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RESUMO

Alecrim (Rosmarinus officinalis) € uma planta nativa da regido do Mediterraneo Ocidental,
pertencente & familia Lamiaceae e muito utilizada como condimento devido ao seu aroma
forte e agradavel. H& muito tempo essa planta é empregada na medicina popular para tratar
diversas enfermidades, sendo sua composi¢cdo rica em compostos bioativos associada a
diversas propriedades bioldgicas. Taruma (Vitex megapotamica) é uma planta nativa nédo
endémica do Brasil. Na medicina popular a infusdo das folhas do taruma é utilizada para tratar
varias enfermidades e alguns estudos relatam efeitos terapéuticos dessa planta devido a
presenca de compostos bioativos. Os objetivos deste trabalho foi obter extratos bioativos de R.
officinalis e V. megapotamica com utilizacdo do método Soxhlet e avaliar o teor de fendlicos
e a atividade antioxidante desses extratos. Os maiores rendimentos foram obtidos com
solvente etanol 70 % de polaridade inferior (6,1) para R. officinalis (21,8 + 0,3 %) e V.
megapotamica (19,6 £ 0,7 %), indicando a presenca de grande guantidade de compostos de
polaridade intermediaria. Todos os extratos de R. officinalis e V. megapotamica apresentaram
elevado teor de compostos fenolicos. Os resultados mostraram maior teor de fendlicos
extraidos de R. officinalis (175,5 + 4,3 mg GAE/g extrato) quando empregado o solvente de
menor polaridade (etanol 70 %), enquanto V. megapotamica (170 £ 7 mg GAE/g extrato)
apresentou melhor resultado quando empregado solvente de maior polaridade (etanol 50 %).
A capacidade antioxidante dos extratos foi avaliada pelos métodos do radical DPPH e ABTS.
Verificou-se uma relacdo positiva entre os resultados obtidos pelos métodos DPPH e ABTS.
O emprego de R. officinalis e V. megapotamica como matéria-prima para obtencdo de
compostos antioxidantes € promissor, devendo ser mais explorada visando sua utilizacdo na

industria farmacéutica e de alimentos.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis. Vitex megapotamica. Soxhlet. Compostos fendlicos.
DPPH. ABTS.






ABSTRACT

Rosemary (Rosmarinus officinalis) is a native plant of the Western Mediterranean region,
belonging to the Lamiaceae family and widely used as a condiment due to its strong and
pleasant aroma. It has long been used in folk medicine to treat several diseases and its
composition, which is rich in bioactive compounds, is associated with a variety of biological
characteristics. Taruma (Vitex megapotamica) is a native but not endemic plant of Brazil. In
traditional medicine, the infusion of tarumé& leaves is used to treat a number of diseases and
some studies have reported that the therapeutic effects of this plant are due to the presence of
bioactive compounds. The aims of this project were to obtain bioactive extracts from R.
officinalis and V. megapotamica through the Soxhlet method, and to evaluate the phenolic
content and the antioxidant activity of these extracts. The highest yields were obtained using
solvent of lower polarity (ethanol 70 %) for R. officinalis (21.8 + 0.3 %) and V.
megapotamica (19.6 = 0.7 %), indicating the presence of large amount of compounds of
intermediate polarity. All of R. officinalis and V. megapotamica extracts revealed high
contents of phenolic compounds. The results indicated that a higher level of phenolic content
was obtained from R. officinalis (170 + 7 mg GAE / g extract) when using the solvent of
lower polarity (ethanol 70 %), while V. megapotamica (170 £ 7 mg GAE / g extract) showed
better results when a solvent of greater polarity was used (ethanol 50 %). The antioxidant
capacity of the extracts was evaluated by the radical DPPH and ABTS methods and there was
a positive relation between the results obtained by the DPPH and ABTS methods. The usage
of R. officinalis and V. megapotamica as raw material to obtain antioxidant compounds is a
promising strategy and should be further explored aiming its application in the pharmaceutical

and food industries.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis. Vitex megapotamica. Soxhlet. Phenolic compounds.
DPPH. ABTS.






“Listen to the MUSTN'TS, child,
Listen to the DON'TS

Listen to the SHOULDN'TS

The IMPOSSIBLES, the WONT'S
Listen to the NEVER HAVES
Then listen close to me —
Anything can happen, child,
ANYTHING can be”

(Shel Silverstein)
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1 INTRODUCAO

O aumento do poder aquisitivo da populacdo impulsiona o consumo de produtos
industrializados que geralmente estdo sujeitos a oxidacdo. Tal fendbmeno destaca-se como uma
das principais causas de deterioracdo e perda de qualidade dos alimentos por propiciar a
formacdo de aromas indesejaveis e de compostos nocivos a salde (DECKER; ELIAS;
MCCLEMENTS, 2010). Para evitar a oxidacéo e aumentar a vida de prateleira dos alimentos
processados utilizam-se antioxidantes, que sdo substancias que diminuem ou impedem a
oxidacdo de substratos oxidaveis (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001).

Dessa forma, a demanda por antioxidantes tem crescido juntamente com o aumento do
consumo de produtos industrializados. A tendéncia é que paises emergentes dirijam seu
mercado para antioxidantes sintéticos, principalmente BHA, BHQ e BHT, enquanto que o0s
paises mais desenvolvidos tendam a dar preferéncia para os substitutos naturais, como 0s
extratos de plantas, tais como alecrim e orégano. Esse aumento por uso de antioxidantes
naturais esta atrelado ao crescimento da demanda por produtos naturais, visto que 0S
consumidores estdo procurando cada vez mais estilos de vida saudaveis, estando mais
conscientes ao escolher os alimentos que consomem. Assim, produtos com ingredientes como
antioxidantes naturais sdo mais visados, uma vez que 0 termo “natural” é equiparado a
“saudavel” e “bom para sua saude” (SHAHIDI, 2015; WISE GUY REPORTS, 2017).

Apesar disso, por apresentarem custos mais elevados, 0s antioxidantes naturais tém
substituido os sintéticos de maneira mais expressiva nos paises desenvolvidos, cuja populagédo
tem maior poder aquisitivo e esta disposta a pagar por produtos com alternativas naturais.

As ervas e especiarias estdo dentre as melhores fontes de antioxidantes naturais
(SHAHIDI, 2015). Extratos de plantas como alecrim, salvia e orégano, ja estdo disponiveis
comercialmente e sdo amplamente utilizados em produtos a base de carne. Estas substancias
contém compostos antioxidantes variados, incluindo carnosol, &cido carndsico, acido
rosmarinico, rosmanol e rosmariquinol (HAWORTH, 2003).

Dentre os extratos vegetais, algumas plantas da familia Lamiaceae tem se destacado
por apresentar elevado potencial antioxidante. Diante do exposto, essa pesquisa tem como
objetivo avaliar a capacidade antioxidante dos extratos de alecrim e taruma, plantas que

pertencem a familia Lamiaceae e que podem ter potencial para aplicagdo em alimentos.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos de alecrim e tarumé& obtidos por

métodos a baixa pressdo utilizando solventes verdes.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Obter extratos das plantas selecionadas utilizando mistura de etanol e &gua como
solvente;

b) Avaliar o teor de compostos fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteau;

c) Avaliar a atividade antioxidante dos extratos atraves dos métodos: DPPH e
ABTS.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ALECRIM

O alecrim (Rosmarinus officinalis) € uma planta nativa da regido do Mediterrdneo
Ocidental e pertencente a familia Lamiaceae. Por apresentar diversas aplicacdes, o R.
officinalis tem sido cultivado ao redor de todo o mundo, inclusive no Brasil (FONT QUER,
1999; SHAHIDI, 2015).

Na culinaria o alecrim é muito utilizado como condimento devido ao seu aroma forte e
agradavel, contribuindo para o flavor dos alimentos. Além disso, h&4 muito tempo essa planta
ilustrada na Figura 1 vem sendo empregada também na medicina popular para tratar diversas
enfermidades tais como: dores de cabeca, inflamacdes e problemas do sistema digestivo e
circulatério (AL-SEREITI; ABU-AMER; SEN, 1999).

Ao alecrim j& foram atribuidas propriedades biolégicas que estdo diretamente
relacionadas com a sua composicao rica em compostos bioativos (BORRAS-LINARES et al.,
2014). Dentre os compostos destacam-se: acido rosmarinico, carnosico e carnosol, além de
flavonoides, diterpenos e triterpenos (AL-SEREITI; ABU-AMER; SEN, 1999; ARGUETA;
CANO; RODARTE, 1994; NGO; BRAND-WILLIAMS; HEAD, 2011).

Diversos estudos verificaram que os diterpenos fendlicos presentes no alecrim
apresentam propriedades promotoras da saude, tais como antimicrobiana, anti-inflamatéria,
neuroprotetora, além de propriedades anticancerigenas (KIM et al., 2006; POECKEL et al.,
2008; WECKESSER et al., 2007).

Chun et al. (2014) avaliaram a capacidade quimiopreventiva de carnosol presente no
alecrim e observaram a eficiéncia na prevencao de cancer de pulméo e de mama, bem como
no papiloma cutaneo.

Outro grupo de metabolitos vegetais secundarios promissores encontrados no alecrim
s&o os triterpenos (BORRAS-LINARES et al., 2014). O acido ursolico, por exemplo, é um
triterpeno pentaciclico que apresenta propriedade anti-carcinogénica e anti-inflamatoria (AL-
SEREITI; ABU-AMER; SEN, 1999).
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M\;\ '—- i\"k ; "
Fonte: Preedy (2016)

2.2 TARUMA

A espécie Vitex megapotamica pertence a familia Lamiaceae e é nativa ndo endémica
do Brasil, tendo ocorréncia nos estados de Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parana e
principalmente em Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Essa espécie também pode ser
encontrada no nordeste da Argentina, no leste do Paraguai e no Uruguai. Tarumé, azeitona-
do-mato, tapinhoan, taruma-preta e taruma-do-mato sdo alguns dos nomes populares da
espécie V. megapotamica (CARVALHO, 2006; LORENZI, 2008).

A arvore de taruma ilustrada na Figura 2 tem altura entre cinco e vinte metros e tronco
de 40 a 60 cm, florescendo de outubro a dezembro junto com o aparecimento das novas
folhas. Ja os frutos de pericarpo roxo-escuro quase preto sdo comestiveis, apresentam sabor
adocicado e amadurecem de janeiro a marco. As folhas contém sete foliolos desiguais e
opostos-cruzados, suas nervuras sdo imersas na face superior e salientes embaixo com
coloracdo verde ndo muito intensa na parte dorsal e mais clara na parte ventral, conforme
pode ser visualizado na Figura 3 (CARVALHO, 2006; LORENZI, 2008).
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Figura 2 — Arvore de Taruma

Fonte: Lorenzi (008)

Figura 3 — Folhas de Taruma

Fonte: Lorenzi (2008)
Na medicina popular a infusdo das folhas do taruma é utilizada como depurativo do

sangue, no tratamento de hipertensdo arterial, acido urico colesterol elevado, inflamacgdes da

bexiga, do Utero e da préstata (CARVALHO, 2006).

Zanatta et al. (2007) verificaram ag&o anti-hiperglicémica capaz de melhorar o estado

diabético dos extratos das folhas de V. megapotamica. Estudos também atribuiram efeito
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hipolipidémico e reducédo dos niveis séricos de colesterol e triacilglicerol a folhas e cascas de
V. megapotamica (BRANDT et al., 2009).

Brum et al. (2011) obtiveram extratos alcodlicos e aquosos de folhas de V.
megapotamica e detectaram a presenca de heterosideos antocianicos, fenois, taninos,
catequinas, flavondis, flavanonas, flavanondis, xantonas, esteroides, triterpenoides (esterdides
livres) e acidos organicos. Segundo os autores, as propriedades medicinais observadas no uso

de taruma estéo relacionadas com a presenca desses compostos.

2.3  OXIDACAO LIPIDICA EM ALIMENTOS

As reacOes de oxidacdo sao responsaveis pela degradacdo de varios alimentos, sendo a
principal causa da perda de qualidade dos alimentos lipidicos, uma vez que sdo mais
susceptiveis a esse tipo de reacéo.

A oxidacdo lipidica € responsavel por alteracdes que envolvem perda de flavor,
formacdo de off-flavors, modificacdes da cor, aroma, textura e diminuicdo da qualidade
nutricional. Tais fatores geralmente sdo responsaveis pela limitacdo da vida atil (shelf-life) do
produto. Além disso, as reacfes de oxidacdo podem gerar compostos nocivos a salde do
consumidor (WASOWICZ et al., 2004).

Apesar disso, em alguns alimentos as alteragdes provocadas pelas reagdes oxidativas
sdo desejaveis. Durante o cozimento da carne, por exemplo, a combinacdo entre oxidagdo
lipidica e reacdo de Maillard é responsavel pelo desenvolvimento de sabor, odor e coloracéo
caracteristica, porém essa reacao deve ocorrer de forma moderada (CHIAVARO et al., 2009).
A formacdo de volateis através das reacGes oxidativas também é desejavel em alimentos
fritos, queijos e cereais secos, uma vez que quantidades pequenas desses compostos sdo
importantes para o flavor (CHAIYASIT et al., 2007).

Tendo em vista que os lipidios estdo presentes na maioria dos sistemas alimenticios,
ainda que em baixa quantidade, é importante buscar alternativas que retardem as reacdes

oxidativas visando a manutencao da qualidade do produto.

2.3.1 Autoxidacéo

A oxidagdo dos lipidios pode ocorrer através de trés diferentes formas: por

autoxidacéo, pela fotoxidacdo e/ou pela rota da lipoxigenase. O mecanismo de autoxidacao
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envolve reacBes de radicais livres, diferenciando-se apenas no estdgio de iniciacdo da
fotoxidacéo e da lipoxigenase (WANASUNDARA; SHAHIDI, 2005).

A autoxidacao, principal causa da oxidacgdo lipidica, consiste num conjunto complexo
de reacdes em cadeia envolvendo radicais livres sendo descritas basicamente por trés etapas:

iniciacdo, propagacéo e terminacao.

2.3.1.1 Iniciacdo

Apesar de ocorrer facilmente, a reacdo de oxidagdo ndo ocorre por si s, ou seja, ndo é
uma reacdo espontanea. Dessa forma, para que ela aconteca é necessario um iniciador ou
catalisador responsavel por remover um elétron do lipidio ou do oxigénio, permitindo a
formacdo de radicais. Além disso, por fotossensibilizacdo o oxigénio pode ser transformado
da forma triplete para singlete. O oxigénio singlete € mais eletrofilico, podendo assim reagir
diretamente com a ligacdo dupla produzindo hidroperoxidos (DAMODARAM; PARKIN;
FENNEMA, 2010; ESKIN; SHAHIDI, 2013).

Segundo Araujo (2008) alguns fatores podem desencadear a etapa de iniciacdo: altas
concentracdes de oxigénio; elevada temperatura; teor de umidade muito baixo ou muito
elevado; presenca de ions metalicos; metaloproteinas e luz. Independente de qual for o
desencadeador da reacgdo, nesta etapa de iniciacdo tem-se como resultado final a formacéo de
um radical alquil (Re)[1]. A facilidade de formacdo de radicais de acidos graxos aumenta
com o crescimento da insaturacdo, sendo assim acidos graxos poliinsaturados sdo mais
suscetiveis a sofrerem oxidacdo (DAMODARAM; PARKIN; FENNEMA, 2010).

2.3.1.2 Propagacéo

Segundo Kochi (1973) a propagacéo (Figura 4) é o coracdo do processo de oxidagéo.
Nesta etapa, 0 oxigénio adiciona-se ao radical alquil (Re) formado na etapa anterior a taxas
controladas pela difusdo. A combinacdo dos radicais alquil ndo reativos (Re) com um dos
radicais do oxigénio triplete resulta nos radicais peroxil (ROOe)[2] que sdo espécies reativas.
Estes radicais apresentam elevada energia, dessa forma promovem a abstracdo de hidrogénio
de moléculas lipidicas adjacentes para formar hidroperoxidos de acidos graxos (ROOH) [3] e
geram novos radicais alquil (Re) no processo. Cada novo radical alquil, por sua vez adiciona
oxigénio formando radicais peroxil que abstrai hidrogénio de outro lipidio, formando outro

hidroperdxido [4] que gera novamente um novo radical alquil [5], dessa forma tem-se a
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propagacdo da reacdo em cadeia (DAMODARAM; PARKIN; FENNEMA, 2010; ESKIN;
SHAHIDI, 2013).

Figura 4 — Reacdes envolvidas na autoxidacédo (iniciacdo e propagacao)

[ (iniciador)
RH — Re + He [1]

Re + °0, —  ROO- 2]

ROO*+RH —  ROOH +Re [3]
ROOH —  RO+++0OH [4]

RO« + RH — ROH + Re [5]

Fonte: Fuentes (2011)

2.3.1.3 Terminagéo

Nesta etapa tem-se a combinacdo de dois radicais para a formacdo de espécies ndo
radicais. A temperatura e a pressdo de oxigénio determinam as vias de recombinacdo dos
radicais. Na presenca de oxigénio, predomina o peroxil como radical livre, visto que o
oxigénio serd adicionado aos radicais alquil a taxas de difusdo limitadas. Sendo assim, em
condicdes atmosféricas, as reacdes de terminacdo podem ocorrer entre radicais peroxil e
alcoxil (DAMODARAM; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Em ambientes de baixa pressdo de oxigénio e altas temperaturas como encontrado nos
6leos de fritura predomina a combinacdo entre os radicais alquil, formando-se dimeros de
acidos graxos. Devido a isso, 0s polimeros de acidos graxos sdo utilizados como indiciadores
da qualidade de 6leos de fritura (DAMODARAM; PARKIN; FENNEMA, 2010).

A autoxidacéo, além de promover a quebra de compostos, também permite a formacao
de novos compostos responsaveis por mudancas nas caracteristicas fisicas e sensoriais dos
alimentos. A degradacdo de hidroperdxidos pode formar compostos de baixo peso molecular e
voléteis tais como aldeidos, alcodis, cetonas, hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos. Essas
substancias séo responsaveis por desenvolvimento de sabores e odores desagradaveis, além
disso, algumas delas possuem potencial toxico e seu consumo pode acarretar riscos para a
salde (FUENTES, 2011).
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2.4  ANTIOXIDANTES

Uma vez que a oxidagdo lipidica causa muitos problemas para a industria de
alimentos, ha um grande interesse em preveni-la. Uma maneira de retardar ou mesmo inibir o
processo oxidativo é por meio da adi¢do de antioxidantes aos alimentos.

O uso de antioxidantes em alimentos foi praticado de forma n&o intencional desde a
antiguidade, quando povos que viviam em paises de clima quente como India, Tailandia e
China adicionavam especiarias aos alimentos e percebiam aumento da vida atil e diminuicao
na ocorréncia de deterioragdo. Com o passar do tempo, 0 uso intencional de especiarias com
propriedades antioxidantes tornou-se comum na industria alimenticia, bem como o
desenvolvimento e uso de antioxidantes sintéticos (SHAHIDI, 2015).

Os antioxidantes consistem em compostos ndo nutritivos presentes nos alimentos em
baixas concentracfes e possuem a capacidade de retardar ou inibir significativamente a
oxidacdo de substratos oxidaveis. Esses estdo naturalmente presentes nos alimentos, mas
também podem ser adicionados ou formados durante o processamento, sendo que gquando
utilizados em produtos alimenticios devem apresentar algumas caracteristicas como: néo
apresentar toxicidade, custo razoavel, eficacia em baixas concentracdes e nao devem alterar o
flavor, a cor e a textura da matriz do alimento (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001,
SCHULER, 1990).

2.4.1 Antioxidantes sintéticos

Os antioxidantes sintéticos sdo largamente utilizados pela industria de alimentos com
0 objetivo de inibir a oxidacao, dentre eles destacam-se quatro por serem mais utilizados: butil
hidroxianisol (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), galato de propila (PG) e terc-butil-
hidroquinona (TBHQ) (SHAHIDI, 2015).

Entretanto, 0 uso desses compostos € controverso e sua seguranga tem sido
guestionada. Uma vez que a toxicidade de alguns antioxidantes sintéticos ndo é facilmente
avaliada, muitos paises tém imposto restri¢cdes ao uso deles. A carcinogenicidade de BHA e
BHT em animais submetidos a experimentos foi relatada por Hocman (1981). Outros estudos
demonstraram que BHA tem efeitos cancerigenos em nédo-roedores (porcos e macacos) e
relataram a formacao de lesdes no estdbmago de ratos, enquanto BHT foi relacionado a efeitos

cancerigenos no figado de ratos e camundongos (BOTTERWECK et al., 2000).
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Dessa forma, estudos toxicoldgicos aprofundados sdo muito importantes na avaliagéo
dos riscos associados ao consumo de antioxidantes e determinagdo do seu indice de ingestdo
diaria (IDA). O elevado custo relacionado a esses estudos de toxicidade, o tempo necessario
para obter a aprovacdo pelos oOrgdos reguladores de aditivos alimentares, bem como a
crescente preferéncia do consumidor por ingredientes naturais, tem limitado o uso de
antioxidantes sintéticos e tem-se buscado substitui-lo por naturais (HAUMANN, 1990).

De 2000 até 2010 o volume global de antioxidantes sintéticos utilizados em alimentos
diminuiu 0,5 %. Essa reducdo pouco significativa ocorreu principalmente por causa de paises
populosos em desenvolvimento, onde os consumidores relutam ou séo incapazes de pagar
mais por produtos que utilizam alternativas naturais (LOGAN; NIENABER; PAN, 2013). A
Unido Europeia foi lider mundial na mudanca para antioxidantes naturais, diminuindo o uso
de antioxidantes sintéticos em mais de 3 % (EUROMONITOR, 2017; LOGAN; NIENABER,;
PAN, 2013).

Cada antioxidante fenolico sintético possui caracteristicas proprias que dependem da
sua estrutura quimica e da natureza do alimento no qual é utilizado. Os fendis nos quais o anel
aromatico possui grupos alquil sdo antioxidantes extremamente eficientes, além de possuirem
propriedades antimicrobianas. A estabilidade térmica também é um fator que varia de
composto para composto. Os antioxidantes BHA e BHT séo relativamente estaveis ao calor e
por isso utilizados em alimentos termicamente processados, j& 0 PG ndo é indicado para
alimentos processados a altas temperaturas, uma vez que decompde-se em cerca de 148 °C
(SHAHIDI; ZHONG, 2005).

O TBHQ é, de maneira geral, mais eficaz em 6leos vegetais que BHA ou BHT e em
relacdo a gordura animal, é tdo efetivo quanto o BHA e mais efetivo que o BHT ou o PG. Por
ser muito resistente ao calor, o0 TBHQ é considerado como um dos melhores antioxidantes
para se utilizar em Gleos de fritura, além de proporcionar estabilidade para os produtos
acabados (RAMALHO, 2006).

2.4.2 Antioxidantes Naturais

Os antioxidantes naturais podem ser encontrados em quase todas as plantas,
microrganismos, fungos e até mesmo em tecidos animais (POKORNY, 1999). De maneira
geral, os antioxidantes naturais sdo: compostos fendlicos (carnosol, acido caféico, acido

clorogénico, &cido rosmarinico, acido carndsico, &cido ferulico, eugenol, flavondides, entre
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outros), aminoacidos, acidos organicos (citrico, tartarico e ascoOrbico), lecitina, acido
nordihidroguaiarético (NDGA), acidos fiticos, proteinas, saponinas, vitamina E, [-caroteno,
curcumina, ligninas, hidrolisados proteicos, esterois e &cido Urico (RAJALAKSHMI,;
NARASIMHAN, 1996). Acido ascorbico e tocoferdis sdo os antioxidantes naturais de maior
importancia comercial e tém sido bastante explorados os extratos de plantas com potencial
antioxidante, tais como alecrim e salvia (AKOH; MIN, 2008).

Os antioxidantes naturais permitem que a inddstria de alimentos coloque a disposi¢ao
dos consumidores produtos com ingredientes totalmente naturais. Apesar disso, esses
compostos apresentam algumas desvantagens, tais como: necessidade de altas concentracdes;
flavor indesejavel; alteracbes de cor e falta de estabilidade devido a baixa eficiéncia
antioxidante. A seguranca dos antioxidantes naturais tende a ser maior do que dos sintéticos,
entretanto, deve-se tomar algumas precauc@es, tendo em vista algumas substancias naturais
sd0 potenciais agentes cancerigenos, mutagénicos e tdéxicos. A principal vantagem das
substancias naturalmente presentes nos alimentos é que sua seguranca pode ser garantida de

maneira menos onerosa do que as substancias sintéticas (AKOH; MIN, 2008).

2.4.2.1 Compostos Fenolicos

Os compostos fenolicos compreendem substancias com anel aromaético, o qual
apresenta pelo menos um substituinte hidroxilico, variando de compostos fendlicos simples
até moléculas altamente polimerizadas (BRAVO, 1998).

Uma grande variedade de compostos fenolicos biologicamente ativos contendo um ou
mais anéis aromaticos sdo encontrados naturalmente em frutas e vegetais, onde sdo
responsaveis por grande parte do sabor, cor e textura. Dessa forma, extrato de frutas, ervas e
vegetais tem gerado cada vez mais interesse para a industria de alimentos por retardarem
oxidacéo lipidica. Ha uma relacdo entre a concentracdo de compostos fenolicos e capacidade
antioxidante total (HU; SKIBSTED, 2002; KAHKONEN et al., 1999).

Os extratos de alecrim (Rosmarinus Officinalis) caracterizam-se por serem ricos em
compostos fenodlicos com propriedades quimicas Unicas, por isso eles apresentam ampla
aplicabilidade em alimentos e bebidas (SHAHIDI, 2015).

A literatura estd repleta de estudos que relatam o isolamento e identificacdo de
antioxidantes presentes em plantas da familia Lamiaceae. Algumas espécies dessa familia
apresentam compostos fenolicos comuns, como é o caso do alecrim e sélvia. Para ambas as

plantas foram isolados compostos fenolicos, tais como: acido carnésico; acido rosmarinico;
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acido 12-metilcarnésoico; &cido cafeico; &cido vanilico; apigenina; carnosol; rosmadial;
metilcarnosato; rosmanol; luteolina; isorosmanol e epirorosmanol (SHIMANO, 2012). Tais
compostos apresentam solubilidade e polaridade varidveis, sendo o acido carndsico bastante
lipofilico e o &cido rosmarinico mais hidrofilico. Dessa forma, os extratos de alecrim tém a
capacidade de fornecer espécies antioxidantes poderosas tanto para as fases polares como para
apolares que compdem o alimento (SHAHIDI, 2015).

Diversos pesquisadores apontam o acido carngsico como 0 mais potente antioxidante
presente no alecrim, sendo essa uma das razdes para o alecrim ser amplamente empregado na
indUstria de alimentos (SHAHIDI, 2015).

Diferentemente do alecrim, os estudos disponiveis na literatura que avaliam extratos
de taruma s&o reduzidos e tém se intensificado nos dltimos anos. No entanto, a maioria dos
estudos focam na acao farmacoldgica dos extratos em detrimento da aplicabilidade desses na
inddstria de alimentos.

Onofre et al. (2016) observaram presenga de flavonoides, taninos, cumarinas,
terpenoides, esteroides, alcaloides e antraquinonas em amostras de extrato de Vitex
megapotamica.

Hamann et al. (2016) obtiveram extratos de V. megapotamica por maceracdo
utilizando etanol 70 % como solvente. Os autores avaliaram os extratos e identificaram 0s
seguintes compostos como majoritarios: acidos vanilico, cafeico, p-cumarico, ferulico, trans-
cinamico e clorogénico, além das flavonas luteolina, apigenina, quercetina e rutina. O acido
clorogénico (1279,2 + 34,0 ug/g) e a luteolina (1325,8 +15,6 pg/g) foram os compostos
fendlicos mais abundantes encontrados no extrato bruto. Os mesmos autores demonstraram
acdo antidepressiva e antinociceptiva (reducdo na capacidade de sentir dor) do extrato bruto
de V. megapotamica.

As fracOes e extrato bruto de V. megapotamica testados por Brum et al. (2013)
apresentaram capacidade antioxidante efetiva, destacando-se a fragdo de acetato de etila como
a de maior atividade inibitoria lipidica e de maiores teores de compostos fendlicos,
flavonoides e taninos. Além disso, a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
realizada pelos autores revelou a presenca de &cido clorogénico e rosmarinico no extrato bruto

de V. megapotamica.
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2.5 EXTRACAO SOXHLET

A extracdo € a etapa inicial e de extrema importancia para o estudo de antioxidantes
naturais presentes em plantas. Muitos sdo os fatores que interferem na eficiéncia desse
processo, tais como: natureza e concentracdo do solvente, temperatura, tempo e pH da
extracdo. Dentre eles um dos fatores que exerce maior influéncia é o solvente, sendo que uma
grande gama de solventes pode ser utilizada para obtencdo de antioxidantes de plantas e
alimentos. A selecdo do solvente a ser utilizado depende das caracteristicas do antioxidante
que se deseja extrair, tais como natureza quimica e polaridade do composto (WASOWICZ et
al., 2004).

Como a maioria dos fendis, flavonoides e antocianinas sdo hidrossolUveis, para
extrai-los utilizam-se solventes polares e de média polaridade tais como dgua, metanol, etanol,
propanol, acetona e suas misturas aquosas. J& 0s compostos lipossoliveis como o0s
carotenoides devem ser extraidos através da mistura de solventes contendo hexano com
acetona, metanol, etanol ou misturas de etil acetato com acetona, etanol ou metanol (XU et
al., 2017).

A extracdo em Soxhlet é uma técnica de extracdo soélido-liquido exaustiva cujo
principio de operagdo é baseado na transferéncia do analito alvo presente na matriz da
amostra para o solvente orgéanico apropriado, garantindo que o solvente de extracdo esteja
continuamente em contato com o sélido (amostra) durante o processo com aguecimento
(DASO; OKONKWO, 2015).

Sendo assim, a amostra entra em contato com o solvente repetidas vezes, permitindo
uma renovacao constante, o que facilita o equilibrio da transferéncia. Além disso, o sistema de
extracdo é mantido em temperaturas relativamente altas, contribuindo assim para a extracédo
de compostos que estdo nos poros da matriz sélida. Outra vantagem é que 0 método nédo exige
filtracdo para separagdo da matéria-prima do solvente ao término do processo de extragao
(CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).

O aparelho de extragdo Soxhlet convencional € composto por baldo de destilacéo,
suporte para amostra (dedal), sifdo, condensador e uma manta de aquecimento como
representado na Figura 5. Na pratica, uma amostra solida suficientemente seca é embalada em
papel de filtro e colocada dentro do dedal. Os vapores de solvente gerados a partir do baldo
aquecido contendo o solvente de extracdo passam pelo dedal e tornam-se liquidos no
condensador. O processo de extracdo comeca no momento em que o solvente liquefeito

mantém contato com a amostra no dedal. O nivel do solvente condensado, portanto, aumenta
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até atingir o nivel de transbordamento. Neste ponto, um efeito de sifdo instantaneo faz com
que o extrato, composto por soluto e solvente, caia novamente no baldo de destilagcdo. Dentro
do baldo, apenas o solvente fresco evapora, resultando em um movimento ciclico continuo do
solvente de extracdo. Um movimento ciclico completo do solvente fresco do baldo de
destilagdo até retornar ao baldo como um extrato é chamado de "ciclo". O processo € repetido
até a extracdo completa (DASO; OKONKWO, 2015).

Figura 5 — Extrator Soxhlet convencional

Condensador
o

Manta de
aquecimento

Fonte: Adaptado de Castro e Priego-Capote (2010)

2.5.1 Solvente

A composicao do solvente utilizado é uma varidvel muito importante no processo de
extracdo, sendo importante sua otimizacdo para obtencdo de bons rendimentos de extracao
através de um processo economicamente viavel (MEIRELES, 2009).

Os antioxidantes e outras substancias extraidas das amostras dependem em parte da
solubilidade de cada um desses compostos no solvente ou mistura de solventes de extracéo.
Os solventes lipofilicos ddo origem a oleorresinas contendo niveis relativamente elevados das
espécies antioxidantes menos polares, tais como o acido carndsico, além de substancias

lipidicas, como triacilglicerdis, fosfolipidios, esterois, ceras e acidos triterpenos. Essas
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oleoresinas sdo geralmente fluidas e soltveis em 6leo, embora possam também ser pastas
bastante viscosas. Mesmo quando a &gua ndo é utilizada como um dos solventes de extracao,
0s niveis de umidade nos solventes e nas especiarias desempenham um papel importante na
determinacéo da natureza da oleoresina produzida, em grande parte pela tendéncia da agua em
hidratar os fosfolipidios e, assim, alterar sua solubilidade e viscosidade (SHAIDI, 2015).

Por outro lado, os solventes polares tendem a gerar extratos que sdo sélidos ou pastas
muito viscosas. Tais extratos normalmente contém niveis elevados de antioxidantes mais
polares, dentre eles: acido rosmarinico, acido cafeico e flavonoides, além dos outros
constituintes de caracteristica polar, como carboidratos e proteinas. Os extratos polares sao
menos sollveis em dleos e, consequentemente, mais solGveis em sistemas aquosos. Isto ndo
quer dizer que as misturas de solventes polares excluam todos os componentes lipofilicos ou
que os solventes menos polares excluam todos os componentes hidrofilicos (SHAIDI, 2015).

A extracdo com solventes € uma maneira econémica de separar 0S COMPOStOS
antioxidantes de plantas. O alecrim, por exemplo, apresenta espécies antioxidantes tanto
polares como apolares, dessa forma trata-se de uma matéria-prima particularmente versatil.
Uma vez que € possivel alterar a polaridade do solvente utilizado na extracdo, tem-se mais
liberdade para obter extratos diferenciados, os quais podem ser obtidos antevendo sua
aplicacdo. Além disso, a solubilidade e a polaridade dos constituintes antioxidantes sdo muito
importantes na eficacia de uma formulacdo antioxidante em determinada aplicacdo alimentar
(LOGAN; NIENABER; PAN, 2013; SHAIDI, 2015).

2.6 METODOS PARA DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS EM
EXTRATOS VEGETAIS

A determinacdo de compostos fenodlicos nos extratos de plantas é dificultada pela
diversidade e complexidade dos compostos presentes. Apesar disso, varios métodos sédo
utilizados para determinacdo de compostos fendlicos totais em alimentos e amostras
bioldgicas, sendo geralmente baseados na reacdo de compostos fendlicos com um reagente
colorimétrico. As reacGes colorimétricas sdo amplamente utilizadas devido a sua facilidade de
aplicacdo bem como seu baixo custo (BLAINSKI; LOPES; MELLO, 2013).

O ensaio Folin-Ciocalteu (F-C) é um dos métodos mais utilizados, sendo proposto
como método padrdo para controle de qualidade e medida da capacidade antioxidante de
alimentos e suplementos dietéticos. Tal método tem como mecanismo basico a reagdo de oxi-
reducdo (AINSWORTH; GILLESPIE, 2007). Apesar de ndo caracterizar a atividade
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antioxidante, o F-C € um dos melhores métodos para estimar a atividade antioxidante total da
amostra (RIBEIRO, 2007; ROGINSK; LISSI, 2005).

O método F-C consiste na reducdo do reagente Folin-Ciocalteu pelos compostos
fenolicos em meio basico. O reagente Folin-Ciocalteu possui complexos de acido
fosfomolibdico-fosfotingstico, na qual o molibdénio se encontra no estado de oxidacéo (VI),
apresentando coloracdo amarela no complexo Na2Mo0O4.2H20. Entretanto, esse complexo é
reduzido pelas hidroxilas fendlicas presentes no extrato vegetal, produzindo molibdénio-
tungsténio azuis [(PMoW1104)*], nos quais a média do estado de oxidagdo dos metais esta
entre 5 (V) e 6 (VI) e que apresentam absorbancia méxima em 765 nm. Dessa forma, o
complexo de coloragdo azul pode ser quantificado por espectrofotometria. (BLAINSKI;
LOPES; MELLO, 2013; REZENDE, 2010).

O 4cido galico geralmente é utilizado como padrdo de referéncia do ensaio e o
contetdo de compostos fendlicos € expresso em equivalente de &cido galico (EAG),
entretanto, outros padrdes podem ser utilizados tais como catequina, acido tanico, acido
clorogénico e acido cafeico (SHAHIDI, 2015).

Na Figura 6 esta ilustrada a desprotonacdo dos compostos fendlicos, nesse caso o
acido galico é o padrdo em meio bésico, gerando os anions. Em seguida, ocorre a reacdo de
oxi-reducdo entre o anion e o reagente de Folin cujo molibdénio sofre reducdo e o meio

reacional muda a coloragdo de amarela para azul (REZENDE, 2010).

Figura 6 — Reacdo do acido galico com molibdénio, componente do reagente de Folin-
Ciocalteu
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Fonte: Rezende (2010)
A simplicidade, robustez e reprodutibilidade destacam-se como vantagens do método

F-C, entretanto tal método apresenta algumas desvantagens como: sensibilidade ao pH,

temperatura e tempo de reacdo, além disso pode ocorrer superestimacao do contetdo fendlico
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total devido a presenca de agentes redutores ndo fenodlicos como agucares e proteinas
(SHAHIDI, 2015).

2.7 METODOS PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Existem varios metodos que permitem avaliar a atividade antioxidante in vitro de
substancias bioativas, os quais envolvem desde ensaios quimicos com substratos lipidicos a
ensaios mais complexos utilizando diversas técnicas instrumentais (SANCHEZ-MORENO,
2002). O poder antioxidante de uma amostra ndo pode ser avaliado baseando-se em apenas
um método, sendo na pratica utilizados varios métodos in vitro para avaliagdo do potencial
antioxidante das amostras de interesse. Os metodos variam em diferentes aspectos, devendo-
se escolher aqueles que melhor adequam-se ao objetivo da pesquisa. De maneira geral, 0s
testes in vitro que utilizam sequestro de radical livre caracterizam-se por serem de facil
execucdo. Dentre 0os métodos de sequestro de radicais livres tem-se 0 DPPH, que é rapido,
barato quando comparado a outros testes e, além disso, é simples por ndo envolver muitas
etapas e reagentes (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013).

Basicamente, os antioxidantes podem ser classificados em “scavenger” ou “quencher”
dependendo de como agem sobre os radicais livres. Os antioxidantes “scavenger” sao aqueles
que agem no radical livre tornando-o menos reativo, enquanto que os “quencher” sao aqueles
gue absorvem toda a energia de excitacdo e como consequéncia conseguem neutralizar
totalmente o radical livre (RIBEIRO, 2007).

2.7.1 Método sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

A molécula de DPPH caracteriza-se por ser um radical livre estavel devido a
deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda a molécula, dessa forma a molécula nédo
dimeriza, diferentemente da maioria dos outros radicais. Essa deslocalizagdo faz com que
molécula apresente coloragdo violeta/purpura, caracterizada por uma banda de absor¢do em
etanol em cerca de 517 nm. Quando misturado em solugdo com um substrato de capacidade
antioxidante, o DPPH assume sua forma reduzida, a hidrazina, resultando em mudanca da sua
coloracgéo violeta para amarelo palido (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013; ALVES
et al., 2010). A Figura 7 ilustra a molécula de DPPH na forma radicalar em (a), estrutura de

coloracdo violeta e sua forma reduzida em (b) que assume colora¢do amarelo palido.
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Figura 7 — Formas (a) radicalar e (b) ndo radicalar do DPPH
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Fonte: Alves et al. (2002)

A descoloragdo atua como um indicador da capacidade antioxidante e pode ser
expressa em termos de concentracdo efetiva (CEso), 0 qual indica a concentragdo de
antioxidante necessaria para reduzir pela metade a concentracdo inicial de radicais livres
DPPH a partir do momento que se atinge a estabilidade. O tempo necessario para atingir o
estado de equilibrio com a CEso é definido como Tceso e a relacdo entre esses pardmetros
indica a eficiéncia antirradical (EA) (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995;
SHAHIDI, 2015).

O método do sequestro do radical DPPH € considerado um dos métodos mais faceis,
uma vez que requer apenas um espectrofotdmetro UV ou espectrometro de ressonancia
paramagnética eletrdnica, além de ser preciso e reprodutivo na avaliacdo da atividade
antioxidante de sucos de frutas, extratos vegetais e substancias puras, tais como flavonoides e
terpenoides. Esse método é baseado na suposicdo de que a atividade antioxidante é igual a
capacidade de doacdo de elétrons, ou seja, ao poder de reducdo (SHAHIDI, 2015).

A principal limitacdo do ensaio espectrofotométrico de DPPH esta relacionada com o
fato de que alguns compostos absorvem na mesma faixa de comprimento de onda que o
DPPH. Por exemplo, as antocianinas tém uma forte absor¢do na faixa de comprimento de
onda de 500 a 550 nm, bem como os carotenoides, dessa forma, tais compostos podem
interferir na interpretacdo dos resultados (ALVES et al., 2010; SHAHIDI, 2015).
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2.7.2 Método do radical 2, 2 — azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS)

O radical ABTS" necessita ser obtido a partir do ABTS disponivel comercialmente
através de reacOes quimicas ou enziméticas. Uma das formas de obtencdo do radical consiste
em reagir ABTS com o persulfato de potassio, o que gera o radical cation ABTS™, de
coloracdo esverdeada e bandas de absorcdo a 645 nm, 734 nm e 815 nm (RE et al.,1999). A
medida que antioxidantes sdo adicionados ao meio reacional, ocorre reducdo do ABTS™" a
ABTS, resultando em decréscimo da coloragdo do meio reacional, conforme ilustrado na
Figura 8.

Figura 8 — Reducdo do ABTS" por um antioxidante e sua formacéo pelo persulfato de
potassio
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Fonte: Rufino et al. (2007)

A avaliacdo da capacidade antioxidante é baseada nos resultados obtidos, os quais séo
expressos em termos da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox, uma vez que essa
substancia foi utilizada como padréo de referéncia. Tal valor foi denominado TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity), sigla em inglés para capacidade antioxidante equivalente
ao Trolox (RE et al., 1999).

O método ABTS é um ensaio de simples operacdo e tem sido utilizado em diversas
pesquisas para estudar a capacidade antioxidante de compostos e amostras de alimentos
(CAQO; PRIOR, 1998; GIL, 2000; PELLEGRINI et al., 2003; PROTEGGENTE et al., 2002).
O ABTS™" reage de forma rapida com os antioxidantes, geralmente em cerca de 30 min e pode
ser usado para solugdes com diferentes pH’s, bem como para 0 estudo da influéncia do pH
nos mecanismos antioxidantes. Além disso, o0 ABTS é sollvel tanto em solventes aquosos
como em organicos, dessa forma, pode ser usado para determinar a capacidade de extrato
hidrofilico e lipofilico (AWIKA et al., 2003). Sua principal limitacdo, comum a todos 0s
métodos indiretos de avaliacdo da atividade antioxidante, é que o valor TEAC caracteriza a
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capacidade da amostra estudada em reagir com 0 ABTS, mais do que sua capacidade de inibir
0 processo oxidativo (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).
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3 MATERIAS E METODOS

As principais etapas realizadas durante o desenvolvimento deste trabalho sera
detalhada nesta secdo. A seguir um fluxograma (Figura 9) resume essas etapas, seguido do

detalhamento das metodologias utilizadas.

Figura 9 — Fluxograma das etapas desenvolvidas neste trabalho
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3.1 OBTENCAO E PREPARACAO DAS MATERIAS-PRIMAS VEGETAIS

O alecrim utilizado neste trabalho foi coletado em uma horta localizada na cidade de
Floriandpolis/SC, no més de agosto de 2017. A matéria-prima taruma foi coletada em Jabor4,
meio oeste de Santa Catarina, no més de setembro de 2017.

A identificacdo das plantas foi confirmada através de comparacdo com 0s materiais
depositados no Herbario Flor da Universidade Federal de Santa Catarina.

As matérias-primas recebidas no laboratorio foram secas, separadamente, em estufa
com circulagdo forcada de ar a temperatura de 50 °C por 10 h. Em seguida, objetivando maior
exposicdo do soluto ao solvente, as folhas foram moidas em moinho de facas de agco inox
(Tipo Willey, DeLeo) com malha de 20 mesh e armazenadas em freezer domestico

(Brastemp) a temperatura de -17 °C até sua utilizacao.
3.2 DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE E SUBSTANCIAS VOLATEIS

O teor de umidade das amostras de alecrim e tarumé foi determinado de acordo com o
método 925.09 descrito pela AOAC (2005), o qual baseia-se na perda de umidade e
substancias volateis quando a amostra é submetida a 105 °C.

Com auxilio de uma balanga analitica (AY220, SHIMADZU do Brasil Ltda., S&o
Paulo/SP, Brasil), pesou-se 5 g de cada amostra, as quais foram colocadas em cadinhos de
aluminio tarados previamente aquecidos em estufa (De Leo, Porto Alegre/RS, Brasil) a 105
°C por 1 h e resfriados em dessecador. Os cadinhos contendo as amostras foram colocados em
estufa a 105 °C por 3 h, seguido do resfriamento em dessecador até temperatura ambiente e
afericdo das massas novamente. Esse processo foi repetido a cada 30 min, até a verificacdo da

massa constante. Para o calculo do teor de umidade e volateis, foi utilizada a Equacéo 1.
m; —m
Teor de umidade (%) = (le) .100 @
i

Sendo que m; é a massa inicial da amostra em gramas e m, € a massa, em gramas, da
amostra ao final do processo de secagem em estufa.
Realizou-se o procedimento em duplicata e o resultado foi expresso em média +

desvio padrao.
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3.3 EXTRACAO SOXHLET

A extracdo das folhas de R. officinalis e V. megapotamica foram realizadas conforme
0 método 920.39C da AOAC (2005), sendo utilizado como solvente mistura etanol-agua nas
seguintes proporc¢des: 50:50 (v/v) e 70:30 (v/v). Durling et al. (2007) extrairam compostos
antioxidantes de Salvia (S. officinalis) e verificaram melhores resultados para recuperacéo de
antioxidantes na faixa de 55 a 75% de etanol. Tendo em vista a presenca de compostos
fenolicos similares em alecrim, utilizou-se misturas de etanol-agua dentro da faixa indicada
como de melhores resultados pelos autores. Para fins de comparagdo, 0s mesmos solventes
foram utilizados para V. megapotamica.

O sistema Soxhlet consiste num extrator cuja parte inferior esta acoplada a um baléo
de 250 mL contendo o solvente de extracdo e a parte superior a um condensador resfriado por
um banho (Figura 10). Para a realizacdo da extracdo, 5 g de amostra foi envolvida em
cartucho de papel filme e disposta no extrator. No baldo foi colocado 150 mL do solvente, o

qual foi aquecido por uma manta até atingir a temperatura de ebulic&o.

Figura 10 — Equipamento para extracdo em Soxhlet

| i

e .

Fonte: A autora (2018)

O solvente ao entrar em ebuli¢do, sob a forma de vapor atinge o condensador, onde
resfria e condensa. A forma novamente liquida do solvente goteja sobre a matriz vegetal
presente no extrator que quando completamente cheio, tem o solvente extravasado através do

sifdo, retornando ao baldo e reiniciando o processo que teve duracdo de 6 h. A cada ciclo
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novos compostos sdo solubilizados pelo solvente e tem-se a concentracdo desses no baldo
contendo o solvente. As extragdes foram realizadas em duplicata.

Com o fim da extracdo, os baldes contendo o extrato dissolvido no solvente foram
submetidos ao evaporador rotativo (Fisatom, 802, Sdo Paulo, Brasil), sequido do liofilizador
(L 101, Liotop, Séo Carlos, Brasil) para evaporacdo do solvente e obtengdo do extrato puro.
Dessa forma, foi possivel determinar a massa de extrato resultante da extracdo por
gravimetria.

Os extratos obtidos foram acondicionados em frascos &mbar, armazenados em freezer

domeéstico a -18 °C.
3.4 DETERMINACAO DO RENDIMENTO DE EXTRACAO (Xo)

O rendimento global de cada extracdo (Xo) foi calculado através do quociente da
massa da matéria extraida (me) por 100 g de massa inicial de matriz vegetal (mi) conforme a

Equacéo 2:

Xo = =100 2)

m;
3.5 DETERMINACAO DO TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O teor de compostos fenolicos totais presentes nos extratos de R. officinalis e V.
megapotamica foi determinado através da metodologia de Folin-Ciocalteau proposta por
Kosar, Dorman e Hiltunen (2005).

Inicialmente, 600 pL de 4gua destilada, 10 pL de amostra e 50 pL do reagente de
Folin-Ciocalteu foram transferidos para eppendorfs, os quais foram agitados. Em seguida,
apos um minuto, adicionou-se 150 uL de uma solu¢do de carbonato de sodio a 20% (m/v),
perfez-se o volume a 190 pul com agua destilada ¢ as amostras foram incubadas por 2 h, a
temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Ao término desse periodo, realizou-se a leitura da
absorbancia de cada uma das amostras em espectrofotdmetro (800 XI, Femto, Sdo Paulo,
Brasil) em 760 nm.

A concentracdo média de fenois em cada amostra foi aferida por interpolacdo da
absorbancia na curva de calibracdo (Apéndice 1), a qual foi preparada da mesma forma

descrita para as amostras, porém substituindo-as por solucdes de &cido galico com
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concentragfes entre 2 mg/mL e 0,031 mg/mL. O teor de compostos fendlicos totais foi
expresso como mg de &cido galico (GAE) por grama de extrato. As analises foram realizadas

em triplicata e os resultados expressos como média + desvio padréo.

3.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.6.1 Método DPPH

A atividade antioxidante pelo método DPPH foi determinada conforme a metodologia
descrita por Mensor et al. (2001). Inicialmente, uma solucdo etandlica de DPPH com
concentracdo de 0,3 mmol/L foi preparada e mantida ao abrigo da luz e sob refrigeracdo. Em
seguida, solucBes dos extratos de R. officinalis e V. megapotamica foram preparadas com
concentragdes de 3,75; 7,5; 15; 30 e 60 ug/mL, com excecdo do extrato de V. megapotamica
70:30 (v/v) cuja solugdes foram preparadas em concentragdes de 7,5; 20; 40; 60; 80 e 160
pg/mL. Em eppendorfs, adicionou-se 0,710 pL de amostra e 0,290 pL da solugdo de DPPH,
agitou-se em vortex e apds decorridos 30 min em temperatura ambiente e ao abrigo da luz,
fez-se a leitura das absorbancias em espectrofotometro (FEMTO, 800 XI, S&o Paulo, SP) a
517 nm.

Compostos antioxidantes sdo capazes de estabilizar o radical DPPH, dessa forma, as
solucdes com maior concentracdo de antioxidantes descolorem, diminuindo a absorbancia a
517 nm. De outro modo, as solu¢cdes com baixa atividade antioxidante tendem a permanecer
com a coloragdo roxa caracteristica do radical DPPH, apresentando, assim, maiores valores de
absorbancia.

Dessa forma, o calculo do percentual de inibicdo das amostras sobre o radical pode ser
calculado convertendo-se a absorbancia em porcentual de atividade antioxidante (AA %),
segundo a Equacao 3:

AA (%) =100 — (Absamostra - Absbranco)- 100 (3)
Abscontrale

Por analise de regressdo linear, calculou-se a concentracdo minima eficaz necessaria
das amostras para decrescer a quantidade de radical livre DPPH em 50% (ECso — Effective
concentration). Os resultados encontrados de concentracdo efetiva (ECso) e atividade

antioxidante (AA %) para os extratos analisados foram calculados a partir dos valores médios
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de absorbancia obtidos para cada concentracdo dos extratos e expressos como média + desvio
padréo.

3.6.2 Método ABTS

A avaliagdo da atividade antioxidante dos extratos foi realizada conforme a
metodologia descrita por Re et al. (1999). Preparou-se uma solucdo estoque contendo
TROLOX (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, EUA) e etanol para utilizacdo como antioxidante
referéncia.

O radical ABTS foi formado através de uma reacdo quimica com o persulfato de
potéssio, para isso 0 ABTS foi dissolvido em agua até a concentracao de 7,0 mM, e submetido
a solucdo de persulfato (2,45 mM). Essa mistura foi armazenada em temperatura ambiente e
protegida da luz por 16 h, tempo necessario para que a reacdo ocorresse e o radical fosse
formado. Ao término da reacdo, a solucdo do radical ABTS™ foi diluida em solucéo tampéo
de fosfato 5mM (pH 7,4) até absorbéancia de 0,70 + 0,02 a 734 nm.

Posteriormente, 10 puL de solugdes TROLOX (5 concentragdes diferentes variando de
0,25 mM a 2,0 mM) foram adicionadas a 1 mL do radical ABTS em eppendorfs. Ap6s 45 min
de reacdo, as leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotbmetro e, com isso,
calculou-se a porcentagem de inibicdo do radical ABTS pelos padrées de TROLOX através
da Equagéo 4:

(4)

AABTS controle — A adrio
d .100

% Inibicao =
AABTS controle

Com a equacdo da reta obtida, foi possivel obter a porcentagem de inibicao
correspondente a uma concentracdo de 1 mM Trolox.

Da mesma forma, reagiram-se solucdes dos extratos R. officinalis e V. megapotamica
(5 concentracdes diferentes variando de 0,1875 a 3,0 mg/mL) com o radical ABTS™" e ap6s 45
min de reacdo, fez-se a leitura em espectrofotdometro. Os resultados expressos como valores

TEAC (mmol de Trolox/g extrato), foram calculados conforme a Equagéo 5:

1 mmol Trolox mmol (5)
TEAC = LlTolox] 1 1000 mL _ 1000mL

[amostra]  [amostra] Mg amostra g
mL 1000 mg 1000 mL

= mmol/g
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Estes valores foram obtidos a partir das diferentes concentragfes de cada extrato
resultando numa resposta linear entre 20 e 80 %. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Fez-se as analises estatisticas dos resultados de rendimento global de extracéo, teor de
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante com auxilio do software SAS® University
Edition. Inicialmente, aplicou-se a analise de variancia (ANOVA) e nos casos em que se
verificou diferencas significativas ao nivel de 5 % de significancia (p < 0,05) entre as médias

dos resultados, deu-se continuidade aplicando o teste de comparacdo multipla de Tukey.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 TEOR DE UMIDADE E SUBSTANCIAS VOLATEIS

Os valores de umidade e substancias volateis determinados para R. officinalis e V.
megapotamica apos a secagem estdo apresentados na Tabela 1 como média + desvio padrao.

Tabela 1 — Teor de umidade das amostras de R. officinalis e V. megapotamica apds secagem.

Matéria-prima Teor de umidade (%)
Rosmarinus officinalis 9,7£0/4
Vitex megapotamica 13,5+ 0,6

O teor de umidade da amostra € um dos fatores que pode influenciar a eficiéncia das
extracOes. A agua pode competir com o soluto na presenca do solvente, diminuindo o
rendimento da extracdo. Por outro lado, a dgua pode auxiliar na extragdo ao provocar 0
inchaco das células do material vegetal e, assim, facilitar a transferéncia de massa (PEREIRA;
MEIRELES, 2010).

4.2 RENDIMENTO GLOBAL DE EXTRACAO (Xo)

O rendimento global de extracdo (Xo) corresponde a quantidade total de compostos
presente na matriz sélida que € possivel de ser extraida pelo solvente em funcéo das condi¢bes
de extracdo estabelecidas (SILVA, 2004).

Os rendimentos dos extratos de R. officinalis e V. megapotamica empregando a técnica
Soxhlet e utilizando misturas de etanol-agua como solvente, com sua respectiva polaridade

estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Rendimentos globais de extracdo (Xo) obtidos para as extracdes em Soxhlet de Rosmarinus
officinalis e Vitex megapotamica com solventes organicos.

Xo (%)@
Solvente Polaridade® Rosmarinus Vitex
officinalis megapotamica
Etanol/Agua (50:50 v/v) 7.1 14,8°+0,8 16° + 1
Etanol/Agua (70:30 v/v) 6,1 21,82+ 0,3 19,6°+0,7

@ [ndice de polaridade do solvente (MAZZUTTI, 2016).
@ Letras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca significativa (p < 0,05).



41

Analisando a Tabela 2 percebe-se que houve maior rendimento quando utilizado o
solvente com polaridade inferior (etanol 70 %) para R. officinalis e V. megapotamica,
indicando a presenca de grande quantidade de compostos de polaridade intermediaria nessas
matérias-primas. Além disso, os rendimentos obtidos para os extratos de alecrim e tarumd, em
ambos os solventes, foram muito parecidos, 0 que sugere que tais matérias-primas apresentam
compostos de caracteristicas semelhantes.

Carvalho Jr et al. (2003) obtiveram um rendimento de 15 % para a extracdo de alecrim
utilizando etanol como solvente durante 3h de refluxo. Genena et al. (2008) apresentaram
rendimento de 30,25 % ao extrair alecrim pelo método Soxhlet utilizando etanol como
solvente. Glisic et al. (2010) obtiveram um rendimento de 25,6 % ao extrair de partes aéreas
de salvia (Salvia officinalis) durante 4 h utilizando uma mistura de etanol:agua (70:30) como
solvente.

Baydar et al. (2009) avaliaram extratos de alecrim, coletado de junho a setembro de
2004, e verificaram variacdo no rendimento, na composicao e na atividade antioxidante dos
extratos. Sendo assim, concluiram que o estagio de desenvolvimento que a planta se encontra
pode influenciar nas caracteristicas do extrato. Além desse fator, as condi¢cdes de preparo e o
pré-tratamento ao qual as matérias primas foram submetidas podem estar associadas a essa
variacdo no rendimento em relagcdo aos dados descritos na literatura.

O método Soxhlet, diferentemente dos outros métodos de extracdo, proporciona o
contato permanente da amostra com o solvente e envolve um longo periodo de extracdo, o que
leva ao esgotamento da matéria-prima. Além disso, a alta temperatura do solvente
(temperatura de ebulicdo), caracteristica desse método, propicia reducdo da tensao superficial
e viscosidade do solvente. Com essas propriedades fisicas diminuidas, o alcance do solvente
aos sitios ativos dentro da matriz é facilitado, e dessa forma, tem-se uma quantidade maior de
solutos solubilizados (MARKOM et al., 2007). Esses fatores agindo concomitantemente
podem ter contribuido para as porcentagens elevadas de rendimento, embora uma real
avaliacdo sobre 0 método de extracdo sO possa ser realizada quando diferentes metodologias

sdo empregadas.
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4.3 TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (TFT)

Os resultados de teor de compostos fendlicos totais (TFT) obtidos via Soxhlet para 0s
extratos de R. officinalis e V. megapotamica estdo apresentados na Tabela 3. A curva analitica
de &cido gélico utilizada para o célculo do teor de compostos fendlicos totais encontra-se no
Apéndice I.

O teor de fendlicos totais pode ser utilizado como uma estimativa da atividade
antioxidante, a qual estd diretamente relacionada com a estrutura quimica dos fendlicos
(BABA; MALIK, 2015). De fato, os fendlicos sdo constituidos de um ou mais aneis
aromaticos contendo um ou mais grupos hidroxila e sdo, portanto, potencialmente capazes de
atuar sobre os radicais livres formando radicais fenoxila estabilizados por ressonancia
(DUDONNE et al., 2009).

Os materiais vegetais sdo ricos em compostos fendlicos oriundos do metabolismo
secundario das plantas, incluindo moléculas simples como antocianinas e acidos fendlicos, e
complexas como flavonoides e taninos (MAZZUTTI, 2016). Geralmente esses compostos sdo
caracterizados como polares, e por isso sdo mais facilmente solubilizados em solventes de
maior polaridade. No entanto, podem apresentar uma ampla faixa de polaridade, sendo
também solubilizados em solventes de menor polaridade, tais como hexano e CO:
(ANDRADE, 2011).

Tabela 3 — Teor de compostos fendlicos totais (TFT), expresso em equivalentes de acido galico, para
extracdo em Soxhlet de Rosmarinus officinalis e Vitex megapotamica.

TFT (mg GAE/g extrato)

Solvente Rosmarinus Vitex megapotamica
officinalis
Etanol/Agua (50:50 v/v) 147,4°+ 1.4 1708+ 7
Etanol/Agua (70:30 v/v) 17558+ 43 151,1° +3,9

@ Letras iguais na mesma coluna indicam que no ha diferenca significativa (p < 0,05).

Observa-se na Tabela 3 que os extratos de alecrim e tarumé apresentaram elevado teor
de compostos fendlicos. Além disso, houve diferenca significativa entre o teor de fenolicos
dos extratos obtidos com solventes diferentes, o que pode ser observado tanto para R.
officinalis quanto para V. megapotamica. Entretanto, os resultados mostram maior teor de
fenolicos extraidos de R. officinalis quando empregado o solvente de menor polaridade
(etanol 70 %), enquanto V. megapotamica apresentou melhor resultado quando empregado
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solvente de maior polaridade (etanol 50 %), ou seja, ndo foi possivel observar uma tendéncia
de aumento ou reducgédo do TFT em funcéo da polaridade do solvente empregado.

Erkan, Ayranci e Ayranci (2008) avaliaram o teor de compostos fenolicos em extrato
metanolico de folha de alecrim obtido pela extracdo em Soxhlet e encontraram 162 mg
GAE/g de extrato. O metanol apresenta indice de polaridade de 6,6 (MAZZUTT]I, 2016). No
presente trabalho o extrato de R. officinalis obtido com solvente de polaridade (6,1) inferior
ao metanol, etanol/agua (70:30) (v/v), apresentou valor ligeiramente superior (175,5+4,3) e 0
extrato obtido com solvente de maior polaridade (7,1), etanol/agua (50:50) (v/v), apresentou
valor ligeiramente inferior (147,4 = 1,4) ao observado por Erkan, Ayranci e Ayranci (2008).

Onofre et al. (2016) avaliaram os extratos de Vitex megapotamica e obtiveram 91,3
1,2 GAE/g de extrato para extrato etanolico, resultado inferior ao encontrado no presente
trabalho para ambos os extratos hidroalcéolico obtidos. Os elevados teores de fendlicos nesses
solventes indicam que substancias fendlicas tém elevada afinidade por solventes polares.

Segundo Durling (2007), misturas hidroalcodlicas sdo possivelmente os solventes mais
adequados para a extracdo de salvia, que assim como alecrim e taruma pertence a familia
Lamiaceae, devido as diferentes polaridades dos constituintes ativos e a aceitabilidade deste

solvente para 0 consumo humano.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os resultados de atividade antioxidante dos extratos das folhas de R. officinalis e V.
megapotamica para os métodos de captura do radical DPPH e de inibi¢do do radical ABTS
sdo apresentados na Tabela 4. As atividades antioxidantes obtidas para os extratos avaliados
no presente trabalho foram comparadas com a atividade antioxidante do antioxidante sintético
BHT.

Tabela 4 — Atividade antioxidante dos extratos de Rosmarinus officinalis e Vitex megapotamica e BHT
atraves dos métodos DPPH e ABTS.

ECso (ug/mL) @ ABTS (UM TEAC/g) @
Solvente Rosmarinus Vitex Rosmarinus Vitex
officinalis megapotamica officinalis megapotamica

Etanol/agua (50/50)  16,0% + 0,7 19,9+ 1,2 756,9% +258 791,92 + 20,5

Etanol/agua (70/30)  12,99+1,1 69,8°+ 24 740,2® + 7,8 713,6" +29,9

BHT @ 59,7° +1,4? 5238 + 236 @)

™ Letras iguais na mesma coluna indicam que n&o ha diferenca significativa (p < 0,05)
23 A autora (2018); @™ Cruz (2016).
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O método do radical DPPH é um dos mais empregados devido a facilidade, precisdo e
reprodutibilidade na avaliagdo da atividade antioxidante de sucos de frutas e extratos vegetais
(SHAHIDI, 2015). Além disso, este método é altamente sensivel, sendo capaz de detectar
concentragdes muito baixas dos principios ativos (YOKOZAWA et al., 1998).

A atividade antioxidante foi apresentada em termos de ECso, que expressa a
concentracdo minima necessaria para o antioxidante reduzir em 50 % a concentracéo inicial
do DPPH. Sendo assim, o valor de ECso & inversamente proporcional a capacidade
antioxidante de um composto, ou seja, quanto menor for o valor do EC50, menor a
concentracdo necessaria para que se tenha 50 % da atividade antioxidante.

Determinou-se a atividade antioxidante do BHT, um composto sintético de
reconhecida atividade antioxidante, para fins de comparacdo com o0s extratos obtidos no
presente trabalho. A avaliacdo do BHT pelo método DPPH foi realizada com a mesma
metodologia empregada nos extratos.

De acordo com Reynertson, Basile e Kennelly (2005) os antioxidantes podem ser
classificados da seguinte forma: muito ativos (ECso inferiores a 50 pg/mL), moderadamente
ativos (ECso entre 50 e 100 pg/mL), levemente ativos (ECso entre 100 e 200 upg/mL) e
inativos (ECso maiores que 200 pg/mL).

Examinando a Tabela 4, verifica-se que o extrato de V. megapotamica obtido com
solvente etanol 70 % se classifica como moderadamente ativo e apresenta atividade
antioxidante inferior ao antioxidante sintético BHT. Os demais extratos apresentaram ECso
dentro da faixa de antioxidantes muito ativos e apresentaram resultado muito superior quando
comparado ao BHT, o que sugere um elevado potencial antioxidante dos extratos.

Os resultados encontrados indicam que os antioxidantes extraidos de V. megapotamica
e detectados por este método sdo preferencialmente mais polares, pois tiveram afinidade
maior com o solvente de maior polaridade (etanol 50 %).

O resultado encontrado de ECsg para extrato de V. megapotamica obtido com solvente
etanol 70 % (69,8 + 2,4 ng/mL) foi proximo ao obtido por Onofre et al. (2016) para o extrato
etanolico de V. megapotamica (67,57 + 1,16 pg/mL).

Os resultados encontrados para os extratos de R. officinalis com os diferentes
solventes ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5 % de significancia, isto
indica que os compostos presentes nos extratos de alecrim apresentam faixa de polaridade
mais ampla, variando de intermediaria a alta.

Genena et al. (2008) obtiveram um valor de 15,73 pug/mL para o extrato etandlico de

R. officinalis, proximo aos resultados obtidos no presente trabalho: 16,0 + 0,7 para etanol 50
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% e 12,9 = 1,1 para etanol 70 %. Os resultados obtidos no presente trabalho foram superiores
aos relatados por Mata et al. (2007), os quais foram 36,0 + 0,1 pug/mL para extrato etanélico e
37,3 £ 0,7 ug/mL para o extrato aquoso de R. officinalis.

Torna-se dificil a comparagéo dos resultados obtidos no presente trabalho com outros
dados disponiveis na literatura, tendo em vista que as particularidades na obtencdo dos
extratos e metodologias podem resultar em valores bastante distintos. Além disso, sabe-se que
0 contetdo de compostos bioativos dos extratos sofre interferéncia de fatores como:
condicdes genéticas e de crescimento, origem geogréafica e as condi¢cdes climaticas, data de
colheita, armazenamento e processamento da planta, o que impossibilita uma real comparagéo
(CAVERO et al., 2005).

O método do radical ABTS teve como objetivo verificar a capacidade dos extratos de
alecrim (R. officinalis) e taruma (V. megapotamica) em sequestrar o radical cation (ABTS)
comparado a um padrdo antioxidante (Trolox) em uma curva dose-resposta. Este método é
uma excelente ferramenta para determinar a atividade antioxidante de compostos doadores de
hidrogénio e de compostos terminadores de cadeias (RE et al. 1999). Os valores obtidos séo
apresentados na Tabela 4 e expressos em capacidade antioxidante equivalente ao Trolox
(TEAC).

Observando a Tabela 4, nota-se que os resultados obtidos pelo método ABTS para 0s
extratos de R. officinalis ndo apresentaram diferencas significativas entre si (p < 0,05). Além
disso, para V. megapotamica, identifica-se pouca variacdo em funcdo do solvente, embora os
resultados tenham apresentado diferenca significativa ao nivel de 95 % de confianca.

Kirca e Arslan (2008) obtiveram 424,39 + 0,96 uM TEAC/g de extrato metandlico de
R. officinalis, enquanto que Mihaylova et al. (2013) encontraram 1010 uM TEAC/g de extrato
comercial de R. officinalis. Tais valores sdo bastante distintos entre eles e dos verificados no
presente trabalho. Tal diferenca pode ser atribuida a diversos fatores, que véo desde a matéria
prima (fatores geneticos e ambientais, partes utilizadas e processamento) e diferencas na
metodologia de extracdo empregada.

Apesar disso, os resultados encontrados no presente trabalho encontram-se dentro da
faixa de valores (269,9 — 1006,7) de TEAC reportado por Shan et al. (2005) para extrato
metandlico de seis plantas da familia Lamiaceae estudadas pelos autores.

De acordo com a Tabela 4, os resultados obtidos para todos os extratos os extratos de
R. officinalis e V. megapotamica pelo método ABTS demonstraram-se abaixo do valor
mencionado para o0 antioxidante sintético BHT (5238 uM TEAC/g) obtido com a mesma

metodologia aplicada no presente estudo.
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Observando as tabelas 3 e 4 pode-se verificar uma correlagdo positiva entre 0s
resultados encontrados para fenolicos totais e ECso, uma vez que os extratos com maiores
teores de fenolicos relacionam-se com os bons resultados de inibi¢do do radical DPPH. Uma
correlacdo entre fendlicos e atividade antioxidante avaliada pelo método ABTS também foi
verificada para os extratos de V. megapotamica. Tais resultados sugerem que 0S compostos
fendlicos contribuiram significativamente para a capacidade antioxidante dos extratos
analisados.

Vérios autores descreveram essa correlacdo positiva entre compostos fendlicos e
capacidade antioxidante. Surveswaran et al. (2007) verificaram elevada relacdo entre
capacidade antioxidante (DPPH) e compostos fendlicos ao avaliar 113 extratos de plantas
medicinais da india. Mustafa et al. (2010) observaram correlagio linear positiva e altamente
significativa entre a atividade antioxidante e o conteddo fendlico total de 112 ervas
medicinais.

Entretanto, alguns autores (CAPECKA; MARECZEK; LEJA, 2005; KAHKONEN et
al.,1999; WONG; JEN; LAI, 2006) sugerem que nem sempre € possivel correlacionar os
fenolicos totais e a capacidade antioxidante. De fato, extrato de R. officinalis etanol 70% que
apresentou maior teor de fendlicos totais (175,5 * 4,3) resultou em atividade antioxidante via
ABTS (740,2 + 7,8) significativamente (p < 0,05) igual ao encontrado para R. officinalis
etanol 50% (756,9 + 25,8) cujo teor de fendlicos foi significativamente (p < 0,05) diferente e
inferior (147,4 + 1,4). Isso pode ser explicado por varios fatores, incluindo a presenca de
diferentes compostos ativos na planta que podem modificar a capacidade antioxidante, 0s
efeitos sinérgicos de diferentes compostos e as condi¢des experimentais (JAYAPRAKASHA,
PATIL, 2007). Além de fatores estruturais, tais quais a natureza dos grupos fendlicos e as
alteracdes causadas pela glicosilacdo (CHO et al., 2003).

Observando a Tabela 4 percebe-se que h& uma relagdo direta também entre o0s
resultados obtidos na avaliacdo da atividade antioxidante (DPPH e ABTS) para ambos 0s
materiais vegetais analisados. Tendo em vista que o extrato de V. megapotamica com maior
atividade antioxidante (etanol 70%) pelo método DPPH (791,9 + 20,5) apresentou também
melhor resultado para o método ABTS (19,9 £ 1,2). Da mesma forma, os extratos de R.
officinalis apresentaram valores sem diferenca significativa para analise de DPPH e 0 mesmo
foi observado para os valores encontrados pelo método ABTS. Esses resultados semelhantes,
sugere que os dois métodos possivelmente foram capazes de quantificar os mesmos

compostos.
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5 CONCLUSAO

Através desse estudo foi possivel demonstrar que o emprego de R. officinalis e V.
megapotamica como matéria prima para obtengdo de compostos antioxidantes € promissor,
podendo ser mais explorada visando sua utilizacdo na industria farmacéutica e de alimentos.
Os melhores rendimentos de extracdo para R. officinalis (21,8 + 0,3 %) e V. megapotamica
(19,6 £ 0,7) foram obtidos com etanol 70 %.

Os extratos de R. officinalis apresentaram um alto contetdo de compostos fendlicos e
forte atividade antioxidante (DPPH e ABTS) para ambos o0s solventes utilizados, indicando
gue seus compostos apresentam ampla faixa de polaridade que varia de intermediaria a polar.

Os extratos de V. megapotamica apresentaram melhores resultados de atividade
antioxidante (DPPH e ABTS) quando utilizado etanol 50 % como solvente, o que sugere que
0s compostos extraidos e responsaveis pela atividade antioxidante do extrato apresentam
elevada polaridade.

O método Soxhlet é interessante para obtencdo de extratos vegetais, uma vez que tem
como vantagens dispensabilidade de filtracdo ao término da extracdo, simplicidade e o
equipamento de baixo custo. Além disso, pode-se concluir através dos resultados obtidos que
esse método é capaz de proporcionar a obtencdo de extratos de elevado potencial

antioxidante.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

= Testar a atividade antimicrobiana dos extratos;

= |dentificar os compostos antioxidantes presentes no extrato por cromatografia;
= Auvaliar o efeito dos compostos bioativos no organismo humano;

= Testar outros métodos de extracao, tais como extracdo assistida por ultrassom e

extracdo com fluidos supercriticos.
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Apéndice 1: Curva analitica de acido galico
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Figura 11 — Curva padréo de &cido galico utilizada no calculo de TFT os extratos de R. officinalis e V.

megapotamica
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