotacionais e vibracionais regeneram

a molécula de carotenoide (RAMEL et al., 2012). Esse mecanismo € ilustrado na

Figura 3.
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Figura 3 — Mecanismo antioxidante dos carotenoides por acao fisica.

10; + Carotencide me—sp 0; + 3Carotenocide”

iCarotenoide™ — Carotenoide + Calor

Fonte: Adaptado de KRINSKY, 1989.

A atividade antioxidante por agdo quimica envolve trés mecanismos: O
primeiro ocorre pala oxidacdo da molécula de betacaroteno por um radical de alto
potencial redox, com a formacgédo do radical céation (A); O segundo, acontece pela
remocdo de um atomo de hidrogénio da molécula de carotenoide, formando um
radical neuto (B), e o terceiro, ocorre pela adicdo de um radical a molécula de
carotenoide, formando o radical aduto (C). Os trés mecanismos sao ilustrados na

Figura 4.

Figura 4 — Mecanismo antioxidante dos carotenoides por acdo quimica.

Carotenoide + ROO® msssssssmp Carotenoide® + ROO-  (A)
Carotenoide + ROO" mmssssmmp Carotenoide* + ROOH (B)

Carotenoide + RQQ" ™=} pOOCarotenoide® (c)

Fonte: Adaptado de EL-AGAMEY et al., 2004.

Sabe-se que os carotenoides possuem um importante papel em formulagbes
cosmeéticas, como: 1) antioxidante, pelo sequestro de radicais livres, 2) prevencéo do
envelhecimento cutaneo, através do estimulo a sintese de colageno e elastina e
inibicdo da elastase, que degrada o colageno e elastina, 3) despigmentacéo, pela
reducédo do tamanho de melandcitos e niveis de melanina e, 4) antiacne, diminuindo
a oleosidade por normalizacdo da funcdo de glandulas sebaceas (FRASER,;
BRAMLEY, 2004; KALWAT, 2018).

O estudo de Schalka et al. (2017), com uso de compostos nutracéuticos
contendo licopeno e luteina nas concentracdes de 0,065 mg/mL demostrou

excelentes resultados no aumento da sintese de elastina. O mesmo estudo mostrou
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que as concetragcbes de 0,0163 mg/mL dos compostos aumentaram 0s niveis de
coldgeno em cultura de fibroblastos humanos. Palombo et al., (2007), demostraram
os efeitos benéficos a longo prazo do uso topico e por via oral de 5 mg de luteina e
0,03 mg de zeaxantina em humanos, com aumento da elasticidade da pele, apés a
quarta semana de tratamento combinado em relagao ao placebo.

Os carotenoides apresentam atividade antioxidante varidvel, além dos
mecanismos descrito acima. As xantofilas, consideradas polares quando em
comparacdo aos carotenos, podem atuar na bicamada lipidica, alterando a
permeabilidade e reduzindo a difusdo de espécies reativas de oxigénio (MESQUITA;
TEIXEIRA; SERVULO, 2017).

2.2 METODOS DE RECUPERACAO DOS CAROTENOIDES

Nos ultimos anos, tem havido um grande esfor¢co para o desenvolvimento de
novos métodos de extracdo de carotenoides de matrizes vegetais. Entretanto, a sua
recuperacdo de matrizes complexas continua baixa, ja que diversas barreiras fisicas
e quimicas presentes na matriz vegetal impedem a transferéncia de massa de
carotenoides durante extracdo. Além disso, a degradacao oxidativa dos carotenoides
limita a exposi¢cdo ao excesso de calor, luz, 4cidos e longos periodos de extracdo
(SAINI; KEUM, 2018). Ao inserir a combinacdo dos descritores “ultrasound” e
“carotenoids”, e “Soxhlet” e “carotenoids” na base de dados Scopus, limitando as
producdes dos ultimos 10 anos (2010-2020), verificou-se a publicacdo de 276 artigos
com ultrassom e 89 artigos com Soxhlet, demostrando o interesse da comunidade
cientifica por métodos nao tradicionais de extracao.

Dessa forma, o avanco em tecnologias para recuperacdo desses bioativos
tem sido intensificada, que podem ser desenvolvidas por processos quimicos, fisicos
ou mecéanicos (WANG; WELLER, 2006). Covencionalmente as técnicas classicas
sdo as mais utilizadas nos processos de recuperacao, geralmente escolhe-se um
solvente, na qual, a depender do biotativo de interesse, sdo submetidos a
temperaturas relativamente altas com ou sem agitacdo (TAKAHASHI et al., 2006).

Os métodos classicos sdo bem vantajosos quando se diz respeito a obtencao
de bioativos em altos rendimentos, além de serem considerados relativamente
simples (MAMIDIPALLY et al.,, 2004). No entanto, as desvantagens se sobrepdem
as vantagens, principalmente quando se trata de degradacdo de bioativos em
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elevadas temperaturas, a necessidade de uso de solventes organicos e uma grande
demanda de tempo, que pode acarretar em um alto consumo de energia, além da
demanda operacional (PRADO; VEGGI; MEIRELES, 2014).

As principais técnicas classicas usadas na recuperacao de carotenoides, sao:
Soxhlet, agitacdo, homogeneizacdo com agitacdo e extracdo por centrifuga
(PRADO; VEGGI; MEIRELES, 2014). O Soxhlet € o principal paradigma de
desempenho quando comparado a outros métodos para extracdo solido-liquido,
nesta técnica a matriz solida € banhada por varias vezes com o solvente, até a
evaporacao total do solevente e obtengéo do extrato concentrado (CRAVOTTO et
al., 2011; JENSEN, 2007; NAVIGLIO et al., 2007).

O método de agitacdo e ou homogeneizacdo com agitacdo, € o método
comumente usado pelas industrias, neste método a matriz vegetal é colocada em
contato com o solvente e agitada com ou sem homogeneizagc&o por um determinado
tempo. Em seguida, o solvente é deixado em contato com a matriz por varios dias,
seguido da etapa de filtracdo ou evaporacdo, para remocdo do solvente
(SOQUETTA; TERRA; BASTOS, 2018; WANG; WELLER, 2006).

O método por centrifugacao, permite que haja separacao de fases pela forca
centrifuga. Uma fase pode conter a biomassa e a outra contém os bioativos de
interesse, sendo necessario uma etapa de filtracdo, para obtencdo da fase de
interesse (PRADO; VEGGI; MEIRELES, 2014).

Outros métodos ndo convencionais para extracdo de bioativos, considerados
verdes, tém sido largamente ultlizados, apresentando principais vantagens como
tempo reduzido, uso de baixa quantidade de solventes e altos rendimentos, que
sobrepdem as técnicas classicas (RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2015).

A utilizacao de extracdo por fluido supercritico, tem sido umas das principais
técnicas ndo convencionais ultilizadas para extracdo de compostos apolares como
carotenoides (HERRERO et al., 2013). A extracfes realizadas por este método, séo
consideradas rapidas, seletivas e ndo requerem purificacdes adicionais. Além disso,
esta técnica pode ser associada a métodos cromatograficos, como cromatografia
gasosa (OROIAN; ESCRICHE, 2015).

Outra técnica comumente usada, é a extracdo assistida por ultrassom,
largamente utilizada para a maioria das matrizes vegetais. Nesta técnica o0s
processos de cavitagdo atribuidos as ondas sonoras, que podem variar de 20 kHz a

100 MHz, podem otimizar o processo extratitvo, causando ruptura nas ceélulas
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vegetais, aumentar o processo de transferéncia de massa da matriz para o solvente
e, consequentemente, o rendimento da extracdo (AZMIR et al., 2013; ROSELLO-
SOTO et al., 2015).

A extracdo assistida por microondas, tem sido largamente utilizada para
obtencdo de compostos organicos, antioxidantes, pigmentos e 0leos essenciais
(SOQUETTA; TERRA; BASTOS, 2018). Nesta técnica, o tempo de extracdo pode
ser reduzido, com o aumento de rendimento e melhor pureza dos compostos,
gquando comparado com métodos de aquecimento convencionais (ANGIOLILLO et
al., 2015). Isso ocorre pelas microondas na faixa de 300 MHz a 300 GHz, que
favorecem a penetracdo do solvente na matriz sélida (LI et al., 2013).

2.3 SOLVENTES VERDES

Além de técnicas consideradas verdes ou seguras, a compreensao quanto a
diminuicdo da utilizacdo ou até mesmo a substituicdo de solventes organicos nos
laboratorios de pesquisa e industrias, por solventes verdes, ja é uma realidade. No
entanto, é necessario cautela antes de defininir o que é um solvente verde (HACKL;
KUNZ, 2018).

Doze principios considerados verdes foram estabelecidos devido a
preocupacdo no uso de produtos quimicos, que geram produtos de degradacéo
altamente prejudiciais ao meio ambiente e aos manipuladores. De acordo com
Anastas e Warner (1998), sdo eles: 1. Prevencdo. Evitar a geracao de residuo é
melhor do que tratad-lo ap6s sua producdo. 2. Economia de atomos. Maximizar a
incorporacdo de todos os atomos dos materiais de partida no produto final. 3.
Sintese de produtos menos perigosos. Quando viavel, a sintese de um produto
quimico deve utilizar e gerar substéncias que possuam pouca ou nenhuma
toxicidade a salde humana e ao meio ambiente. 4. Planejamento de produtos
seguros. O emprego de produto quimico deve ser planejado de modo que realize a
funcdo desejada e a0 mesmo tempo ndo seja toxico. 5. Solventes e auxiliares
mais seguros. O uso de substancias auxiliares (solventes, agentes de separacao,
etc.) deve ser descontinuado sempre que possivel e, quando utilizadas, devem ser
inbcuas. 6. Busca pela eficiéncia de energia. A utlizacdo de energia pelos
processos quimicos deve ser minimizada. 7. Uso de fontes renovaveis de matéria-

prima. A utilizagdo de matérias-primas renovaveis deve ser escolhida. 8. Evitar a
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formacé&o de derivados. A derivatizacdo desnecessaria deve ser minimizada ou, se
possivel, evitada, porque estas etapas requerem reagentes adicionais e podem
gerar residuos. 9. Catalise. Reagentes cataliticos (t&o seletivos quanto possivel) sao
melhores que reagentes estequiométricos. 10. Planejamento para a degradacéo.
Os produtos quimicos precisam ser planejados de tal modo que, ao final de sua
funcdo, se fragmentem em produtos de degradacdo in6cuos e ndo persistam no
ambiente. 11. Analise em tempo real para a prevencdo da poluicdo. E preciso
que haja desenvolvimento futuro de metodologias analiticas que viabilizem um
monitoramento e controle dentro do processo, em tempo real, antes da formacao de
substancias nocivas. 12. Quimica intrinsecamente segura para a prevencao de
acidentes. As substancias, bem como a maneira pela qual uma substancia é
utilizada em um processo quimico, devem ser escolhidas a fim de minimizar o
potencial para acidentes quimicos, incluindo vazamentos, explosées e incéndios
(EARLE et al., 2004; PAIVA et al., 2014).

Nesse sentido, um novo método, desenvolvido por Abbot et al. (2003), a
saber, 0s solventes eutéticos profundos (DESSs), e que tem dado grande contribuicédo
ao desenvolvimento da “pesquisa verde”, esse tema tem sido discutido desde 1991,
baseado na sustentabilidade e desenvolvimento, e est4 cada vez mais presente, por
garantir uma pesquisa de qualidade, respeitando critérios ambientais (FU et al.,
2019; Ll et al., 2019).

Os DESs podem ser definidos, como misturas de compostos puros na qual a
temperatura do ponto eutético seja menor de que uma mistura liquida ideal
(MARTINS et al., 2019; NAZZAL et al., 2002). Estes solventes, em sua grande
maioria, apresentam alta biocompatibilidade, auto rendimento nas extracdes,
atoxicidade e baixo custo, sendo considerados ambientalmente favoraveis
(THONGSAW et al., 2019).

Os DESs apresentam vantagens desde a forma de obtencdo, que é
relativamente simples, até o seu potencial para aplicacdo em diversas areas, como
na sintese, eletroquimica, nanomateriais, bioquimica, analise e extracdo (TANG;
ROW, 2013; ZHANG et al., 2012). Sua capacidade como agente extrativo, pode ser
relacionada com as propriedades dissolutivas, explicadas pela capacidade de doar e
aceitar protons e elétrons, e a sua consequente capacidade de formar ligagbes de
hidrogénio (PAIVA et al., 2014; SMITH; ABBOTT; RYDER, 2014).
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Varios estudos ja relatam o potencial dos DESs em extracdo de bioativos.
Extracbes de proteinas da casca da roma realizadas com DESs apresentaram
rendimentos superiores a 20 mg/g quando compardo a extracdes realizadas com
liquido pressurizado (9 mg/g) (HERNANDEZ-CORROTO et al., 2020). Extracbes de
fendlicos totais de residuos da cebola com DESs demostraram maiores rendimentos
guando comparado a outras extracoes verdes (STEFOU et al., 2019). Assim, 0 uso
de DESs permite um bom desempenho nos diferentes processos de extracdo e
respeita critérios da "quimica verde" a baixo custo (PENA-PEREIRA; NAMIESNIK,
2014).

As literaturas tém demonstrado o grande potencial do cloreto de colina como
um aceitador de pontes de hidrogénio e o etilenoglicol, sorbitol, e glicerol, como
doadores de ligacdo de hidrogénio. A mistura desses componentes solidos, podem
se tornar liquidos estaveis a temperatura ambiente. Esse fato € atribuido a interacéo
entre o doador de ligacdo de hidrogénio com o anion, gerando um ion nao simétrico
maior, deixando o ponto de fusdo da mistura menor que o ponto de fusdo dos
componentes individuais (FARAJI, 2019; LI et al., 2019).

Para sintese dos DESs, é necessario que haja um sal de aménio quaternario,
no qual o hidrogénio esteja disponivel para doacdo, e sais organicos, habeis a
captar o hidrogénio, misturados a uma temperatura previamente definida (RUIZ-
OLLES et al., 2019; TUZEN; NAEEMULLAH, 2019). Uma importante caracteristica
dos DESs é a grande reducédo no ponto de fusdo em relacédo ao ponto de fusdo dos
seus precursores, tornando-os liquidos, mesmo em baixas temperaturas (PANG et
al., 2012). A Figura 5, representa a ligagdo de uma molécula doadora de pontes de
hidrogénio e outra aceptora de pontes de hidrogénio, na formacgéo de um DESs.

Figura 5 - Representacdo da formacdo dos solventes eutéticos profundos.
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Fonte: Adaptado de COSTA, 2016.
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Uma outra classe de solventes verdes utilizados em processos extrativos sao
0s solventes supramoleculares (SUPRAS), ou também conhecidos como técnica de
ponto de nuvem. S&o liquidos nano-estruturados de carater anfifilico, formados por
processo de auto montagem a partir de coacervagao, dando origem a estruturas
tridimensionais, e em um segundo momento, sua imiscibilidade com a agua produz
grandes agregados moleculares, dai a formacdo dos SUPRAS (ACCIONI, et al.,
2018).

No processo conhecido como auto montagem, os SUPRAS séo formados de
forma espontanea, quando elementos da formulagéo interagem entre si, constituindo
um equilibrio de interacdes atraentes e repulsivas, que podem ser interacdes
hidrofébicas e de Coulomb ou ligacdes de hidrogénio, em seguida o surgimento dos
agregados anfifilicos é denotada pela separacdo de fase liquido-liquido pelo
processo de coacervacgao, dando origem aos SUPRAS (REZAEI; YAMINI; MORADI,
2014).

As principais vantagens do uso dos SUPRAS estdo relacionadas as suas
caracteristicas intrinsecas, por serem ndo volateis, ndo inflaméveis, capacidade de
automontagem, estrutura anfifilica, controle de suas propriedades através da
modificacdo dos grupos apolares ou polares, propriedades superiores de solvatacao
para compostos organicos e inorganicos, e forca multiligante pelos agregados, que
facilita a ligacdo ao soluto (BALLESTEROS-GOMEZ et al., 2019).

2.4 BURITI

O buriti (Mauritia flexuosa L.), € um fruto popularmente conhecido como miriti,
coqueiro-buriti @ muritim, que apresenta ampla distribuicao territorial. A palmeira é
muito utilizada em constru¢cdes e producbes artesanais. Além disso, possui alta
densidade populacional e grande diversidade genética (ACEVEDO-QUINTERO;
ZAMORA-ABREGO, 2016; LEVIS et al., 2017; SANDER et al., 2018).

Esta espécie esta inclusa na familia de palmeiras Arecaceae, do género
Mauritia, a classificacdo taxondmica é mostrada no Quadro 1. Esta espécie €
considerada a mais importante entre as 11 existentes no Brasil, denotada como

“arvores da vida”, pois dela tudo se aproveita. Esta arvore produz frutos entre 0 més
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de dezembro e junho, variando de 2000 a 6000 frutos por palmeira (FAUSTINO
PEREIRA et al., 2018; PANTOJA et al., 2019).

Quadro 1 - Classificagdo Taxon6mica de Mauritia flexuosa L.

Reino: Plantae

Diviséao: Magnoliophyta
Classe: Liliopsida

Ordem: Arecales

Familia: Arecaceae
Género: Mauritia

Espécie: Mauritia flexuosa L.

Fonte: Adaptado de SOARES et al., 2014

O buriti, como apresentado na Figura 6, trata-se de um fruto eliptico, o qual a
casca, polpa, fibora e semente apresentam em média as massas de 11,08 g
(22,07%), 12,80 g (24,25%), 10,49 g (21,03%) e 16,86 g (32,65%), respectivamente.
O fruto possui um epicarpo avermelhado e o mesocarpo alaranjado, cores
caracteristicas da presenca de bioativos, como os carotenoides. Além disso, sdo
frutos comestiveis, muito usados para producdo de polpas, farinhas e doces
(BARBOSA; LIMA; MOURAO-JUNIOR, 2010; NONATO et al., 2018).

Figura 6 - Frutos do buriti (Mauritia flexuosa L.).

e
%

-
«

o
< N, S
o O

:
1
7

s

-
‘\1, -l "

-
P

i X :.V,...lh\b\-"- ’

L3 X%

Fonte: O autor

O buriti € amplamente utilizado pela comunidade indigena como alimento,
apresentado em torno de 3,4% de proteinas, 51,0% de lipideos e 31,0% de
carboidratos (CARNEIRO; CARNEIRO, 2011). O buriti (polpa) é considerado até

entdo o fruto com maior fonte de betacaroteno no Brasil. A polpa do fruto buriti,
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assim como o seu Oleo, fornecem quantidades de carotendides e vitamina A, em
niveis superiores a todos os frutos até entdo estudados, produzindo uma quantidade
20 vezes superior a cenoura (AQUINO et al., 2012).

O buriti representa um grande potencial econdmico para exploracao
sustentavel da floresta amaz6nica, e sua aplicacdo em formulacfes cosméticas tem
crescido, devido a presenca rica de fitocompostos antioxidantes (ZANATTA et al.,
2008). O dleo de buriti, que € extraido da polpa do fruto, tem despertado o interesse
da industria de cosméticos, devido a sua capacidade de fornecer compostos
quimicamente ativos, como clorofila, carotenoides e outros. Dessa forma, a utilidade
do dleo na cosmética tem sido empregado na formulacdo de fotoprotetores, por sua
capacidade antioxidante, evitando danos causados pelos raios UV (BATISTA et al.,
2012; DE OLIVEIRA; ORLANDA, 2017; FERREIRA et al., 2017; PEREIRA-FREIRE
et al., 2018; RODRIGUES et al., 2018).

2.4.1 Atividade antimicrobiana

Os farmacos antimicrobianos sdo moléculas capazes de inibir o crescimento
ou causar a morte de fungos ou bactérias (TANG; APISARNTHANARAK; HSU,
2014). Devido a diversidade quimica, os produtos naturais, sejam compostos
isolados ou extratos, oferecem grande potencial para o desenvolvimento de
medicamentos e aditivos, como antimicrobianos (KLANCNIK et al., 2010). Nos
vegetais, a atividade antimicrobiana esta frequentemente associada ao teor de
metabdlitos secundéarios (SILVA et al.,, 2015). No entanto, durante décadas, a
atividade antimicrobiana de plantas e extratos de origem vegetal tém sido pouco
investigada (TENORIO et al., 2016).

A necessidade no desenvolvimento de ativos antimicrobianos perpassa por
um grave problema de saldde publica mundial, a resisténcia antimicrobiana
bacteriana, que se agravara com o0 passar do tempo, devido ao lento
desenvolvimento de antimicrobianos e uma crescente diversidade de mecanismos
de resisténcia bacteriana (ROCHA et al., 2015). Os mecanismos de resisténcia estao
relacionados com modificacdo ou destruicdo enzimatica dos antibidticos, reducéo da
permeabilidade celular, bombas de efluxo e alteragbes nas moléculas alvo
(LOUREIRO et al., 2016).
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Recentemente, estudos mostraram um crescente numero de infeccbes
causadas por bactérias resistentes, responsaveis por infecgbes hospitalares
(VIEGAS et al., 2010). Da Silva et al. (2013), analisando mais de 300 amostras
mostraram que metade delas continham linhagens multirresistentes de
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Além disso, embora usualmente
Staphylococcus aureus seja encontrada na pele de pessoas saudaveis, esse micro-
organismo pode eventualmente causar graves doencas, destacando-se a incidéncia
de resisténcia a antimicrobianos envolvendo Staphylococcus aureus (DA COSTA et
al., 2008).

Nesse aspecto, 0os produtos de origem vegetal tem sido um alvo de grande
interesse, na tentativa de sanar a problematica acima, pois em sua maioria possuem
atividade antimicrobiana, além de propriedades modificadoras a resisténcia de
alguns antimicrobianos ja existentes (COUTINHO et al., 2012).

Dessa forma, varios estudos, utilizando extratos, fracbes e compostos
isolados do fruto do buriti contra cepas bacterianas e fungicas foram resportados
pela literatura (KOOLEN et al., 2013; LEAO et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2016).
Batista et al. (2012), avaliando a atividade antibacteriana do 6leo do buriti, contra
cepas bacterianas pelo método de disco-difusdo, mostraram que B. subtilis, K.
pneumoniae e S. aureus foram sensiveis ao 6leo. Koolen et al. (2012), isolaram seis
compostos alcaloides do fruto do buriti, sendo que um deles, glandicolina B, que
apresentou atividades antibacterianas relevantes, na concentracdo de 100 pg/mL
frente a S. aureus, Micrococcus luteus e E. coli. Além disso, Koolen et al. (2013)
demostraram atividade antibacteriana significativa contra S. aureus e E. faecalis

utilizando triterpeno isolado do buriti, na concentracao de 50,8 uM.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Extrair compostos bioativos da casca e da polpa do buriti (Mauritia flexuosa

L.) utlizando solventes verdes e avaliar suas atividades antioxidante e

antibacteriana.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

Sintetizar solventes eutéticos profundos (DESs) utilizando cloreto de colina
como aceptor de pontes de hidrogénio e glicerol, xilitol, PEG 400 e
etilenoglicol como doadores de pontes de hidrogénios;

Sintetizar o solvente supramolecular a base de &cido octandico;

Avaliar a eficiéncia dos sistemas DES/etanol, etanol e solvente
supramolecular na extragéo de carotenoides da casca e polpa do buriti;
Determinar a concentracdo de betacaroteno e componentes fendlicos no
melhor sistema de extragao;

Investigar as propriedades antioxidantes e antibacteriana no melhor sistema
de extracao.

Investigar  as propriedades potencializadoras dos  antibidticos

aminoglicosideos e fluoroquinolonas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 REAGENTES

Betacaroteno, acido octandico, acido galico, catequina, quercetina, acido
elagico, eugenol, diclorometano, metanol, acetonitrila, acido acético, ABTS (2,2’-
azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila),
BHT (2,6-bis(1,1-dimetiletil) - 4-metilfenol) e resazurina sédica foram adquiridos pela
Sigma-Aldrich (MO, USA). Todos os outros reagentes utilizados possuiam grau

analitico.

4.2 OBTENCAO DOS FRUTOS DE BURITI

Os frutos do buriti (Mauritia flexuosa L) foram obtidos da fazenda Lua Clara,
situada no municipio de Maraba-PA (5°42'32.7"S e 49°55'46.0"W). Os frutos foram
transportados sob refrigeracdo ao Laboratério de Bromatologia do Departamento de
Farmécia, na Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN). Inicialmente os
frutos foram imersos em agua. Em seguida, o fruto foi despolpado usando espatulas,
e as cascas e polpa do buriti foram submetidas a secagem em estufa com circulagao
e renovacdo de ar (Modelo TE-394/I, TECNAL) a 50 °C por 6 h. O material seco foi
triturado em moinho de facas (Moinho tipo Willye TE-680, TECNAL) e armazenado
sob refrigeracdo (4 °C). O projeto foi cadastrado junto ao Sistema Nacional de
Gestao do Patrim6nio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen)
sob o n. AF2F8C9.

43 PREPARO DOS SOLVENTES E METODOS DE EXTRACAO DOS
CAROTENOIDES

4.3.1 Preparo dos Solventes Eutéticos Profundos

Os DESs foram sintetizados pelo método do aquecimento, previamente
descrito por LI et al. (2016). A mistura eutética consistiu em um aceptor de pontes de
hidrogénio (cloreto de colina) e um ou mais doador de pontes de hidrogénio
(etilenoglicol, glicerol, glicerol/xilitol e glicero/PEG 400) na razdo molar

aceptor/doador 1:2 e 1:2:0,5 (Quadro 2). As misturas foram agitadas a 60 °C em
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banho maria (Banho termostatizado TE-184, TECNAL) até formacgéo de um liquido

claro e uniforme.

Quadro 2 - Combinacfes utilizadas para obtencdo dos solventes eutéticos

profundos.
Abreviagcbes  Aceptor de pontes Doador de pontes Proporcgéao
de hidrogénio de hidrogénio aceptor/doador
DES-1 Cloreto de colina Glicerol 1:2
DES-2 Cloreto de colina Etilenoglicol 1:2
DES-3 Cloreto de colina Glicerol/Xilitol 1:2:0,5
DES-4 Cloreto de colina Glicerol/PEG 400 1:2:0,5

Fonte: O autor

4.3.2 Avaliacdo da extracdo dos carotenoides pelos solventes eutéticos
profundos

A extracao foi realizada de acordo com o método descrito por List e Schmidt,
(1984). Para avaliacdo da extracdo, 0,1 g das cascas e polpa de buriti, foram
adicionados a tubos de ensaio contendo 2,0 mL da solucéo etandlica de DES sob as
concentracbes de 0,5%, 2,0%, 5,0%, 10,0%, 50,0% e 70,0%. Além disso, um
controle de extracéo utilizando unicamente o etanol como solvente foi realizado. Em
seguida, os sistemas foram submetidos a aquecimento a 50 °C por 30 minutos em
banho termostatico. Ap6s esse periodo de extragdo, as amostras foram
centrifugadas (Centrifuga refrigerada SL-706, SOLAB) a 8000 rpm por 5 minutos a
25 °C. O processo foi realizado em duplicata e a extracdo realizada no ambiente
escuro. Os resultados foram expressos em miligrama de carotenoides totais por

grama de amostra.

4.3.3 Extracao etandlica dos carotenoides totais

Uma quantidade de 0,1 g de casca e polpa do buriti foram adicionados a 2 mL
de etanol 95% em tubos de ensaio. Em seguida, as amostras foram levadas ao
banho termostatico (LIST; SCHMIDT,1984) e ultrassom (CHEMAT; TOMAO; VIROT,
2008), para o processo de extracdo. As temperaturas de ambos 0s equipamentos
foram fixadas em 50 °C, variando o tempo em 15, 20, 30 e 60 minutos para os dois

equipamentos. No ultrassom utilizou-se uma poténcia de 150 W e uma frequéncia de
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36 KHz (Lavadora Ultrassbnica L200, Schuster). O processo foi realizado em
duplicata e a extracdo realizada no ambiente escuro. Os resultados foram expressos

em miligrama de carotenoides totais por grama de amostra.

4.3.4 Obtencdo do solvente supramolecular a base de &cido octandico
(SUPRAS) e Extracao de carotenoides

Os Solventes Supramoleculares (SUPRAS), foram obtidos seguindo a
metodologia descrita por Salatti et al. (2019) com adaptacdes. Para a obtencdo de 3
mL de SUPRAS foram utilizados 2 mL de acido octanoico (298% Sigma-Aldrich) em
14 mL de etanol, e, adicionados a 24 mL de uma solucdo de HCI (0,01 M) para
induzir a coacervacao. A mistura foi agitada por 10 minutos, em agitador magnético
(Modelo MAO085/1, Marconi) com rotacdo de 2000 rpm e, em seguida, centrifugada
por 8 minutos a 3500 rpm, para a divisao de fases. Duas fases foram obtidas: a fase
superior contendo os SUPRAS e a fase inferior contendo uma solugéo equilibrio, as
quais foram armazenadas a 4 °C, para uso posterior. Para extragdo dos
carotenoides da casca e polpa do buriti, seguiu-se o método descrito por Salatti et
al. (2019) com adaptacfes. Para isso, 0,5 g de casca e polpa foram adicionados em
tubos separadamente, em seguida adicionou-se a cada tubo 1,5 mL da solugéo
equilibrio e, imediatamente 1 mL do solvente supramolecular. A mistura foi agitada
em agitador magnético por 8 minutos em uma rotacdo de 2000 rpm e,
posteriormente centrifugada a 10000 rpm por 8 minutos. Em seguida, obteve-se 3
fases: a parte superior contendo o extrato com os carotenoides e fracao lipidica, a
parte intermediaria formada pela solucdo equilibrio (produto do que néo reagiu na
fase superior), e a biomassa ao fundo do tubo. Os ensaios foram realizados ao
abrigo da luz e os extratos analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

4.4 DETERMINACAO DE CAROTENOIDES NOS SISTEMAS OBTIDOS

4.4.1 Carotenoides totais

A determinacéo dos carotenoides totais dos extratos da casca e da polpa do
buriti obtidos na secdo 4.3.2 e 4.3.3 foi realizada em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 450 nm (RODRIGEZ-AMAYA, 2001). A concentracédo de
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carotenoides totais foi estimada utilizando uma curva de calibracdo com padréo de
betacaroteno (Sigma-Aldrich, USA) nas concentragdes de 2,5 a 50,0 mg/L.

4.4.2 Quantificacdo de betacaroteno por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

Os extratos da polpa e da casca do buriti, obtidos através da melhor condicédo
para carotenoides totais na secdo 4.3.3 e secdo 4.3.4, foram inicialmente filtrados
em membrana de 0,22 um e, em seguida, 10 yL dos extratos foram submetidos a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (SPD-10AV VP, UV-VIS detector,
Shimadzu), como relatado por Azevedo e Rodriguez (2004). Para tal, foi utilizada a
coluna Shim-Pack CLC-ODS C18 (4,6 mm x 15 cm) e a fase mdvel composta de
diclorometano/metanol/acetronitila, iniciado com propor¢cées de 20:70:10 por 20
minutos, com um fluxo de 1 mL/min a 25 °C, em separacdo isocratica. Para a
quantificacdo de betacaroteno foi construida uma curva padrdo de betacaroteno
(Sigma-Aldrich, USA) na faixa de concetracdo entre 0,05 e 30,00 ug/mL). Os
resultados foram expressos em mg de betacaroteno por g de amostra de acordo

com a Equagéo 1.

CBc (mg/mL)xvolume total de extrato )

Rendimento de betacaroteno (mg/g) = xFD (1)

Peso da amostra (g)

Onde: CBc= Concentragéo de betacaroteno obtida na CLAE, FD= Fator de dilui¢do.

4.5 AVALIACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS NOS EXTRATOS

4.5.1 Compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais nos extratos foram analisados através de
método descrito por Fujita et al. (2013). Em tubos de ensaio foram adicionados
sequencialmente 2 mL de agua destilada, 250 pL da amostra e 250
puL de reagente Folin-Ciocalteau, diluido na propor¢cdo 1:1 (v/v). As amostras
foram homogeneizadas e deixadas em repouso por 3 minutos, e em seguida, foram
adicionados 2 mL da solucdo de carbonato de sodio a 28,6% (p/v), e
incubadas em banho-termostatico a 37 °C por 30 minutos. Em seguida, as

absorbéancias foram medidas em espectrofotdbmetro a 725 nm contra um branco, no
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qual a amostra foi substituida por agua destilada. Os resultados foram calculados
usando uma curva de calibragdo padrao de acido galico com concentra¢ges na faixa
de 2,5 a 15,0 mg/L. O resultado foi expresso em microgramas equivalentes de acido

galico por g de amostra (ug EAG/Q).

4.5.2 Analise de compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia

Os extratos da polpa e da casca do buriti, obtidos através da melhor condi¢céao
para carotenoides totais na se¢ao 4.2.3 e secédo 4.2.4, foram filtrados em membrana
de 0,22 um e submetido a andlise por CLAE utilizando o sistema cromatografico
SPD-10AV-VP (UV-VIS detector, Shimadzu), conforme previamente descrito por
Padilha et al. (2018b). A separacao foi realizada em uma coluna Shim-Pack CLC-
ODS C18 (4,6 mm x 15 cm) mantida a 25 °C, com fase modvel escoando em um fluxo
de 0,6 mL/min por 18 minutos. Volume de 10 uL das amostras foram aplicados. A
fase movel foi composta por uma solucéo de acido acético a 1% (AA) e acetonitrila
grau HPLC (ACN). A corrida foi realizada usando o seguinte gradiente: AA 100% -
ACN 30% (0-5) minutos, seguido de ACN 30% - 70% (5-10) minutos, seguido de
ACN 70% -100% (10 e 15) minutos. Por fim, a corrida foi encerrada apés 15-18
minutos com 0% da Fase AA. Os padrdes foram solubilizados em acido acético e
etanol (1,5;1). Curvas de calibracdo foram construidas em concentracées de 0,5 a
100 pg/mL dos padrdoes de éacido gélico, catequina, acido elagico, quercetina e
eugenol (Sigma-Aldrich, USA). Os resultados foram expressos em mg/100g de

amostra.

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO DOS EXTRATOS COM
MAIOR RENDIMENTO DE BETACAROTENO

4.6.1 Sequestro do radical DPPH

A capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) nos
extratos obtidos da polpa e casca do buriti com maior rendimento de betacaroteno
foi avaliada conforme Medeiros de Azevedo et al. (2020). Para cada extrato foram
analisadas as concentracbes de 0,66, 1,33, 2,00, 2,66 e 3,33 ug equivalente a
betacaroteno/mL de amostra. Assim, 100 pL da amostra em cada diluicdo foram

adicionados a 200 pL de uma solugcédo de DPPH (0,1 mM) em etanol. A mistura foi
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incubada por 30 minutos em camara escura e a leitura realizada a 517 nm em leitor
de microplacas (Asys Uvm340, Biochrom, Cambridge, UK). Foi construida uma
curva padrdo com concentracdes de BHT variando de 0,66 a 3,33 pg/mL. A
concentracdo efetiva do extrato em que 50% dos radicais foram eliminados (ECsp)
foi determinada por meio de regressao linear. A capacidade da amostra de
sequestrar os radicais DPPH (%) foi calculada de acordo com a Equacéo 2.

abs amostra

Sequestro de radicais DPPH (%) =1 — x 100 (2)

abs controle negativo

4.6.2 Sequestro do radical ABTS

A capacidade de sequestro do radical 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-
acido sulfénico (ABTS) dos extratos obtidos da polpa e casca do buriti com maior
rendimento de betacaroteno foi determinada conforme Rufino et al. (2007). Foi
realizado utilizando microplacas com 96 pocos. Para cada amostra foram analisadas
as concentracdes de 0,66, 1,33, 2,00, 2,66 e 3,33 ug equivalente a betacaroteno/mL
de amostra. A mistura foi incubada por 6 minutos em camara escura e a leitura
realizada a 730 nm em leitor de microplacas Foi construida uma curva padrao com
concentracbes de BHT variando de 0,66 a 3,33 pg/mL. A concentracdo efetiva do
extrato em que 50% dos radicais foram eliminados (ECso) foi determinada por meio
de regresséo linear. A capacidade da amostra de sequestrar os radicais ABTS (%)

foi calculada de acordo com a Equacéo 3.

Sequestro de radicais ABTS (%) =1 — abs amostTa__ 100 (3)

abs controle negativo

4.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.7.1 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) utilizando cepas
de referéncia

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada pelo método de
microdiluicdo em caldo conforme metodologia previamente descrita por CLSI (2018).
Foram utlizadas linhagens de Dbactérias de referéncia Gram-positivas
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Enterococcus faecalis (ATCC 4028) e Gram-
negativa, Escherichia coli (ATCC 25922).
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As linhagens foram semeadas em meio “Brain Heart Infusion” (BHI) e
incubadas a 37 °C por 24 h. Apos a incubacao, a suspensao foi diluida em cloreto de
sédio 0,9%, de modo a se obter uma turbidez equivalente ao padrédo de McFarland
0,5 (aproximadamente 1 x 10® UFC/mL), que foi diluida 10 vezes, resultando em
uma suspensdo com aproximadamente 10° UFC/mL. Aos pocos da placa de micro
diluicdo foram adicionados 100 pL de caldo BHI a 10%, 100 pL dos extratos em
diluicdo seriada, e, por fim, 5 yuL da suspensdo microbiana. Os extratos foram
diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) a 10%, nas concentracdes testes iniciais de 8 a
512 pg\mL de amostra. Os ensaios foram realizados em duplicata.

Pocos contendo apenas caldo BHI na auséncia da suspensdo de micro-
organismo foram utilizados como controle de esterilidade e os pocos com a
suspensdo de micro-organismo na auséncia dos extratos foram usados como
controle positivo de crescimento. A microplaca foi incubada por 24 h, sob agitacao
de 200 rpm, a 37 °C. A leitura da absorbancia foi realizada no comprimento de onda

492 nm foi realizada em um leitor de microplacas (Diatek, DR200Bs, Wuxi, China).

4.7.2 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e avaliacdo da
atividade modificadora de antibidticos em cepas multirresistentes

4.7.2.1 Linhagens bacterianas

As linhagens multirresistentes Staphylococcus aureus 10, Pseudomonas
aeruginosa 24 e Escherichia coli 06 foram cedidas pelo Laboratério de Microbiologia
e Biologia Molecular da Universidade Regional do Cariri — URCA (Crato - CE, Brasil).
A origem e o perfil de resisténcia dessas linhagens foi previamente descrito por
Bezerra et al. (2017). As linhagens bacterianas foram semeadas em Brain Heart
Infusion (BHI) e incubadas a 37 °C por 24 h. Para obtencdo dos in6culos, a
suspensao de cada micro-organismo em solucao salina 0,9% estéril foi obtida e a

turbidez ajustada para 0,5 da escala de McFarland.

4.7.2.2 Preparo dos extratos
Para realizac&o do teste, 10 mg dos extratos supramoleculares da casca e da
polpa do buriti, foram diluidos em 1 mL de DMSO. Em seguida, 8,765 mL de agua

destilada estéril foram adicionados, para obter uma solucdo dos extratos na
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concentracédo de 1024 pg/mL, esta solugao foi usada para testes de concentracéo
inibitéria minima (CIM) e avaliacdo da atividade moduladora de antibiéticos.

4.7.2.3 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima e atividade
moduladora de antibioticos

A determinacéo da CIM e a avaliagédo da atividade moduladora de antibidticos
dos extratos, seguiu a metodologia descrita por Javadpour et al. (1996) e Coutinho
et al. (2010). Para verificar a acado dos extratos SUPRAS da casca e da polpa como
modificadoras da acdo antibidtica, a CIM de antibibticos da classe dos
aminoglicosideos (gentamicina), fluoroquinolonas (norfloxacino) foi avaliada na
presenca e na auséncia das substancias testes. Em microplacas de 96 pocos
realizou-se a diluicdo seriada dos antibioticos gentamicina e norfloxacino para as
concentracbes de 8 a 1024 pg/mL em caldo BHI 10%. Em seguida, foram
adicionados 150 pL da suspensao (in6culo) de cada cepa avaliada. Cada poco da
microplaca foi preenchido com 150 pL de extrato supramolecular da casca e da
polpa do buriti em concentracdes variando de 8 a 1024 pg/mL. Foram realizados
controles positivos de crescimento utilizando 1350 pL de caldo BHI a 10% e 150 pL
do in6culo. As placas foram incubadas em estufa a 35 °C por 24 h. Para evidenciar a
CIM das amostras, foi preparada uma solucao indicadora de resazurina soédica em
agua destilada estéril na concentracédo de 0,01% (p/v). ApGs a incubacao, 20 pL da
solucéo indicadora foi adicionado em cada cavidade e as placas passaram por um
periodo de incubacéo de 1 hora em temperatura ambiente. A mudanca de coloracéo
azul para rosa devido a reducdo da resazurina indicou o crescimento bacteriano
(PALOMINO et al., 2002). A CIM foi definida como a menor concentracao capaz de

inibir o crescimento microbiano, evidenciado pela cor azul inalterada.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados expressos como meédia = desvio padrdo. Para atividade
antibacteriana, os resultados foram analisados por andalise de variancia (ANOVA)
seguida pelo pos-teste de Bonferroni usando o software GraphPad Prism (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, EUA). As diferencas foram consideradas significativas
gquando p <0,05. Para os demais ensaios, a analise estatistica foi realizada por
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo pés-teste de Tukey, considerando o grau
de confianca de 95% (p<0,05) como resultado significativo, utilizando software
Statistica 7.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO DOS CAROTENOIDES UTILIZANDO SOLVENTES EUTETICOS
PROFUNDOS (DES)

Nesse estudo, quatro solventes eutéticos profundos (DES) a base de cloreto
de colina foram avaliados como co-solventes para extracdo de carotendides da
casca e da polpa do buriti.

A maioria dos processos de extracdo de carotendides € realizado com
solventes apolares como hexano (SAINI; KEUN, 2018). As extracdes realizadas com
hexano sdo notoriamente as mais utilizadas para se obter altos rendimentos,
principalmente quando se trata de uma matriz rica em compostos apolares. No
entanto, esse solvente & oriundo de fontes ndo renovaveis, além de ser toxico e
inflamavel (REGITANO-D'ARCE; SANGALETTI-GERHARD; BUENO-BORGES,
2017; ROTA, 2015). Nesse sentido, a busca por solventes alternativos é
extremamente relevante e necessaria. Os DESs tém recebido grande destaque da
comunidade cientifica nos ultimos anos devido ao seu custo-beneficio, sendo de facil
preparo e baixo custo (COSTA, 2016; FU et al., 2019).

O etanol, quando utilizado sem DES (controle) proporcionou 0 maior
rendimento, com valor de 10,43 + 0,31 mg/g de carotenoides totais da casca de
buriti. A Tabela 1 apresenta os resultados do rendimento de extracdo etandlica de
carotenoides totais da casca de buriti utilizando DESs como adjuvantes. Na
concentragdo de 0,5% n&o houve diferenca estatistica no rendimento entre os
sistemas estudados (DES-1; DES-2; DES-3 e DES-4) e o controle sem DES. Além
disso, o DES-3 a 2,0% e os DESs 1 e 2 a 10,0% nao apresentaram diferenca de

redimento em relacdo ao controle (p<0,05).
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Tabela 1 - Rendimento da extracdo de carotenoides totais da casca do buriti (mg/g)

frente aos quatro sistemas de Solventes Eutéticos Profundo (DES) em diferentes

concentracoes.
Concentragéo de DES (%)
SISTEMAS
DES 0,5 2,0 5,0 10,0 50,0 70,0
1 8,99+0,11* 5,78+0,30"® 4,58+0,20°°® 8,26+0,41* 1,48+0,02°° 0,39 +0,01"°
2 10,15 + 0,25* 5,92 +0,37"® 5,05+ 0,21%°8¢ 727 +0,42*" 2,21 +0,07°° 0,96 + 0,01°
3 8,78 +0,06* 7,71+0,16* 6,82 +0,18%5¢ 6,31 +0,02*® 2,96 +0,03°° 1,23 + 0,03"°
4 7,72 +0,01* 6,84+0,35"® 4,93+0,14°°® 6,71 +0,14*® 3,19+ 0,08°° 1,35+ 0,06

Nota: Letras minUsculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica entre os DES e letras

mailsculas nas linhas

considerando p<0,05.

indicam a diferenca estatistica entre as diferentes concentragoes,

Além disso, o etanol, usado como controle, proporcionou um rendimento de

10,03 mg/g de carotenoides totais da polpa de buriti. A Tabela 2 apresenta os

resultados do rendimento de extracdo de carotenoides totais da polpa de buriti

utilizando os DESs. Entre as diversas concentracdes de DES-1, DES-2 e DES-3

testadas, somente a concentracdo de 0,5% teve redimento comparavel ao controle

sem DES (p<0,05). O mesmo foi observado para o para DES-4 nas concentracdes

de 0,5% e 2,0%, que apresentaram rendimentos iguais ao controle (p<0,05).

Tabela 2 - Rendimento da extra¢do de carotenoides totais da polpa do buriti (mg/g)

frente aos quatro sistemas de Solventes Eutéticos Profundo (DES) em diferentes

concentracoes.
Concentracédo de DES (%)
S'S[T)E'\S"AS 0,5 2.0 5.0 10,0 50,0 70,0
1 8,74+ 0,25 6,25+0,01*®® 575+0,02°® 532+0,07"® 2,30+0,07°° 0,49 +0,01°°
2 7,79+ 0,02% 6,45+ 0,29%"® 448 +0,16°® 4,96 + 0,08°® 1,44 +0,01°® 1,19 +0,01°°
3 10,30 + 0,08* 6,78+ 0,68 589+0,35"® 524+0,20°® 1,56+0,01°° 0,29+0,01°°
4 7,91+0,03* 7,24+013* 540+0,01"® 562+0,01"® 210+0,05°° 0,41+ 0,01°°

Nota: Letras mindsculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica entre os DES e letras

mailsculas nas linhas

considerando p<0,05.

indicam a diferenca estatistica entre as diferentes concentracdes,

O etanol como co-solvente extrativo na recuperagdo de carotenoides totais

teve 0 mesmo desempenho ou até mesmo desempenho superior aos DESs em

diversas concentracfes testadas. Visto isso, os DESs parecem desnecessarios
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nesse estudo. Como o etanol isoladamente apresentou excelente desempenho de
recuperacdo dos carotenoides totais da casca e da polpa do buriti, a utilizacdo dos
DESSs tornaria 0 processo oneroso.

Dentre os doadores de pontes de hidrogénio utilizados na sintese dos DESs,
0 que apresenta melhor custo-beneficio e menor complexidade de obtencdo é o
glicerol, utilizado no sistema DES-1. O glicerol além de ter um baixo custo é
abundante na natureza e tem potenciais aplicabilidades na industria de cosmética e
farmacéutica (DA SILVA; MACK; CONTIERO, 2009).

No entanto, vale salientar que, o baixo rendimento de carotenoides totais
comparado com a extragdo feita unicamente com etanol, pode estar atrelado a
complexidade da matriz em estudo, o buriti que em sua composicdo de
carotenoides, tem como principal composto o betacaroteno, conhecido por ser
extremamente apolar (CANDIDO; SILVA; AGOSTINI-COSTA, 2015; CORDEIRO;
DE ALMEIDA; IACOMINI, 2015;), ressalvando quimicamente a necessidade de
haver grupos funcionais que confiram certa polaridade nos compostos da matriz
para que haja interacdes entre 0s solventes eutéticos e 0s compostos majoritarios
da matriz em estudo (LEE;ROW, 2016).

Como apresentado nas Tabelas 1 e 2, nas maiores concentragdes de DESs
foram observados os mais baixos rendimentos de extracdo de carotenoides totais.
Esta reducéo no rendimento pode estar ligada ao aumento da viscosidade em cada
sistema. Os DESs sdo conhecidos por sua alta viscosidade, que é uma
caracteristica quimica que esta diretamente envolvida no processo de transferéncia
de massa, podendo ter sido um fator limitante na extracdo dos bioativos. Nota-se
que, ndo existem diferencas de rendimento entre o controle e as menores
concentracbes (0,5%) de DES, que podem ser associadas a diferencas
inexpressivas na viscosidade em baixas concentragcdes do adjuvante. Entende-se
que, quanto maior a viscosidade, mais dificil € o processo de transferéncia de massa
(DAI et al., 2013; MA et al., 2011). Nessas situacbes, mesmo com temperaturas
ideiais, que aumentariam a mobilidade das moléculas, a tranferéncia de massa é
extremamente baixa devido a alta viscosidade, que dificulta o transito das moléculas
(RUIZ-OLLES et al., 2019).

Toda essa complexidade na extracdo dos biotativos com DES, é dependente
de fenbmenos de natureza termofisica, dependente de temperatura, densidade,

viscosidade e condutividade, que precisam ser minuciosamente estudadas
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(CRAVEIRO et al., 2016; GE et al., 2017). O estudo de Lee e Row (2016), corrobora
com este, quando enfatiza um aumento no rendimento de astaxantina para 73,43
Hg/g com a diminuicdo da concentracdo de DESs usada no sistema, relacionado o
aumento no rendimento com a diminui¢ao da viscosidade.

O processo de difusdo é de extrema importancia, visto que, através do
controle da temperatura e técnicas de agitacdo, pode-se favorecer o rompimento
celular do vegetal, promovendo efetivamente a transferéncia de massa (CUI, 2015).
Estudos ja demonstraram a eficiéncia dos DESs quanto solventes, na otimizacdo do
rendimento frente a outros sistemas extrativos, na extracdo de astaxantina,
alcaloides e compostos fendlicos (BI; TIAN; ROW, 2013; LEE; ROW, 2016). Cao et
al. (2019) utilizaram DES na extracado de fendlicos totais de Calamoideae faberii,
obtendo rendimentos de 6,82 mg/g em uma proporcao solido-liquido 1:15. Apesar
dos fendlicos possuirem propriedades quimicas diferentes dos carotenoides, esse
estudo se assemelham no uso do solvente.

Nesse sentido, a busca por solventes alternativos no processo extrativo &
extremamente relevante e necessaria. O etanol é considerado um solvente
biodegradavel e o uso em pequenas quantidades é considerado seguro, pode ser
substituido por solventes como hexano, sem a mesma seletividade, principalmente
guando se trata de matriz com compostos majoritariamente apolares (GANDHI et al.,
2003; SANTOS, 2018). Destaca-se que o presente estudo contribui com a literatura,
pois ndo encontrou-se relatos sobre o uso de DESs na extracéo de carotenoides do
buriti.

5.2. EXTRACAO DE CAROTENOIDES TOTAIS DA CASCA E POLPA DO BURITI
VERSATILIZANDO SOLVENTE E TECNICAS

5.2.1 Extracdo de carotenoides totais da casca e polpa do buriti com etanol,
assistida por ultrassom e banho termostatico

Nesse aspecto, buscou-se por alternativas para intensificar a extragéo.
Baseado nos resultados anteriormente obtidos, foram estudados dois solventes
considerados seguros e verdes: O etanol, com auxilio do ultrassom e o solvente
supramolecular (SUPRAS).
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Os resultados quanto a extragao realizada com etanol de carotenoides da
polpa e da casca do buriti, por meio de técnica convencional e ultrassom, estdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Rendimento da extracdo de carotenoides totais (carotenoides totais mg/g)

do extrato etandlico da casca e da polpa de buiriti.

Polpa Casca
Tempo (Minutos) ~jtrassom Técnica Ultrassom Técnica
convencional convencional
15 10,81+0,17**  5,557+0,01"°  6,20+0,04™" 5,99+0,01""
20 11,23+0,11*  6,65+0,10"®  6,98+0,10™ 6,48+0,03™
30 13,00+0,16*  6,33+0,01"®  8,59+0,08%® 10,43+0,31*
60 11,86+0,14*  10,03+0,01*®  9,81+0,02* 9,16+0,01°"*

Nota: Letras minudsculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica entre os tempos
avaliados e letras mailsculas diferentes nas mesmas linha sindicam diferenca estatistica entre as

técnicas considerando p<0,05.

Manteve-se a temperatura constante de 50 "C nas duas técnicas de extragao,
como sendo a temperatura ideal para evitar degradacdo e obter rendimentos
satisfatorios. Essa temperatura favorece a solubilizacdo dos compostos majoritarios
como betacaroteno (TRES et al., 2007). Temperaturas mais elevadas demostraram
decaimento no rendimento, uma vez que podem dificultar o processo de cavitacao
(ZUPANC et al., 2019).

Dessa forma, ndo houve diferenca estatistica no rendimento de extracao dos
carotenoides totais da polpa para os tempos avaliados (15-60 minutos) pela técnica
de extracdo assistida por ultrassom. Para extracdo realizada com o etanol, 0s
maiores rendimentos de extracdo de carotenoides totais da polpa do buriti foram
obtidos pelo emprego do ultrassom. Analisando esses resultados, pode-se afirmar
que, mesmo com a variacdo dos tempos selecionados para extracdo dos
carotenoides totais da polpa, os rendimentos parecem ser semelhantes. Assim,
sugere-se que ja nos primeiros 15 minutos ocorreu a saturacdo do solvente. Os
resultados do presente estudo corroboram com os previamente descritos por Civan;
Kumcuoglo (2019), que no menor tempo de extragdo (5 minutos) usando ultrassom

obtiveram rendimentos de carotenoides da pasta de pimenta (Capsicum annuum L.)
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semelhantes (em torno de 232,46 mg/100g) usando azeite como solvente, e que 0s
demais tempos, de 10, 15 e 20 minutos, nao demostraram diferenga
estatisticamente significativa.

Isso deve-se principalmente a alta eficiéncia do ultrassom, que auxilia nos
processos extrativos através do fendmeno de cavitagdo, fendmeno no qual bolhas
que se formam no interior da célula vegetal, rompendo a parede celular e,
consequentemente, aumentando o0 contato dos bioativos com o0 solvente
(KUMCUOGLU; YILMAZ; TAVMAN, 2014). Além disso, 0 processo de cavitacao
pode, na maioria das vezes, fragmentar a superficie da matriz vegetal, diminuindo o
tamanho da particula e aumentado a superficie de contato (WEN et al., 2018).

Ademais, acredita-se que efeitos sonocapilar atribuidos ao ultrassom, podem
ter causado fissura e abertura de poros na matriz vegetal, de forma que o solvente
pode ter entrado em contato de forma veloz e eficaz com a matriz vegetal (polpa do
buriti) (ASHOKKUMAR, 2011). Similarmente ao presente estudo, Li et al. (2013)
confirmam a eficiéncia do ultrassom na extracdo de carotenoides, em especial o
betacaroteno de cenouras, matriz vegetal com caracteristicas quimicas muito
semelhantes ao buriti.

Assim, através da extracdo convencional, observou-se um aumento no
rendimento de carotenoides totais da polpa para o tempo de 60 minutos (10,03
mg/g), diferindo estatisticamente (p<0,05) dos tempos 15, 20 e 30 minutos. No
rendimento de carotenoides totais extraidos da casca utilizando a extracdo assistida
por ultrassom, a quantidade de carotenoides obtidos no tempo de 30 minutos (8,59
mg/g) e 60 minutos (9,81 mg/g) foi estatisticamente igual, sendo este ultimo diferente
dos tempos 15 e 20 minutos.

Ressalta-se, ainda, que a solubilidade dos compostos alvos pode ter
diminuido, devido ao aspecto e estrutura do material (casca e polpa), que séo
afetados por diferentes graus de cavitacdo (VILKHU et al., 2011). Nesse caso,
apesar de termos fixado a frequéncia de 36 kHz na extracédo, é importante salientar
que a eficiéncia do ultrassom depende, também, da temperatura e poténcia
empregadas. Assim, quanto menor a frequéncia, mais bolhas de maior tamanho s&o
formadas, e, consequentemente, maior o colapso. Porém, baixas frequéncias podem
gerar bolhas transitérias em pequena quantidade, embora com maior raio,
satisfazendo os efeitos fisicos ao invés de quimicos, enquanto que frequéncias altas,

parecem atrasar o processo de rarefacdo das bolhas, nesse sentido as bolhas nao
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tem tempo de se formarem, e por isso ndo atingem de forma homogénea a matriz
vegetal (CHEMAT et al., 2017).

Estudos avaliando a extracdo de carotenoides ja foram realizados utilizando
técnicas convencionais, porém, com a necessidade de recursos sustentaveis tem-se
cada vez intensificado na busca de técnicas alternativas (CHUYEN et al., 2018),
principalmente técnicas que visem a diminui¢cdo da utilizacdo de solventes organicos
e que minimizem os longos periodos de extracdo, que demandam alto gasto de
energia (CHUYEN et al., 2017a; CHUYEN et al., 2017b).

Quanto ao rendimento de carotenoides totais da casca utilizando a extragéao
por técnica convencional, nos tempos de 30 (10,43 mg/g) e 60 (9,16 mg/g) minutos,
sdo estatisticamente iguais, sendo que o0s resultados obtidos no tempo de 30
minutos diferiram estatisticamente dos encontrados para os tempos 15 e 20. Nesse
mesmo raciocinio, ressalta-se que a técnica convencional mostrou-se efetiva, na
extracdo de carotenoides totais da casca, mesmo com o dobro do tempo empregado
para técnica assistida por ultrassom. De maneira analoga, Xu e Pan (2013), ao
avaliar rendimentos de extracdo de licopeno, relatam que tempos maiores de
extracdo foram necessarios para a técnica convencional de extracdo para se obter
rendimentos comparados técnica assistida por ultrassom. Entende-se que, durante
as extragbes convencionais, 0s solventes podem simplesmente n&o conseguir
permear as células, e, estagnar ao redor das mesmas, impedindo 0s processos de
difusdo, e, consequentemente, dificultando o processo de transferéncia de massa
(MEHMOOD et al., 2019).

E importante destacar, ainda, que varios fatores devem ser levados em conta
para explicar a diferenca no rendimento da polpa e da casca utilizando o ultrassom.
Assim, a temperatura pode ter interferido diretamente nas propriedades do solvente,
levando o aumento da pressao de vapor, e, consequentemente, a diminuicdo das
bolhas de cavitacdo (CARRERA et al.,, 2012). Além disso, a temperatura usada
estava muito proxima do ponto de ebulicdo do etanol, podendo diminuir a dessorcao
do solvente na matriz (ESCAPLEZ et al., 201; SHIRSATH; SONAWANE; GOGATE,
2012). Orddnez-santos et al. (2015), na extracdo de carotenoides de Bactris
gasipaes assitida com ultrassom, obtiveram rendimentos de 1,63 mg/g de
carotenoides, em temperatura de 35 °C por 30 minutos. Os resultados descritos por

Dey e Rathod, (2013), corroboram com o0s obtidos no presente estudo,
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demonstrando a temperatura de 40 e 50 ‘C como ideal para extragao de
carotenoides de Spirulina platensis.

Quando aplicado o teste estatistico entre as técnicas de extracdo para casca
e polpa separadamente, foi possivel selecionar a melhor condicdo de extracdo para
carotenoides totais, séo eles: tempo 15 minutos para polpa utilizando o ultrassom e
tempo 30 para casca utilizando técnica convencional. A extracdo assistida por
ultrassom €& considerada uma técnica ambientalmente amigavel, devido a
necessidade de um menor tempo de extracdo e menor quantidade de solvente
(WEN et al.,, 2018). A otimizacdo das técnicas de extracdo de um determinado
composto de matrizes vegetais € sempre bem vista, no entanto, vale salientar que
mesmo quando os rendimentos sdo proximos aos obtidos por técnica convencional,
outros aspectos sao de grande valia, como a diminuicdo na quantidade de solvente
utilizada, massa e tempo (CHEMAT et al., 2017; RAHIMI; MIKANI, 2019).

Diante dos resultados obtidos, as condi¢ées de maior rendimento de extracao
para carotenoides totais para a polpa (Extracdo assistida por ultrassom por 15
minutos) e para casca (Extracdo convecional por 30 minutos) foram selecionadas

para as etapas seguintes do estudo.

5.2.2 Obtencdo do solvente supramolecular (SUPRAS) e extracdo de
carotenoides da casca e polpa do buriti

Os SUPRAS séao liguidos nano-estruturados de carater anfifilico, formados
por processo de auto montagem a partir de coacervacgéo. Para obtencédo do solvente
supramolecular s&o wusadas etapas extremamente simples e com tempos
relativamente baixos. Este trabalho propds a obtencdo de 7 mL do solvente, usando
as mesmas proporcdes indicada por Salatti-Dorado et al., (2019). No entanto,
obteve-se somente 3 mL do solvente. A Figura 7 (A), confirma, a partir de
visualizacdo em microscopia Optica, a formacdo desses agregados em escala
micrométrica. A Figura 7 (B), apresenta a frequéncia do tamanho de goticulas
obtidas para o SUPRAS, em que a freéncia de estruturas com diametro abaixo de 6
pum foi de 20%.
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Figura 7 - Imagem por microscopia oOptica de solventes supramoleculares e

frequéncia do tamanho de goticulas.
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Além disso, os extratos etanodlicos selecionados na Secdo 5.2.1 foram
também avaliados. A Tabela 4, apresenta os valores de betacaroteno, compostos
fendlicos totais e fendlicos majoritarios nos extratos. Percebe-se que, as extracdes
realizadas com SUPRAS, apresentaram quantidades de betacaroteno superiores as
extracOes realizadas com etanol, para a polpa (26,7 = 0,02 mg/g) e casca (5,82 *
0,05 mg/g). Franca et al. (1999), por meio de extracdo supercritica extrairam 0,78
mg/g de betacaroteno do buriti, valores inferiores aos obtidos no presente estudo. O
maior rendimento de betacaroteno utilizando SUPRAS ¢ justificado pela presenca do
acido octandico e etanol, que podem conjuntamente gerar equilibrio de interacdes
hidrofébicas e eletrostaticas entre o betacaroteno e o sistema micelar formado
(DUARTE; CANSELIER, 2005).

Na perspectiva de aplicacdo dos extratos obtidos em preparacoes
farmacéuticas, cosméticas ou alimenticias, deve-se selecionar reagentes seguros,
mesmo que ndo apresentem elevada seletividade para moléculas apolares. O etanol
foi escolhido para elaboracdo do SUPRAS por ser biodegradavel, seguro e atuar na
configuracéo estavel das micelas (GANDHI et al., 2003). Similar ao presente estudo,
Salatti-Dorado et al. (2019) obtiveram boa recuperagdo de astaxantina (~98%)
extraida de Haematacoccus pluvialis com SUPRAS a base de acido octandico e
etanol. Assim, sugere-se que 0 acido octandico auxilia melhor na extracdo da
molécula da astaxantina, devido a presenca de grupos funcionais que ndo estédo
presentes na molécula do betacaroteno (YUAN; JIN; XU, 2012).

Em relacdo aos compostos fendlicos totais, ndo houve diferenca no redimento
utilizando SUPRAS para polpa (32,1 + 1,2 ug EAG/g) e casca (24,53 = 4,9 ug
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EAG/g). Em estudo anterior, Candido et al. (2015) relataram que o perfil de bioativos
no fruto do buriti pode ser influenciado pela regido de coleta. Neste sentido, os frutos
oriundos da regido amazoénica podem apresentar menor concentracado de fendlicos
guando comparados a regidao do cerrado. Koolen et al. (2013) apresentam valores
de fendlicos totais superiores (3,78 mg/g) quando comparado ao presente estudo,
porém a analise compreendeu o fruto por completo.

Em relacéo aos fendlicos identificados nos extratos, destaca-se a presenca de
acido galico, quercetina e catequina (Tabela 4). De maneira similar, Bataglion et al.
(2014) descreveram 13 flavonoides na polpa do buriti, dentre eles catequina e
quercetina. Como esperado, o &cido gélico foi o composto fendlico mais abudante
nas extracbes com SUPRAS, uma vez que trata-se do fendlico mais frequente na
maioria dos vegetais (FERNANDES et al., 2019). Esses achados sdo de grande
interesse, uma vez que o acido géalico desempenha atividades biolégicas como
antioxidante (PHONSATTA et al., 2017); antibiofiime (SRIVASTAVA et al., 2020);
antimicrobiano e anticancer (MAHDAVI et al.,, 2020). Além disso, a quercetina,
presente em todos os extratos obtidos, representa outro bioativo com inameras
atividades biologicas, como antioxidante (BIRINCI et al., 2020) e anticancer (REYES;
CARRASCO, 2019).

Tabela 4 - Concentracdo de betacaroteno, compostos fendlicos totais e fendlicos
majoritarios nos extratos da casca e polpa de buriti.

Extrato
Parametro ECS EPS EEC EEP
Betacaroteno (mg/g) 5,82 +0,05° 26,7+0,02* 1,86+0,02° 2,86+ 0,09°
Compostos fenélicos 245+49% 321+12% 249%0,3" 18,76 + 0,9°
totais (ug EAG/Q)
Fendlicos majoritarios
Acido Galico (mg/100g) 1,83+0,01 5,06 + 0,06 0,17 £ 0,03 0,46 £ 0,01
Catequina (mg/100g) ND ND 3,11 £ 0,05 ND
Acido elagico (mg/100g) 0,60+ 0,05 0,13 + 0,05 0,24 £ 0,09 ND
Quercetina (mg/1009) 0,59+0,09 0,77 £0,06 0,44 £ 0,01 0,63 £ 0,03
Eugenol (mg/100g) 0,26 £0,06 0,16 +0,01 0,12 £ 0,05 0,28 +£ 0,03

Nota: ECS= Extrato Casca Supra; EPS = Extrato Polpa Supra; EEP = Extrato etandlico polpa; EEC =
Extrato etanolico Casca; AcG = Acido Galico; ND = N&o detectado. Letras mailsculas diferentes na
mesma linha indicam diferenca estatistica entre os extratos da polpa e da casca, considerando
p<0,05.
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O SUPRAS usado nesse estudo foi efetivo no processo de extracdo de
bioativos do buriti. Os rendimentos de extracdo podem ser explicados por suas
caracteristicas quimicas versateis, decorrentes da natureza anfifilica do acido
octandico, que pode ter intensificado a interacdo do solvente com o betacaroteno e
os lipideos da matriz vegetal. Além disso, j& foi demostrado sua capacidade de
formar estruturas supramoleculares a base de acido octandico, que evitam a
oxidacdo dos carotenoides e, consequentemente, aumentam a estabilidade dos
extratos obtidos (BALLESTEROS-GOMEZ; SICILIA; RUBIO, 2010).

Assim, acredita-se que o SUPRAS foi eficiente na extragdo do betacaroteno,
além de uma fracéo rica em lipideos, demostrando ser um sistema biocompativel.
Outros estudos ja relataram a eficiéncia desse sistema, na extracdo de betacaroteno
de frutas e sucos (POURREZA et al., 2015), e licopeno e carotenoides totais da
laranja de polpa vermelha (CHATZILAZAROU et al., 2011). Porém, ainda ndo foram
relatados estudos atribuindo a seletividade desses solventes para betacaroteno da

casca e fruto do buriti.

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO DOS EXTRATOS

A atividade antioxidante dos extratos de buriti que favoreceram maiores
rendimentos de betacaroteno foi avaliada pelos métodos de sequestro dos radicais
DPPH e ABTS. Estes ensaios sao frequentemente utilizados para determinar a
capacidade antioxidante de frutas e bioativos presente em vegetais (RUFINO et al.,
2007; MEDEIROS DE AZEVEDO et al., 2020). As Figuras 8 (A) e 8 (B) apresentam
o percentual de sequestro em funcdo da concentracdo dos extratos em equivalente

a betacaroteno para os radicais ABTS e DPPH, respectivamente.
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Figura 8 - Percentual de sequestro do radicais ABTS (A) e DPPH (B) em funcédo da
concentracao extratos da casca e da polpa de buriti.
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Extrato etanodlico Casca; BHT= 2,6-bis(1,1-dimetiletil) -4-metilfenol.

Percebe-se que o extrato da polpa SUPRAS (EPS) obteve as maiores
atividades antioxidantes, com capacidade de sequestro de 52,19% para o radical
DPPH, e 91,10% para o radical ABTS na concentracdo de 3,33 pg equivalente a
betacaroteno/mL. Por outro lado, o padrdo BHT, na maior concentracdo avaliada,
mostrou percentuais de 15,33% e 26,93% para o sequestro dos radicais DPPH e
ABTS, respectivamente.

A atividade antioxidante exercida pelo EPS é reflexo das maiores
concentracbes de betacaroteno e fendlicos totais neste extrato (Tabela 4). A acdo
antioxidante do betacaroteno pode ser explicada pela sua capacidade de atuar
inibindo as etapas de iniciacdo e propagacao de radicais livres. A disposicdo das
duplas ligagbes do polieno interage com diferentes radicais livres pelo processo de
transferéncia de energia de excitacdo para molécula de betacaroteno (CARDOSO,
1997; CHEN et al., 2017; PANGESTUTI; SIAHAAN; KIM, 2018).

O betacaroteno pode atuar como excelente inibidor de oxigénio singleto. Os
oxigénios singletos sdo extinguidos ao se ligarem as moléculas de betacaroteno que
sao automaticamente oxidadas pelo alto potencial redox dos radicais, esse
mecanismo pode impedir a formagcdo de radicais livres (CAROCHO; FERREIRA,
2013; EL-AGAMEY et al.,, 2004; GAMMONE; RICCIONI; D’ORAZIO, 2015). Os

carotenoides apresentam enorme potencial, principalmente relacionado a sua
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capacidade fotoprotetora, através da absorcdo da luz contra danos foto-oxidativos
(CHEN et al., 2017; STAHL,; SIES, 2012).

Os resultados de ECsp para os extratos avaliados sdo apresentados na
Tabela 5. A disparidade entre os valores de ECs utilizando os métodos de sequestro
dos radicais DPPH e ABTS pode ser atribuida a caracteristicas do solvente,
solubilidade dos carotenoides ou limitacdes do método. Assim, sugere-se que 0
método mais sensivel para avaliacdo da atividade antioxidante de extratos de
natureza hidrofébica, como os utilizados neste trabalho, seja o sequestro do radical
ABTS (CANDIDO et al., 2015; DUDONNE et al., 2009; PUNTEL; NOGUEIRA;
ROCHA, 2005).

Tabela 5 - Valores de ECso (ug/mL) para atividade antioxidante dos extratos da
polpa e casca do buriti utilizando os métodos de sequestro dos radicais DPPH e
ABTS.

ECso (Mg/mL)

Extrato DPPH ABTS
ECS 38,13 £1,10 3,00 + 3,06
EPS 3,18 + 5,89 0,84 + 3,81
EEC 47,87 £ 0,22 6,83 + 2,89
EEP 19,72 + 2,20 1,68 £ 8,21

BHT (Padréo) 13,37 £ 1,19 6,79 + 2,04

Nota: ECS= Extrato Casca Supra; EPS = Extrato Polpa Supra; EEP = Extrato etandlico polpa; EEC =

Extrato etanodlico Casca; BHT= 2,6-bis(1,1-dimetiletil) -4-metilfenol.

Esses resultados estdo em conformidade com o previamente descrito por
Kourouma et al. (2019), que relataram que a concentracdo de carotenoides nao se
correlacionou positivamente com a atividade de sequestro do DPPH, indicando que
este ndo seja o0 melhor método para medir a atividade antioxidante. Os resultados
obtidos por Nobre et al. (2018) sao discordantes do presente estudo, uma vez que

estes autores utilizaram extrato metandlico de Mauritia flexuosa, e obtiveram
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resultados semelhantes de atividade antioxidante com o emprego dos dois métodos
DPPH e ABTS.

Estudos tém reportado a atividade antioxidante dos bioativos do buriti, no
entanto, a maioria dos estudos avaliam apenas a polpa, e correlacionam a atividade
biolégica, na maioria das vezes, a concentracdo de componentes fendlicos totais
(MILANEZ et al., 2016). Nessa pesquisa, a capacidade antioxidante foi descrita tanto
nos extratos da polpa como da casca do buriti, fazendo-se uma correlacao
principalmente aos carotenoides. Do ponto de vista ecoldgico, os resultados obtidos
contribuem para o aproveitamento da casca do buriti, que muitas vezes é descartada
como residuo. Os resultados reportados por Resende et al. (2019), corroboram com
esse estudo, uma vez que, avaliaram a atividade antioxidante do exocarpo (ICsp=
413,1 g/g) e mesocarpo (ICso= 1915,21 g/g) do buriti, correlacionando a atividade
antioxidante com os carotenoides presentes pelo método de sequestro do radical
DPPH. Esses resultados sao inferiores aos obtidos no presente estudo, fato que
pode ser explicado pelos métodos de obtencdo das matrizes.

Do ponto de vista clinico, as atividades antioxidantes inerentes as matrizes
anteriormente apresentadas sdo promissoras, uma vez que, a procura por matrizes
de origem vegetal que tenham bioativos com potenciais atividades bioativas séo de
grande interesse para industria farmacéutica e cosmética (SHEN et al.,, 2017;
URIKURA; SUGAWARA; HIRATA, 2011). Além disso, a estratégia de recuperacéo é

um ponto-chave para estas aplicacoes.

5.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS EXTRATOS

Com a crescente incidéncia de resisténcia aos antibidticos, exploracdo de
produtos naturais representa uma alternativa interessante, uma vez que eles podem
modular a acdo de antibiéticos, aumentando ou diminuindo suas atividades
(DUARTE et al., 2016).

A Figura 9 apresenta os resultados de inibicdo do crescimento bacteriano em
diferentes concentragcdes dos extratos obtidos frente aos micro-organismos (A)
Enterococcus faecalis (ATCC 4028), (B) Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e (C)
Escherichia coli (ATCC 25922).
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Figura 9 - Inibicdo do crescimento de micro-organismos ATCC frente aos extratos

da casca e polpa do buriti.
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A atividade antibacteriana nos extratos foi avaliada nas concentracfes de 8
pMg/mL a 512 pg/mL de extrato. Como apresentado na Figura 9, os parametros de
absorbéancia foram fundamentais para avaliar criteriosamente as menores
concentracfes de inibicdo. Nesse sentido, considerando o controle positivo (100%
de crescimento) foi possivel visualmente e através da diminuicdo da absorbancia,
constatar que os extratos com SUPRAS foram ativos contra Enterococcus faecalis
(ATCC 4028). Foi

concentracbes de 512 e 256 pug/mL contra E. faecalis, com excecdo do EEP, que

possivel verificar atividade de todos os extratos nas

visualmente nao apresentou inibigéo.
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Para Staphylococcus aureus (ATCC 29213), apenas 0S extratos com
SUPRAS inibiram completamente o crescimento microbiano na concentragao de 512
Mg/mL, enquanto o0s extratos etandlicos da casca e polpa ndo apresentaram
semelhante atividade. Sugere-se que, apesar de ser a mesma matriz em estudo,
como 0s processos de obtencdo dos extratos sdo diferentes, a recuperacdo de
bioativos hidrofébicos em especial o betacaroteno pode ter sido maior em ECS e
EPS do que nos extratos etandlicos da casca e polpa. Além disso, deve-se destacar
que os processos de obtencdo de cada amostra passam por processos fisico-
quimicos que podem levar a degradacao de metabdlitos fundamentais a atividade
biolégica (SANTOS, 2017). Outros aspectos importantes sdo o local de coleta e a
sazonalidade, uma vez pode interferir diretamente na producdo de metabdlitos
secundarios (COUTINHO et al.,, 2010). Estudos anteriores com o buriti ja
demonstraram a sua capacidade moderada de inibir o crescimento de
Staphylococcus aureus (NONATO et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2016).

Nos ensaios realizados com Escherichia coli (ATCC 25922), a concentracao
inibitéria minima de todos os extratos estavam acima das concentracdes testadas
(CIM 21024).

Entende-se que, concentracdes mais altas devem ser usadas para que
atividades bacteriostaticas ou bactericidas sejam alcancadas perante bactérias gram
negativas, no entanto concentracées acima de valores testados no referido estudo,
sdo inviaveis clinicamente, classificado como atividade moderada baixa
(HOUGHTON et al., 2007). Uma alternativa é otimizar a atividade ja conhecida
(FIGUEREDO et al., 2013), uma vez que micro-organismos gram negativos, pela sua
complexidade estrutural, presenca de bomba de efluxo e outros mecanismos de
escape, tendem a apresentar maior resisténcia a componentes antibacterianos
(BUSH, 2002).

Consoante ao que foi apresentado no presente estudo, pode-se considerar 0s
resultados clinicamente relevantes, visto que, Paim e Lorenzini, (2014) e Bassetti,
Temperone e Astilean, (2013), afirmam que as bactérias tem criado uma resisténcia
rapida aos antimicrobianos e que seu rapido desenvolvimento € preocupante para
clinica, surgindo a necessidade emergencial de compostos capazes de combater
essa resisténcia. Uma tentativa de contornar esse quadro é a pesquisa de novos
antimicrobianos de origem vegetal (SIMONETTI et al, 2015). Sobretudo,

Staphylococcus aureus apesar de compor a microbiota humana é uma das principais
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bactérias patogénicas, responsaveis por graves infeccfes de pele e culminando a
condic¢Oes de risco de vida (BOTTEGA et al., 2014; SILVA; SILVA; OLIVEIRA, 2016).

Koolan et al. (2013), reportam atividade antibacteriana semelhante a desse
estudo, com a polpa, folha e tronco do buriti, observando que concentracdes
maiores do extrato da polpa 100 pg/mL sdo necessarias pra inibicdo bacteriana
guando comparado a 50 pg/mL do extrato da folha. O estudo ampliado de regides do
vegetal € sumariamente importante, uma vez que sabe-se gque estruturas que estéo
mais expostas produzem mais metabdlitos secundarios para a defesa contra
agressoes fisicas ou quimicas, isso contribui pra o entendimento dos resultados da
atividade antibacteriana desse estudo.

Dessa vez, o fato de todos os extratos terem atividade antibacteriana (Figura
9A), pode ser explicado principalmente pela presenca de compostos fendlicos.
Acredita-se que os compostos fendlicos interagiram com proteinas de superficie das
bactérias através de pontes de hidrogénio que causam o0 aumento da
permeabilidade na membrana celular e, consequentemente, a destruicdo da parede
celular, principalmente quando se trata de bactérias gram-positivas, que
estruturalmente sdo menos complexas que bactérias gram negativas, necessitando
de concentragdes mais baixas para inibicao desse grupo (TIAN et al., 2009).

E importante destacar ainda a realizaco de testes moduladores da atividade
de antimicrobianos ja utilizados na pratica clinica, que podem apresentar acdo
sinérgica aos extratos SUPRAS. A analise da atividade antibacteriana de ECS e
EPS frente as cepas multirresistentes Staphylococcus aureus 10, Pseudomonas
aeruginosa 24 e Escherichia coli 06 demonstrou que ambos o0s extratos
apresentaram CIM 21024 para as trés cepas. Esses resultados indicam que o uso de
extratos de buriti como Unico agente antimicrobiano € proibitivo, diante da
necessidade da utilizacdo de concentracdes elevadas desses extratos para se obter
atividades clinicamente eficazes (HOUGHTON et al., 2007). A CIM do presente
estudo (CIM 21024) é igual ao de estudo de Pereira et al. (2018), usando o 6leo fixo
de M. flexuosa e a mesma linhagem de bactérias multirresistentes.

A analise da atividade moduladora de ECS e EPS, potencializou a atividade
dos antibiéticos norfloxacino e gentamicina contra S. aureus 10, P. aeruginosa 24 e
E. coli 06 (Figura 10). Percebe-se que, ECS e EPS modularam melhor a agédo da

guinolona norfloxacino. Indicando que o efeito modulador dos extratos varia de
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acordo com a cepa bacteriana e o antibiético. Nonato et al. (2018), usando fracéo da
polpa de buriti, encontraram atividade moduladoras significativas.

De forma geral, a atividade modificadora dos antibiéticos por ECS e EPS,
pode ser atribuida a presenca de carotendides e compostos fendlicos presentes nos
extratos (Tabela 5). Acredita-se que bioativos hidrofébicos, como os carotendides,
podem também aumentar a permeabilizacdo na membrana celular de bactéria
(SOUSA et al., 2015). Os compostos hidrofébicos podem atuar como detergentes na
estrutura anfipatica das membranas celulares das bactérias, aumentando a
permeabilidade da célula bacteriana permitindo a passagem dos antibidticos,
reduzindo a concentragdo minima necessaria para atuacdo dos antibiéticos
(SARAIVA et al., 2011).

Os compostos fendlicos interagem com proteinas de superficie das bactérias
através de pontes de hidrogénio, causando aumento da permeabilidade na
membrana celular e, consequentemente, a destruicdo da parede celular,
principalmente em bactérias gram-positivas, que apresentam parece celular menos
complexas, necessitando de concentracfes mais baixas para inibicdo (OUSSAID et
al., 2017).

Foi evidenciado efeito antagbnico na associacdo do ECS com gentamicina
frente a P. aeruginosa 24, com diminuicdo significativa da atividade antibiotica
(Figura 10). Um dos mecanismos que podem explicar este efeito antagbnico é a
quelacdo do antibiético por constituintes dos extratos, inibindo assim a sua acao.
Além disso, pode ter ocorrido competicdo entre a gentamicina e os componentes do
extrato pelo mesmo local de ligagdo (BEZERRA et al., 2017).
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Figura 10 - Efeito modulador de antibiéticos dos extratos supras da casca e da

polpa de buriti contra bactérias multirresistentes.
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Nota: ECS= Extrato Casca Supra; EPS = Extrato Polpa Supra; (a) valor estatisticamente significativo

com p<0,05.

Desta maneira, os resultados mostram que a associacado dos extratos obtidos
com antibiéticos pode diminuir a dose terapéutica necessaria e, consequentemente,
podem ser uma nova alternativa na reducdo dos efeitos colaterais produzidos por
antibioticos como os aminoglicosideos (FIGUEREDO et al., 2013). Atualmente, 0 uso
inadequado dos antibiéticos tem contribuido continuamente para o surgimento de
resisténcia a terapéutica antimicrobiana convencional (PAIM; LORENZINI, 2014). Os
extratos apresentam varios metabdlitos secundarios, que foram capazes de diminuir
a concentracdo de antibidticos contra cepas multirresistentes, mostrando grande

potencial para o desenvolvimento de novos antimicrobianos topicos.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa € possivel concluir que:

A utilizacdo dos solventes eutéticos profundos mostrou resultados
insatisfatorios quando utilizado como adjuvante no processo de extracdo de
carotenoides totais da polpa e da casca. O emprego do etanol sem adjuvante
apresentou maior rendimento na extracdo de carotenoides totais da casca e polpa
do buriti. Além disso, a utilizacdo de ultrassom aumentou o rendimento de
carotenoides totais da polpa do buriti comparado a extragdo convencional.

O solvente supramolecular, apresentou excelente rendimento no processo de
extracdo de carotenoides totais, com maiores rendimentos de betacaroteno nos
extratos da casca e polpa do buriti.

Os extratos apresentaram atividade antioxidante por sequestro dos radicais
DPPH e ABTS. Destaca-se, ainda, que os extratos da polpa e da casca do buriti em
SUPRAS apresentaram as melhores atividades antioxidantes, com valores
superiores ao padrdo BHT.

Foram identificados a presenca de cinco componentes fendélicos nos extratos:
acido gdlico, catequina, acido elagico, quercetina e eugenol, sendo o0 extrato da
polpa com SUPRAS maior percentual de &cido gélico, e o extrato etanolico da casca
com predominancia de catequina.

O extrato da casca e polpa do buriti em SUPRAS e o extrato etandlico da
casca do buriti apresentaram excelentes atividades na inibicAo do crescimento
bacteriano das cepas Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e Enterococcus faecalis
(ATCC 4028).

O extrato da casca e polpa do buriti em SUPRAS, ndo apresentaram
atividades clinicas relevantes contra cepas bacterianas muitirresistentes, mas foram
capazes de potencializar a acdo gentamicina e norfloxacino, diminuindo a dose
necessaria para inibir micro-organismos multirresistentes.

Portanto, a extracdo dos compostos bioativos do buriti utilizando um solvente
seguro, biocompativel, biodegradavel e ambientalmente amigavel como o SUPRAS,
representa um potencial para desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos,

cosméticos e alimentos funcionais.
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