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RESUMO

O uso de plantas medicinais para tratamento de problemas de satde decorre desde a antiguidade
e continua bastante atual. Com o passar do tempo e o avanco da tecnologia, se tornou mais facil
a identificacdo e a possibilidade de isolamento das substancias responsaveis pela atividade
fitoterapica. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o teor de compostos
fendlicos e atividade antioxidante de extratos da espécie Mimosa caesalpiniifolia, conhecida
popularmente como sabid. Este trabalho foi motivado pelos registros de uso das suas cascas na
medicina caseira como um bom tratamento para a bronquite, além de apresentarem aspecto
cicatrizante, e outras enfermidades. Os extratos foram obtidos através de imersdo em trés
solventes com diferentes polaridades (hexano, etanol e agua), sendo posteriormente submetidos
a testes que mostrassem evidéncias da presenca de compostos com atividade antioxidante. A
quantificacdo de fendis totais foi feita pela reacdo dos extratos com reagente de Folin-ciocalteu
em meio béasico, enquanto a determinacdo da atividade antioxidante utilizou 2 métodos
distintos: o primeiro consistiu na inibi¢ao da atividade do radical DPPH pela agédo do extrato e
no segundo foi utilizada a metodologia do cation radical ABTS*. O melhor rendimento
percentual na obtencdo do extrato bruto foi observado em geral nos extratos aquosos, com
destaque para o extrato aquoso das folhas com 11,24%. Em relacdo ao teor de fendis totais, o
melhor resultado foi referente ao extrato etandlico dos galhos, que apresentou valor igual a
33,64 mgEAG/g extrato, o que é considerado um valor baixo quando comparadas a outras
plantas com propriedades medicinais. Apesar disso, 0s testes antioxidantes mostraram 6timos
resultados para ambas as metodologias. O ensaio da reacdo com DPPH destaca novamente o
extrato etandlico dos galhos, com valor de Clso (concentracdo inibitoria de 50% do radical)
igual a 7,08 mg/L e em seguida, 0 extrato aquoso das cascas com 9,38 mg/L. com excecdo dos
extratos hexanicos, todos apresentraram atividade proxima aos padrdes positivos utilizados
(vitamina C: 43 mg/L e Trolox: 4 mg/L). Quanto ao ensaio com ABTS*, 0s extratos aquosos
dos galhos e etandlicos dos galhos (2658,57 81 umol/Ltrolox /g) e das cascas (2314,81 81
pmol/Ltrolox /g) mostraram os melhores resultados. Além disso, foi possivel observar tambem
certa relacdo entre a concentracdo de fenois dos extratos e a atividade antioxidante total
(ABTS™).

Palavras-Chave: Plantas medicinais. Mimosa caesalpiniifolia. Compostos fenolicos. Atividade
antioxidante.



ABSTRACT

The use of medicinal plants to treat health problems has been going on since ancient times and
remains very current. With the passage of time and the advancement of technology, the
identification and the possibility of isolation of the substances responsible for phytotherapeutic
activity became easier. Thus, the objective of the present work was to evaluate the content of
phenolic compounds and antioxidant activity of extracts of the species Mimosa caesalpiniifolia,
popularly known as thrush. This work was motivated by the records of the use of their peels in
home medicine as a good treatment for bronchitis, in addition to presenting a healing aspect,
and other diseases. The extracts were obtained by immersion in three solvents with different
polarities (hexane, ethanol and water), being subsequently subjected to tests that showed
evidence of the presence of compounds with antioxidant activity. The quantification of total
phenols was done by the reaction of the extracts with Folin-ciocalteu reagent in a basic medium,
while the determination of antioxidant activity used 2 different methods: the first consisted of
inhibiting the DPPH radical activity by the action of the extract and the second was the ABTS*
radical cation methodology was used. The best percentage yield in obtaining the crude extract
was observed in general in aqueous extracts, with emphasis on the aqueous extract of the leaves
with 11.24%. Regarding the total phenol content, the best result was related to the ethanolic
extract of the branches, which presented a value equal to 33.64 mgEAG/g extract, which is
considered a low value when compared to other plants with medicinal properties. Despite this,
the antioxidant tests showed excellent results for both methodologies. The DPPH reaction test
again highlights the ethanolic extract of the branches, with an IC50 value (inhibitory
concentration of 50% of the radical) equal to 7.08 mg/L and then the aqueous extract of the
barks with 9.38 mg/L. with the exception of hexane extracts, all showed activity close to the
positive standards used (vitamin C: 43 mg/L and Trolox: 4 mg/L). As for the test with ABTS™,
the aqueous extracts of the branches and ethanolic of the branches (2658,57 umol/L trolox/g)
and the barks (2314,81 pmol/L trolox/g) showed the best results. In addition, it was also
possible to observe a certain relationship between the concentration of phenols in the extracts
and the total antioxidant activity (ABTS™).

Keywords: Medicinal plants. Mimosa caesalpiniifolia. Phenolic compounds. Antioxidant
activity.
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1 INTRODUCAO

O mercado farmacéutico é certamente um dos mais lucrativos em todo o mundo, e
continua em expansdo. O crescimento desse mercado é tdo evidente, que, apesar da crise e com
vendas estimadas em US$ 33,1 bilhdes em 2017 o Brasil subiu duas posi¢des no ranking global,
tornando-se o sexto maior mercado farmacéutico do mundo, atras dos Estados Unidos, China,
Japéo, Alemanha e da Franga (BRASIL, 2018).

Inserido no ramo farmacéutico, vale ressaltar a utilizagcdo cada vez mais recorrente de
fitoterapicos. Apesar de a utilizacdo de plantas com fins medicinais - para tratamento, cura e
prevencdo de doencas — ser uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade,
esta continua sendo a base de um tema bastante recorrente ainda nos dias atuais (BANDEIRA,
2015).

Em areas da quimica, como a fitoquimica e a quimica verde por exemplo, o uso de
produtos naturais vem se destacando cada vez mais por se apresentarem como uma alternativa
promissora aos produtos sintéticos que, em alguns casos, apresentam prejudicialidade a saude
e/ou ao meio ambiente, além de custos mais elevados.

Alguns motivos pontuais corroboram para que o Brasil seja um dos paises mais
propensos ao investimento na pesquisa em produtos naturais. Por sua grande area territorial e
climas diversos em cada regido do pais, o Brasil detém uma das maiores diversidades do mundo
quando se trata da sua flora. Essa diversidade permite que se obtenha um grande “leque” de
opcoes, refletindo uma boa viabilidade quanto a estudos na area de atividades fitoquimicas.
Segundo Brasil (2012), no pais, 0 nimero de espécies de plantas ultrapassa os 55.000, o que
compreende quase 22% da flora mundial.

Apesar disso, ainda ndo se explora todo o potencial possivel com relacao a esses estudos.
As dificuldades envolvem os altos custos de pesquisa e inovagdo, além da rigorosidade cada
vez maior na exigéncia de documentacéo e testes clinicos impostas pelas agéncias regulatorias
(PINHEIRO JUNIOR; GADELHA; CASTRO, 2013).

Nesta linha de discusséo, a espécie Mimosa caesalpiniifolia faz parte da rica diversidade
da flora brasileira. Apesar de seu uso amplamente difundido no pais como estacas para cercas,
quebra-ventos, cercas-vivas ou até lenha para queima, o sabid (Mimosa caesalpiniifolia)
apresenta também propriedades farmacéuticas. De acordo com Carvalho (2007), a partir de
estudos realizados com as cascas da planta, foi observado que estas apresentam grande riqueza
em compostos polifendlicos.

Com base nesses dados, o presente trabalho, objetivou avaliar o teor de fendis totais
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pelo método do reagente de Folin-Ciocalteu de extratos hexanicos, etandlicos e aquosos. Foram
utilizadas as folhas, os galhos e as cascas do tronco da &rvore de sabiad (Mimosa
caesalpiniifolia), obtida na fazenda-escola do IFRN — Campus Apodi. Além disso, buscou-se
também o aprofundamento nos estudos da atividade antioxidante do material vegetal, utilizando
2 métodos distintos: a captura dos radicais livres 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e do 2,2’-

azino-bis(3-etilbenzotiazolina)6-acido sulfénico (ABTS).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 PRODUTOS NATURAIS

O uso dos produtos naturais iniciou-se hd milhares de anos por vérias populagdes, com
a finalidade de tratar diversas doengas e patologias. Ha relatos, por exemplo, do uso de plantas
com finalidades terapéuticas na China ja por volta de 3.000 a.C. (RICARDO, 2011).

No Brasil, as plantas medicinais e extratos ja eram usados pelos indios desde a época da
colonizacdo. A falta de conhecimento da populagcdo em geral sobre as propriedades desses
produtos fez com que houvesse grande importacdes de remedios, vindos principalmente da
Europa. Passaram-se muitos anos até que o conhecimento sobre as plantas medicinais
brasileiras tomasse propor¢des mundiais (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012).

Na década de 1960, entretanto, houve um certo “desinteresse” por parte de institutos de
pesquisa e industria farmacéutica pois se acreditava que 0S compostos naturais ativos mais
importantes ja haviam sido descobertos. O interesse voltou a emergir a partir dos anos 80,
quando o avanco da tecnologia permitiu que esses compostos fossem mais facilmente isolados,
e uma maior rapidez na identificacdo destes a partir de extratos vegetais, por exemplo
(TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Até hoje as pesquisas no ramo da quimica dos produtos naturais (QPN) séo bastante
favorecidas no Brasil: o pais possui uma mega biodiversidade, com climas e biomas diferentes.
Isso permite que muitas espécies vegetais sejam exclusivas do territério brasileiro, e devido a
sua complexidade, nem toda essa biodiversidade é sequer conhecida (COSTA-LOTUFO et al.,
2010).

Uma das maiores fontes de produtos naturais no Brasil diz respeito aos vegetais. A
utilizacdo de plantas medicinais é bastante recorrente, visto que, como afirma Forzza et al.
(2010) o pais detém entre 16 e 20% da flora de todo o planeta. Entretanto, o conhecimento sobre
as espécies ndo é tao vasto quanto poderia, ou seja, o potencial das espécies com propriedades
bioativas ndo € ainda explorado ao maximo.

O estudo das plantas medicinais e suas aplicacdes na cura das doencgas, em suas
diferentes formas de apresentacdo farmacéutica € conhecido como fitoterapia. Além de serem
utilizados diretamente das plantas, é possivel extrair os componentes ativos presentes em partes

das plantas para a fabricacdo de farmacos (BRITO et al., 2014).

2.2 PLANTAS MEDICINAIS

A utilizacao de plantas medicinais é certamente uma das formas de tratamento e cura de
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doencas mais antigas utilizadas pelo homem, perdurando até os dias atuais na medicina popular
devido a tradicao familiar, que faz com que esses ensinamentos passem geragao apds geracao.
As plantas medicinais podem ser definidas como todo e qualquer vegetal que possui substancias
que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de substancias que
possam ser utilizadas para esse proposito (PEREIRA et al., 2015).

Com o seu uso bastante difundido, as plantas medicinais ganharam bastante
popularidade nos Gltimos anos. De acordo com Brasileiro et al. (2008), fatores diversos
contribuiram para o aumento da utilizacdo de plantas medicinais, entre eles: o alto custo dos
medicamentos industrializados, o dificil acesso da populacdo a assisténcia médica, bem como
a tendéncia cada vez maior ao uso de produtos de origem natural.

Porém, as plantas medicinais desempenham papel muito importante também na
medicina moderna. Turolla; Nascimento (2006) destaca alguns motivos:

e Elas podem fornecer farmacos extremamente importantes, os quais dificilmente
seriam obtidos via sintese quimica;

e As fontes naturais fornecem compostos que podem ser levemente modificados,
tornando-os mais eficazes ou menos toxicos;

e Os produtos naturais podem ser utilizados como prototipos para obtencéo de
farmacos com atividades terapéuticas semelhantes a dos compostos originais.

Como ja citado anteriormente, o Brasil detém grande diversidade de flora,
principalmente por causa dos climas variados apresentados por cada regido. Levando em
destaque a regido nordeste do pais, a caatinga aparece com grande importancia, pois € um bioma
exclusivamente brasileiro, possuindo espécies vegetais s6 observadas nesse tipo de vegetacdo
(ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010).

Em pesquisa realizada no municipio de Caico — estado do Rio Grande do Norte — que
fica a 118 Km de Apodi e 220 da capital Natal, foram listadas diversas espécies utilizadas na

medicina popular pelos habitantes. Algumas delas podem ser observadas na Tabela 1 abaixo.
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Tabela 1: Algumas arvores comuns do nordeste brasileiro utilizadas na medicina

popular
Nome vulgar Nome cientifico Tipo Tratamentos
Favela Cnidoscolus quercifolius Pohl Arvore Dor de dente,
Ferimentos
Mastruz Chenopodium ambrosioides L. Erva Ulcera,
Gastrite, Gripe
Myracrodruon urundeuva Arvore Cancer,
Aroeira Alleméo inflamacéo,
doenca renal
Pereiro Aspidosperma pyrifolium Mart. Arvore Abortivo
Carnauba Copernicia cerifera (Arruda) Arvore Inflamacdo na
Mart. uretra
Doenga nos
Oiticica Licania rigida Benth Arvore rins,
emagrecer
Amburana cearensis (Allemao) Sinusite, tosse,
Cumaru A.C.Sm. Arvore prisdo de
ventre
Jurema-Preta Mimosa tenuiflora (Willd.) Arvore Inflamacao,
Poir. dor de barriga
Sideroxylon obtusifolium Dor, pancada,
Quixabeira (Humb. ex Roem. & Schult.) Arvore inflamacéo
T.D.Penn.
Verminose,
Juazeiro Ziziphus joazeiro Mart. Arvore higiene bucal,
caspa
Juca Caesalpinia ferrea Mart. Arvore Cicatrizante,
inflamacéo
Macela Egletes viscosa (L.) Less. Erva Ma digestao
Pau-d’arco roxo Tabebuia impetiginosa (Mart. Arvore Cancer,
ex DC.) Standl. ferimento
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Mandacaru Cereus jamacaru DC. Arbusto Ulcera,
fraturas

Xique-xique Pilosocereus gounellei (F.A.C. Arbusto Inflamacé&o na
Weber) Byles. uretra

Mofumbo Combretum leprosum Mart. Arbusto Dor de barriga

Apendicite,

Urtiga Cnidoscolus urens (L.) Arthur Subarbusto inflamacéo na
préstata

Velame Croton heliotropiifolius Kunth. Arbusto Dor de coluna

Fonte: Adaptado de ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010.
Apesar de ser ndo receber tanto destaque na literatura quanto outras plantas medicinais,

h& registros de que o sabia (Mimosa Caesalpiniiolia) também apresenta propriedades

farmacologicas bastante importantes.

2.3 CONSIDERACOES BOTANICAS: Mimosa caesalpiniifolia

O sabia (Mimosa caesalpiniifolia) € uma planta nativa da regido Nordeste do Brasil e

pertence a familia Fabaceae, sendo conhecida também como unha-de-gato em alguns estados.

A espécie apresenta ocorréncia natural nos estados do Maranhao, Piaui, Ceara, Rio Grande do

Norte, Paraiba e Sergipe, aléem de distribuicdo para outras regides do brasil (CNCFLORA,

2012), como mostra a Figura 1.
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Figura 1: Ocorréncia e distribuicdo da Mimosa caesalpiniifolia no Brasil
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Fonte: CNCFLORA, 2012.

E considerada uma arvore de pequeno & médio porte (Figura 2), que em fase adulta pode
atingir até 8 metros de altura, e cerca de 20 cm de diametro a altura do peito. Seu tronco
apresenta aclleos que vdo desaparecendo conforme a arvore envelhece, diferentemente dos
ramos, que mantém essa caracteristica (DRUMOND, 2010).

Essa espécie apresenta crescimento cespitoso, ou seja, de um Unico ponto na base da
planta surgem varios troncos, formando touceiras. Caracteriza-se, também, como uma planta
pioneira, caducifélia, heliofita, e que apresenta ocorréncia preferencialmente em solos
profundos, tanto em formacgdes primérias quanto secundarias (DRUMOND, 2010; LORENZI,

2000). E possivel observar a arvore na Figura 2 abaixo.
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Figura 2: Arvore de sabia

Yo f A RoR

Fonte: DRUMOND, 2010,

Além de heli6fita, ou seja, € uma planta que necessita de total exposicdo solar, o sabia
também € conhecido por ndo tolerar temperaturas baixas. Dessa forma, é facilmente
compreensivel que a espécie seja nativa da regido Nordeste, além de se desenvolver muito bem
em clima semi-arido (CARVALHO, 2007).

Sua madeira possui grande valor econdmico pois apresenta alto poder calorifico e
resisténcia fisico-mecanica. Por esse motivo, tem sido amplamente utilizada como alternativa
energética e, principalmente, para a producao de estacas em todo o Nordeste brasileiro. Além
disso, apresenta alta acessibilidade por parte de caprinos e ovinos, sendo utilizada tamem como
forrageira (MOURA et al, 2006).

A M. caesalpiniifolia € ainda amplamente explorada como fonte de madeira na
producdo de mourdes de cerca, lenha e carvdo, podendo ser estabelecida para formacédo de
cerca-viva ou em pastos arboreos. A espécie apresenta também grande potencial para o
reflorestamento em areas de solos tropicais degradados (MELO et al, 2018).

Apesar de escassa, a utilizacdo da planta para fins terapéuticos é relatada, segundo
Carvalho (2007) como uso, principalmente, na medicina caseira. A infusdo de suas cascas €
utilizada como um ténico que ajuda no tratamento da bronquite, enquanto o cozimento das
cascas possibilita o seu uso externo no estancamento de sangramentos e lavagem de ferimentos,
0 que remete a acao cicatrizante.

De acordo com estudos realizados no Laboratério de Quimica da Madeira do
Departamento de Produtos Florestais, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), a madeira dessa espécie apresenta grande riqueza em compostos polifendlicos,

apresentando 3,5% de tanino condensavel e 8 % de rendimento em taninos na madeira
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(CARVALHO, 2007)

H4 ainda indicios de que o sabié possua grandes utilidades do ponto de vista ecolégico
podendo ser utilizado na fitorremediagdo, prética que consiste na utilizacdo de plantas para
purificacdo de amientes terrestres ou aquaticos contaminados com substancias inorganicas. Por
isso, é importante o desenvolvimento de estratégias de preservacdo e uso racional dos seus
recursos (AVELINO et al., 2018).

2.4 RADICAIS LIVRES E ANTIOXIDANTES

Os radicais livres podem ser d&tomos ou moléculas, organicas ou ainda inorganicas,
possuindo pelo menos um elétron desemparelhado em seus orbitais externos, e mesmo assim
possuem existéncia independente. Agem como doadores ou aceptores de elétrons, promovendo
modificagdes nas espécies quimicas ao seu redor. Abaixo, estdo listados alguns radicais livres
comuns:

HOH- radical peroxil

O radical superoxido

OH- radical hidroxila

NO- oxido nitrico

O oxigénio dirradicalar (MARTELLI; NUNES, 2014).

A geracdo de radicais livres faz parte de um processo continuo e fisiolégico, cumprindo
funcdes bioldgicas relevantes. Sua geracdo pode ocorrer por meio de fontes enddgenas, como
inflamacéo e respiracdo aerobica, ou por meio de fontes exdgenas, como radiacéo ultravioleta,
medicamentos e tabagismo (PEREIRA; VIDAL; CONSTANT, 2009).

Durante os processos metabdlicos, esses radicais atuam como mediadores para a
transferéncia de elétrons nas varias reacdes bioquimicas que ocorrem. Quando produzidos em
quantidades adequadas, possibilitam a geracdo de ATP (energia), por meio da cadeia
transportadora de elétrons; fertilizacdo do Ovulo; ativagdo de genes; e participacdo de
mecanismos de defesa durante o processo de infeccdo (BARBOSA et al., 2010).

Porém, se produzidos em quantidade exagerada, podem causar danos, pois sao
altamente instaveis, o que faz com que essas espécies quimicas sejam bastante reativas. Por
esse motivo, estdo associados ao mal funcionamento de funcgdes fisiologicas, permitindo o
desenvolvimento de doencas (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Em contrapartida, surgem os antioxidantes, que de acordo com Tiveron (2010, p. 18)
compreendem “qualquer substancia que, presente em baixas concentragdes quando comparada

a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacao deste substrato de maneira eficaz”. A reacao
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genérica de um radical qualquer e uma espécie antioxidante é representada pela Equacdo 1
abaixo.
Re+AH > RH + A Eq. ()

O atomo de hidrogénio ativo do antioxidante ¢ abstraido pelo radical livre R formando-
se espécies inativas para a reacdo em cadeia e um radical inerte (A*) procedente do antioxidante.
Este radical, estabilizado por ressonéancia, ndo tem a capacidade de iniciar ou propagar as
reacdes oxidativas (TIVERON, 2015).

Exemplos de antioxidantes sintéticos mais utilizados na indUstria alimenticia sdo: butil-
hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e propil
galato (PG). Todos tém estrutura fendlica e estdo dispostos na Figura 3.

Figura 3: Alguns antioxidantes sintéticos.

OH OH
| (C (CH,),C | \(C
2 C(CH,), S~ C(CHY),
| = U
|
OCH, CH.
BHA BHT
{|]|{ {|]II
HO OH C(CH,).
"‘“T|f”x v
“‘x”/ “x*’(f#
COOC.H, OH
PG TBHOQ

Fonte: TIVERON, 2010.
Apesar de uma grande gama de antioxidantes ja ser conhecida, a busca por antioxidantes

naturais para produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos vem representando um
importante desafio para a pesquisa industrial nos ultimos anos (SILVA et al, 2010).

Além do aumento das possibilidades de produtos com capacidade antioxidante, ha
também um desejo da substituicdo dos antioxidantes sintéticos, os quais tem sido restringido
pelo seu potencial carcinogénico, e ainda sdo associados com outros males, como o aumento
do peso do figado, por exemplo (NOVAES et al., 2013).
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Entre os antioxidantes naturais mais conhecidos estdo as vitaminas, com destaque
principalmente para a C (acido ascorbico) e a vitamina E (a-tocoferol) (MORAIS et al., 2009),
respectivamente apresentados abaixo na Figura 4 abaixo.

Figura 4: Estruturas quimicas das vitaminas C e E
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Além das vitaminas, os carotendides, licopeno e compostos fendlicos de maneira geral
também sdo tratados como Otimos agentes antioxidantes naturais devido as propriedades de
neutralizacdo de radicais livres, quelacdo de metais e bloqueio da acdo de espécies reativas,
principalmente as de oxigénio (DEL RE; JORGE, 2012).

2.5 COMPOSTOS FENOLICOS

O que possibilita que certas arvores, ervas e arbustos (vegetais, no geral) apresentem
algumas propriedades medicinais é a presenca, em suas partes, de compostos chamados de
metabolitos. Os vegetais apresentam dois tipos de metabdlitos: os ditos primarios séo
responsaveis pelas fungdes vitais da planta, como o processo de fotossintese e respiracdo; ja 0s
metabolitos secundarios estdo ligados principalmente a estratégias de defesas e adaptacdo das
das plantas (CARDOSO; OLIVEIRA; CARDQOSO, 2019).

Ja nos seres humanos, esses metabolitos podem contribuir com propriedades
antibacterianas, antivirais, antitumorais, analgésicas, imunoestimulantes, entre outras. (MAS
TORO et al., 2017). Estes sdo divididos em trés grupos que apresentam distin¢cdes do ponto de
vista estrutural: os terpenos, compostos contendo nitrogénio e compostos fendlicos (VIZZOTO;
KROLOW; WEBER, 2010).

Os compostos fendlicos merecem grande destaque entre esses grupos. Suas estruturas
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apresentam VAarios grupos benzénicos caracteristicos, tendo como substituintes grupos
hidroxilas (SAMPAIQ, 2014), como mostra a Figura 5 abaixo.
Figura 5: Estrutura béasica de um fenol

OH

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
De acordo com sua estrutura, esses compostos dividem-se ainda em flavonoides (grupo

que compreende os polifendis) e ndo-flavonoides (fendis simples e acidos fendlicos). Exemplos
de ambos podem ser observados nas Figuras 6 e 7 a seguir.

Figura 6: Exemplo de polifenois: Catequinas
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Fonte: Adaptado de SILVA et al., 2010.

Figura 7: Exemplos de acidos fendlicos: (A) acido benzoico e (B) acido fenilacético
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Fonte: Adaptado de SILVA et al., 2010.
Por conta de suas propriedades, os compostos fendlicos tém sido associados com

diversas atividades ligadas a salde, entre elas: a diminuicdo dos niveis de agUcar no sangue,
reducdo do peso corporal, anticarcinogénico e anti-envelhecimento. Porém, os maiores

beneficios relatados sobre esses compostos sdo decorrentes de sua atividade antioxidante
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(VEGGI, 2013).

A atividade antioxidante de compostos fenolicos deve-se, principalmente, as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel
importante tanto na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres quanto na quelagdo de metais
de transicio (MIRANDA; CASTRO, SILVERIO, 2014).

Tanto os elétrons deslocalizados no anel benzénico quanto os disponiveis nos grupos
hidroxila conferem aos compostos fendlicos alta atividade antioxidante, visto que por doagdes
de hidrogénio ou de elétrons é possivel estabilizar radicais livres (SILVA et al., 2010).

2.6 FUNDAMENTO DOS METODOS: FENOIS TOTAIS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE

2.6.1 Fen0is totais: Folin-Ciocalteu

Uma variedade consideravel de técnicas pode ser utilizada no processo de quantificagéo
espectrometrica de compostos fendlicos. Dentre todas elas, a que utiliza o reagente de Folin-
Ciocalteu figura entre as mais utilizadas (SOUSA et al., 2007).

O ensaio colorimétrico que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu € um método
espectrofotométrico simples, baseando-se na interacdo das substancias redutoras com o
reagente de Folin-Ciocalteu. A composicao quimica deste reagente inclui o &cido fosfotungstico
(H3sPW12040) e &cido fosfomolibdico (HsPMo012040), onde o tungsténio e o molibdénio se
encontram em estado de oxidacdo +6. Eles sdo reduzidos a partir de extratos de vegetais ou
outras substancias testadas e que, originalmente, possuem coloracdo amarela (PIRES, 2017).

Quando na presenca de alguns agentes redutores, como 0s compostos fenolicos, ocorre
a formacgdo de complexos conhecidos como molibdénio-tungsténio azuis [(PMoW:1104)*], nos
quais a média do estado de oxidacdo dos metais esta entre 5 (V) e 6 (V1). Sua coloracao permite
a determinacdo da concentracdo das substancias redutoras em comprimentos de onda proximos
de 600-700 nm e que, ndo necessariamente, precisam ter natureza fenolica (ANDOLFATTO;
OLIVEIRA, 2014).

A Figura 8 mostra como ocorre essa reacdo com moléculas do &cido gélico, que é o

composto padrao utilizado para a curva de calibracdo nesse método.
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Figura 8: Reacéo de &cido gélico com o complexo fosfomolibdico do reagente de Folin-

Ciocalteu.
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Fonte: PIRES, 2017.

Porém, o maior ponto fraco do método € que pode haver a superestimacao do conteudo
fendlico. O motivo disso é que o reagente de Folin-Ciocalteu ndo € especifico para grupos
fendlicos, sofrendo interferéncias de outras substancias redutoras presentes na amostra. Varios
interferentes ndo fenolicos sdo conhecidos, como por exemplo, a vitamina C, proteinas e
acucares redutores (OLIVEIRA, 2009).

2.6.2 Antioxidantes: Radical DPPH
Diversos métodos sdo descritos na literatura para avaliar o potencial antioxidante de
extratos e/ou substancias isoladas. Um dos ensaios antioxidantes mais comuns € baseado na
captura do radical DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazil), produzindo um decréscimo da
absorbancia a 515/517 nm (ALVES et al., 2010). A estrutura do radical DPPH pode ser
obervada logo abaixo, na Figura 9.
Figura 9: Estrutura do radical DPPH

NO,

Fonte: TIVERON, 2010.
O teste de DPPH é um dos métodos indiretos mais antigos no que se refere a
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determinagéo de atividade antioxidante, sendo sugerido originalmente em 1950 com o intuito
de se descobrir doadores de hidrogénio em matérias naturais. Mais tarde foi utilizado para
determinar o potencial antioxidante de compostos fendlicos isolados e alimentos tdo bem como
amostras biologicamente relevantes (BORGES et al., 2011).

Nesse processo, ocorre uma reacao de oxirreducdo onde o radical DPPH é reduzido para
DPPH-H. O radical, antes apresentando coloracéo violeta, na forma reduzida tem sua coloracéo
alterada para amarela. Este ensaio se baseia no mecanismo de transferéncia de um elétron (do
inglés Single Electron Transfer - SET), processo que permite detectar a capacidade de um
potencial antioxidante em transferir um elétron e reduzir qualquer substancia, incluindo metais,
carbonilas e radicais (PIRES, 2017).

A reacdo do radical livre DPPH com um antioxidante (AH) e a transferencia de elétrons
podem ser observadas conforme com as Equacdes 1 e 2 (OLIVEIRA, 2015):

DPPH- + AH — DPPH — H + A Eq. (2)
DPPH. + H* — DPPH — H Eq. (3)

Na Figura 10, € possivel observar estruturalmente que a substancia antioxidante (AH)
age como doadora de um atomo de hidrogénio quando € adicionada a solucdo de DPPH,
reduzindo e estabilizando o radical DPPH e formando a hidrazina, propiciando assim a mudanca
de coloracdo na solucédo, de violeta para amarelo claro (CASTELO-BRANCO; TORRES,
2011):

Figura 10: Reacdo entre o radical livre DPPH e espécie antioxidante
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Fonte: OLIVEIRA, 2015.
O DPPH pode reagir com compostos fenolicos, bem como com acidos aromaticos

contendo apenas um grupamento. Uma vantagem caracteristica desse método é que ele ndo
envolve condicBes drasticas de temperatura e oxigenacdo. Porém, por ser um método
colorimétrico, ndo é muito aplicado para substancias coloridas devido a interferéncias por
pigmentos (BORGES et al., 2011).
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2.6.3 Antioxidantes: Radical ABTS

Assim como o método DPPH, o método que utiliza o radical 2,2"- azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), conhecido como ABTS, é também bastante utilizado em
ensaios para medir atividade antioxidante. A partir desse método é possivel avaliar a atividade
antioxidante de compostos tanto de natureza hirofilica quanto lipofilica (RUFINO et al, 2007).

Ao contrario do radical DPPH que pode ser diretamente utilizado, 0 ABTS"" necessita
ser gerado por meio de reacBes quimicas com persulfato de potéssio — K2S20s - e 4gua, dando
origem a um composto de cor azul esverdeada. A solucéo deve entdo ser estocada no escuro a
temperatura ambiente por 12— 16h antes do uso (SILVA, 2015). E possivel observar a formacao
do céation por meio da reacdo representada na Figura 11.

Figura 11: Formac&o do cation radical ABTS " pela reagdo com K>S>Os
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Fonte: SCOTTI et al., 2007.
O método antioxidante ABTS esta baseado na habilidade das espécies antioxidantes em

capturar o cation radical ABTS™*. Com a adicdo de um antioxidante, ocorre a reducdo do
ABTS™ a ABTS promovendo a perda da coloracdo do meio reacional. Com a perda de cor, a
porcentagem de inibicdo do ABTS* é determinada em funcéo do Trolox, um padrdo submetido
as mesmas condicOes de andlise do antioxidante (TIVERON, 2010).

A leitura se da por meio da absorbancia lida em espectro de absorcdo de UV-Vis maxima
em 734 nm e, a medida que a captura do radical vai ocorrendo, hd& um decréscimo da
absorbéncia, visualizada pela reducéo da intensidade da cor do composto (SILVA, 2015).

Assim como o0 método DPPH, apresenta boa estabilidade (SOUZA, 2013), porém, com
a vantagem de apresentar boa solubilidade tanto em solvente orgénicos como em aquosos,
podendo ser aplicado na determinacdo da capacidade antioxidante de extratos e fluidos
corporeos (RIBEIRO, 2011).
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3 METODOLOGIA

3.1 COLETA DO MATERIAL E OBTENC}AO DOS EXTRATOS

O material vegetal (folhas, galhos e cascas) foi obtido na unidade Fazenda-escola do
Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Norte (IFRN) — Campus
Apodi (5°37'35.9"S; 37°48'28.6"W).

As partes da arvore foram trituradas e deixadas sob acdo do vento para secagem e
posterior pesagem. Apos isso, foram pesados em recipientes de vidro quantidades na faixa de
100 a 300g (dependendo da parte da arvore utilizada), e o material vegetal foi imerso
completamente, e separadamente, em solventes pelo tempo de 72h. A extragéo foi realizada trés
vezes, sendo a primeira em hexano (P.A.), a segunda em etanol (P.A.) e a Ultima, em agua
destilada, utilizando volumes proximos a 1L.

Apos esse periodo, o extrato foi filtadro utilizando funil de vidro e algoddo, e o solvente
totalmente evaporado em rotaevaporador e, quando necessario, 0 banho-maria foi utilizado. Os
extratos foram transferidos para recipientes de vidro, pesados e os seus rendimentos foram

calculados de acordo com a equacéo 4 abaixo:

R% = (=-2)x 100% Eq. (4)

Onde: R% - rendimento percentual

MEDB - massa de extrato bruto

MT - massa total de vegetal

3.2 QUANTIFICACAO DE FENOIS TOTAIS

A determinacdo de fenois totais foi realizada segundo Bonolli et.al. (2004), através do
método do reagente de Folin-Ciocalteu. Uma pequena por¢do (10 mg) de cada extrato foi
dissolvida em metanol, sendo esse volume transferido para baldo volumétrico de 100 mL, onde
teve o menisco aferido com metanol. Dessa primeira solucdo, foi retirada uma aliquota de 7,5
mL e transerida para baldo volumétrico de 50 mL, que teve seu volume novamente completado
com metanol.

Desta Ultima solucdo, foram utilizadas aliquotas de 100 pL em tubos de ensaio, onde
foram agitadas com 500 pL do reagente Folin-Ciocalteu e 6 mL de dgua destilada por 1 minuto.
Apos esse tempo, foram adicionados 2 mL de solugdo de Na,CO3 15% (m/v) a mistura, que foi
agitada por 2 minutos. Foi adicionada agua destilada a mistura até que seu volume total
chegasse a 10 mL, e os tubos de ensaio contendo as amostras foram mantidos em repouso e na

auséncia de luz por um periodo de 2h.
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A absorbancia das amostras foi medida a 750 nm em espectrofotdmetro UV-Vis marca
TEKNA T-2000, tendo como "branco™ o metanol e todos os reagentes, menos o extrato. As
analises foram realizadas em triplicata.

O teor de fenois totais (FT) foi determinado por interpolacdo da absorbancia das
amostras contra a curva de calibracéo construida com padrées de acido galico (10 a 350 pg/mL).
Os resultados foram expressos em mg de EAG (equivalentes de acido galico) por grama de

extrato.

3.3 AVALIA(;AO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
3.3.1 Meétodo de captura do radical DPPH

Os extratos foram submetidos ao teste de atividade antioxidante por meio da captura do
radical DPPH, descrito por Almeida et al. (2010). 100 mg de cada extrato foram dissolvidos e
diluidos em metanol, a fim de se obter solugdes em diversas concentracfes diferentes (1000,
500, 100, 50 e 10 ppm). Aliquotas de 1 mL de cada dilui¢do do extrato foram transferidas para
tubos de ensaio, em ambiente escuro, onde reagiram com 1 mL de uma solugédo de DPPH 60
pmol/L.

Apos decorridos 30 minutos de reacdo, a leitura das absorbéancias foi feita em
espectrofotémetro UV-Vis marca TEKNA T-2000, em comprimento de onda de 520 nm, sendo
utilizado como branco 1 mL da solucdo do radical com 1 mL de metanol, sem amostra. As
analises foram realizadas em triplicata.

A porcentagem de inibicdo de cada extrato (% in) foi calculada de acordo com a

Equacdo 5 abaixo.

. abs —abs
% in = DPPH AMOSTRA x 100 Eq. (5)
abspppu

Sendo:
% in — Porcentagem de inibicdo do radical pela acdo do extrato;
AbsprpH— Absorbancia do ensaio em branco;
Absamostra— Absorbancia do ensaio com extrato.
Os valores de inibicdo foram utilizados em software Excel para verificacdo da

linearidade dos resultados, e entdo posteriormente foram calculados os valores de Clso.

3.3.2 Meétodo de captura do radical ABTS
O ensaio foi realizado utilizando o método descrito por Rufino et al. (2007). O radical

:ABTS foi obtido pela reacdo da solu¢do de ABTS 7 mmol/L com uma solucdo de K>S,Og 140
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mmol/L, deixados na auséncia de luz e a 25°C durante 12-16h. Ap0s reacéo, o radical formado
foi diluido em etanol (aproximadamente 1 mL de radical para 100 mL de etanol) até que pudesse
ser observada absorbancia de 0,700 em comprimento de onda de 734 nm.

Os extratos foram dissolvidos em etanol e diluidos em, pelo menos, trés concentracdes
entre 100 e 2000 umol/L (variavel dependendo da efetividade do extrato). Em ambiente escuro,
30 L de cada diluicdo do extrato foram transferidos para tubos de ensaio contendo 3 mL de
solugdo do radical ABTS. As analises foram realizadas em triplicata.

Apbés 6 minutos de reacdo, foram relizadas as leituras de absorbancias em
espectrofotometro UV-Vis marca TEKNA T-2000 utilizando etanol como branco, a 734 nm.
Como referéncia, foi utilizado Trolox entre 100 e 2000 umol/L, e os resultados expressos em
pHMtrolox/g amostra.

Os célculos foram realizados da seguinte forma:

Primeiramente, utilizando a curva de calibracdo padréo, foi calculada a absorbancia
referente a concentracdo de trolox igual a 1000 pmol/L, de acordo com a Equacdo 6 abaixo.

y= —ax+b Eq. 6

Sendo: x = 1000 pmol/L de trolox

y = Absorbéancia referente a 1000 pumol/L de trolox
Posteriormente, a absorbancia obtida foi utilizada nas curvas de linearidade dos extratos
para obtencdo da diluicdo da amostra em mg/L, como mostra a Equacéo 7.
y= —ax+b Eq. 7
Onde: y = Absorbancia referente a 1000 umol/L de trolox
X = Diluicdo da amostra em mg/L

O resultado encontrado (x) na Equacéo 7 foi dividido por 1000 para obtencéo do valor
em g. o resultado final (Equacdo z) foi calculado pela diviséo de 1000 (umol/L) pelo valor de
X (g) e multiplicado por 1 (g) para conversdo do valor final (Z) em umol/L trolox/ g extrato,

como é mostrado abaixo.

X(@=——  Eq8

1000
1000
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 OBTENCAO E RENDIMENTO DOS EXTRATOS

A retirada das partes da planta ocorreu com a ajuda dos servidores responsaveis. Houve
o cuidado, ainda, de danificar o minimo possivel a &rvore, apenas o necessario para a obtencéo
dos extratos. E possivel observar o material vegetal abaixo, na Figura 12.
Figura 12: Material vegetal apos a coleta: (A) Folhas, (B) galhos e (C) cascas da Sabia.

Fonte: Elaborado pelo autor, 209.
Os recipientes utilizados sdo mostrados abaixo, na Figura 13, ja com o material imerso
em solvente.

Figura 13: Recipientes utilizados para extracéo

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

E importante ressaltar que, apesar de que a previsio fosse utilizar 300g de cada parte da
planta, os recipientes ndo apresentaram capacidade suficiente. Além disso, pela diferenga de
densidade entre folhas, galhos e cascas, foram utilizadas quantidades diferentes de cada material

vegetal. As massas de vegetal utilizadas estdo dispostas na Tabela 2 a seguir.
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Tabela 2: Massas totais de vegetal utilizadas na obtencdo dos extratos

MATERIAL VEGETAL MASSA TOTAL (g)
FOLHAS 170,65
GALHOS 205,15
CASCAS 217,71

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
Na Figura 14, é possivel observar os extratos brutos ap6s a evaporacdo de todo o
solvente. Naturalmente, ha certa diferenca na coloracdo de cada um, de acordo com a parte da
planta que foi usada.

Figura 14: Extratos ap0s evaporacgdo do solvente
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
Apos transferidos, os extratos foram novamente pesados e dessa forma foi possivel

calcular a massa de extrato bruto obtida. Os valores estdo organizados na Tabela 3.

Tabela 3: Massas de extrato bruto obtidos em diferentes solventes

MATERIAL MASSA DE EXTRATO BRUTO (g)

VEGETAL Hexano Etanol Agua
Folhas 2,0479 11,8455 19,1857
Galhos 0,4895 5,0792 8,6373
Cascas 0,3127 2,7589 3,6411

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
E possivel observar que, apesar de as folhas serem o material utilizado com menor massa

(170,65 g), foi delas que houve a obtencdo das maiores quantidades de extrato, considerando
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cada um dos trés solventes usados.

Apoés obtidas as massas de extrato bruto, o Ultimo passo consistiu no célculo do
rendimento percentual (R%), por meio da equacdo 4, apresentada anteriormente. Os
rendimentos obtidos estdo dispostos na Figura 15 a seguir.

Figura 15: Rendimentos percentuais dos extratos
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
Observando os valores dispostos na Figura 15, é possivel constatar que 0s maiores

rendimentos obtidos (em todos os solventes, vale destacar) ficaram por conta das folhas,
apresentando sempre valores maiores que o dobro dos rendimentos obtidos para os galhos. As
cascas, por sua vez, apresentaram o menor rendimento em todos os solventes.

Houve também grande diferenca quanto aos solventes utilizados. Considerando o
mesmo material vegetal, a extracdo em agua foi a mais efetiva, aparecendo inclusive com o
maior rendimento (extrato aquoso de folhas): 11,24%. Extratos etan6licos se mostraram com
rendimentos intermediarios, enquanto 0s hexanicos apresentaram os 3 piores rendimentos no
geral — folhas: 1,20%, galhos: 0,24% e cascas: 0,14%.

Levando em consideracao a regra geral de solubilidade, que afirma resumidamente que
semelhante dissolve semelhante, hd uma tendéncia prévia de que ha uma concentragdo maior

de compostos polares do que de compostos apolares no material vegetal utilizado.

4.2 FENOIS TOTAIS PELO METODO FOLIN-CIOCALTEU
A quantificacdo de compostos fendlicos nesse caso é de suma importancia, pois como

ja mencionado, esses compostos estdo diretamente associados com atividades farmacoldgicas,
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em especial a atividade antioxidante de vegetais (TIVERON, 2010).

Em meio bésico, substancias redutoras (a exemplo dos compostos fendlicos) conseguem
atuar na reducdo do reagente de Folin-ciocalteu, deixando a solu¢do com coloracdo azulada
(PIRES et al., 2017). Utilizando a curva de calibragdo construida com padréo de acido galico
abaixo, exibida na Figura 16, foi possivel chegar ao valores apresentados na Tabela 4 logo a

sequir.
Figura 16: Curva de calibracdo padrdo de &cido galico
Padrio Acido Galico
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
Tabela 4: Teor de fendis totais dos extratos
MATERIAL TEOR DE FENOIS TOTAIS (mgEAG/g extrato bruto)
VEGETAL Hexano Etanol Agua
Folhas --* 1,64 3,00
Galhos 3,30 33,64 17,82
Cascas 1,78 23,00 9,64

*Abaixo do limite de deteccdo
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Observa-se que o maior teor de fendis foi relatado nos extratos de etanol (com excessao
das folhas), sendo o valor de 33,64 mgEAG/g extrato referente ao extrato dos galhos e 23,00
mgEAG/g extrato referente ao das cascas. Nesse quesito, 0s extratos aquosos aparecem um
pouco abaixo, com valores iguais a 17,82 e 9,64 mgEAG/g extrato para galhos e cascas,
respectivamente.

E possivel observar também os extratos hexanicos apresentaram valores muito baixos
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ou ainda valores indetectaveis neste método, o que é justificavel. A maioria dos compostos
fendlicos é encontrada na natureza na forma de ésteres e heterosideos, apresentando dessa
forma, maior solubilidade em solventes polares (OLDONI, 2007).

Além dos extratos hexanicos, o que também foi observado é que ha a indicacdo de que
ndo ha concentracdo consideravel de compostos fendlicos nas folhas da arvore de Sabid, uma
vez que em nenhum dos solventes foi detectada grande atividade redutora do reagente de Folin-
ciocalteu, comparado as outras partes da arvore.

Ao estudar extratos das folhas e frutos do Jamel@o (Syzygium cumini L.), que também
apresenta ocorréncia na regido Nordeste, Veber et al. (2015) observou maior concentracéo de
compostos fendlicos nas folhas da arvore em comparacdao com os frutos. Em média, as folhas
apresentaram 237,52 mgEAG/100g de extrato, enquanto o melhor resultado referente aos frutos
se mostrou igual a 109,17 mgeEAG/100g de extrato.

Sousa et al. (2007), em testes fitoquimicos realizados com 5 plantas medicinais distintas
(Terminalia brasiliensis Camb., Terminalia fagifolia Mart. et Zucc., Cenostigma macrophyllum
Tul. var. acuminata Teles Freire, Qualea grandiflora Mart. e Copernicia prunifera (Miller) H.
E. Moore), relatou teor de compostos fendlicos igual a 763,63 e 667,90 mgEAG/g de extrato
em extratos de cascas e folhas, respectivamente, da Terminalia brasiliensis (cerne-amarelo).

Com isso, percebe-se que os valores de concentracdo de fendis obtidos (mesmo em
extratos etandlicos) mostram-se bastante abaixo quando comparados a outras plantas que

possuem atividades farmacolégicas.

4.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE: DPPH

A Figura 17 mostra as diluicGes realizadas para cada extrato. Quando o0s extratos se
mostraram muito efetivos na inibicdo do radical, foram feitas solu¢fes ainda mais diluidas dos
mesmos, com concentracdes iguais a 2 e 4 mg/L.

Figura 17: Diluices realizadas para teste de captura do DPPH

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
Apos a reacdo e leitura das absorbancias, a porcentagem de inibicdo do radical (% in)
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foi calculada e os valores dispostos na Tabela 5.

Tabela 5: % inibicdo para diferentes diluicdes dos extratos

2 4 10 50 100 500 1000
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
EHF -2 -2 311% 12,22% 21,12%  89,65% 93,17%
EHG 2 2 -b 0,83% 1,86% 10,33% 17,98%
EHC = -2 2,42% - 2,02% 15,72% 31,65%
EEF | 9,75% 17,51% 28,88% 90,43% 93,68% - -
EEG | 14,02% 27,68% 70,85% 93,36% - - -
EEC | 523% 10,09% 39,25% 92,34%  92,52% - -
EAF b 1,54%  557% 4536%  77,52% 85,98% -
EAG | 11,73% 24,38% 48,52% 89,44% € ¢ -
EAC | 4,78% 16,88% 53,82% 85,99% - - -

EHF — Extrato Hexano Folhas; EHG - Extrato Hexano Galhos; EHC - Extrato Hexano Cascas; EEF — Extrato
Etanol Folhas; EEG — Extrato Etanol Galhos; EEC — Extrato Etanol Cascas; EAF — Extrato Aquoso Folhas; EAG
— Extrato Aquoso Galhos; EAC — Extrato Aquoso Cascas.

-2 N&o foi realizada diluicdo para essa concentracao

-> Néo foi detectada inibicio

-¢ Ponto onde houve decréscimo da inibicao

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Em 50 mg/L, os extratos etandlicos ja apresentaram inibicdo superior a 90%, o que
indica grande atividade antioxidante. Os extratos aquosos ndo ficam muito atras (com excecao
das folhas), com cerca de 89% de inibicéo referente aos galhos e 86% as cascas. Ja 0s hexanicos
ndo tiveram o mesmo desempenho, porém € interessante destacar que os extratos das folhas
apresentaram inibicdo bastante superior aos galhos e cascas para 0 mesmo solvente.

Os valores da Tabela 5 foram utilizados em software Excel para com o intuito de
observar a linearidade dos resultados, permitindo a obtencéo das curvas para calculo do Clso

(Apéndice A). Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6: Valores de Clsg

MATERIAL Clso (mg/L)

VEGETAL Hexano Etanol Agua
Folhas 271,04 24,74 62,70
Galhos NAA 7,08 10,21
Cascas NAA 26,50 9,38

Vitamina C 43,0
Trolox 4,00

NAA — N4o apresentou atividade
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Novamente, destacam-se 0s extratos etanolicos, apresentando valores mais efetivos que
0 padréo positivo de vitamina C, porém menos efetivos que o trolox, um analogo sintético da
vitamina E. O melhor resultado de Clso para esses extratos foi observado nos galhos com 7,08
mg/L, muito proximo ao padrdo trolox. Em seguida as folhas, com 24,74 mg/L e cascas com
26,5 mg/L. destacando que, quanto menor o valor de CEso, maior € o poder antioxidante do
extrato.

Os extratos aquosos também apresentaram resultados bastante positivos, com 9,38 mg/L
nos extratos das cascas, 10,21 mg/L nos dos galhos e 62,70 mg/L nos das folhas. Com excessao
das folhas (271,04 mg/L), os extratos hexanicos ndo apresentaram atividade antioxante
detectavel para 0 método de captura do radical DPPH.

O trabalho desenvolvido por Morais et al. (2016) realizou estudos com extratos em
diferentes polaridades das folhas, galhos e raizes da espécie Cnidoscolus phyllacanthus
(Faveleira). Utilizando a mesma metodologia, 0 melhor resultado de CEsg foi encontrado no
extrato das folhas em hexano, com valor igual a 58,30 mg/L, proximo ao padrdo de vitamina
C, porém, em nenhum outro extrato se conseguiu outro valor tdo expressivo quanto o
mencionado anteriormente.

Tiveron (2010) utilizou o método de captura do DPPH para avaliar o poder antioxidante
de varias verduras, legumes e hortalicas. A hortalica que apresentou melhor (consequentemente,
menor) valor de CExo foi a alface (17,07 mg/mL); em seguida, a alcachofra (18,14 mg/mL). O

pior resultado ficou por conta da salsa (109,82 mg/mL).

4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE: ABTS
Excluindo-se o fator de preparacdo do radical, que leva o periodo entre 12-16h, o0 método

antioxidante que utiliza o cation radical ABTS™ é de realizacdo rapida e bastante simples. O
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cation radical ABTS"" que possui coloragdo verde-escura, quando na presenca de antioxidantes
sofre um decréscimo na absorbéancia, o que pode ser confirmado observando o clareamento da
cor do radical, como ilustra a Figura 18.

Quanto melhor ou mais concentrado for o antioxidante, mais fraca é a cor do radical.

Da esquerda para a direita, as diluicdes dos extratos utilizados possuem concentragdes iguais a
100, 1000 e 2000 mg/L.

Figura 18: Reacdo do ABTS™ com dilui¢des diferentes do extrato etanélico das folhas do
Sabia

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
A linearidade das absorbancias foi verificada e a partir das curvas obtidas (Apéndice B),

e a atividade antioxidante total dos extratos foi calculada em funcéo da curva de calibragédo do
Trolox abaixo (Figura 19). Os resultados estdo organizados na Tabela 7.

Figura 19: Curva de calibragdo padrdo de Trolox
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
E possivel observar que o melhor resultado foi obtido na analise do extrato etanélico
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dos galhos da planta, com valor igual a 2658,57 umol/Ltrolox/g extrato. Logo em seguida,
aparece 0 extrato etandlico das cascas, igual a 2314,81 pmol/Ltrolox /g extrato.
Tabela 7: Atividade antioxidante dos extratos em func¢do do trolox pelo método ABTS™

EXTRATOS ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
(umol/Ltrolox /g)

HEXANO FOLHAS 62,91
HEXANO GALHOS 14,66
HEXANO CASCAS 57,00
ETANOL FOLHAS 934,58
ETANOL GALHOS 2658,57
ETANOL CASCAS 2314,81

AGUA FOLHAS 292,31

AGUA GALHOS 1449,28

AGUA CASCAS 871,84

-2 Acima do limite de detecdo
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Morais et al. (2013) realizou trabalhos sobre a atividade antioxidante de frutos e
sementes presentes no cerrado brasileiro. O ensaio feito com ABTS'™ utilizou extratos
metanolicos e em acetona desses materiais vegetais. Os melhores resultados foram observados
no mesocarpo da Caryocar brasiliensis (Pequi) e na semente da Solanum lycocarpum (Lobeira)
com valores respectivos de 1230,0 e 820,0 umol/Ltrolox /g extrato.

Ja Souza (2013) utilizou etanol acidificado com HCI para extracdo em folhas de 6
diferentes espécies de plantas. Enquanto a maior atividade antioxidante foi encontrada na folha
de guabiroba (13439,45 umol/Ltrolox /g extrato), o valor obtido para a acerola (3040,85
pmol/Ltrolox /g extrato) mostrou-se quase 5 vezes menor.

Os valores de atividade antioxidante obtidos tanto no método de captura do DDPH
quanto do cation radical ABTS™" deixaram claro que dentre todos os extratos estudados, 0s

hexanicos sdo 0s que possuem a menor quantidade de compostos com poder antioxidante.

45 CORRELACAO ENTRE OS METODOS DE DETERMINACAO DE COMPOSTOS
FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
Os resultados referentes a teor de Fendis Totais e aos dois métodos de determinacéo de
atividade antioxidante foram analisados em Software Excel a fim de verificar se estes

apresentaram boas correlagcoes entre si.
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Compostos fendlicos estdo diretamente ligados a atividade antioxidante. Achkar et al.

(2013) afirma que a ingestdo de alimentos ricos em fendis e acidos fendlicos possuem relacdo

direta com a baixa incidéncia e ainda a baixa mortalidade decorrente de cancer.

A Figura 20 mostra os fatores de correlacdo entre o teor de Fendis Totais e 0 método

DPPH, enquanto a Figura 21 relaciona os compostos fendlicos totais e 0 método antioxidante

ABTS.
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Figura 20: Correlagdo Fendis Totais x DPPH
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

E possivel observar que ndo houve correlacdo linear consideravel entre o teor de fendis

totais € 0 método DPPH, uma vez que o fator de correlagdo se mostrou muito baixo (R? =

0,3163). Apesar disso, o Extrato Etanol Galhos (EEG) apresentou maior teor de fendis, com
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33,64 mgEAG/g extrato e também o melhor valor de Clso, com 7,08 mg/L.

Jé& observando a Figura 21, percebe-se uma correlagdo bem mais evidente entre o teor
de fendis e a atividade antioxidante ABTS, com R? bem mais significativo, igual a 0,8852.
Novamente, destaca-se 0 EEG, que além do maior teor de fendis, também apresentou maior
atividade antioxidante para esse método com 2658,57 pumol/Ltrolox. De forma geral, 0s
melhores extratos em termos de fendis totais também apresentaram os melhores resultados para
0 método antioxidante ABTS.

Por fim, a Figura 22 mostra possiveis correlacdes entre os dois métodos de atividade
antioxidante. Porém, novamente ndo ha confirmacdo de boa correlagdo entre os dois métodos,
uma vez que o fator de correlacio mostrou-se mais uma vez muito baixo (R? = 0,3759).

Figura 22: Correlagcdo Método DPPH x ABTS
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
O mesmo padréo entre as correlacdes pode ser observado no trabalho de Tiveron (2010).

No caso, as correlagdes entre Fenois Totais x DPPH (R? = 0,3400) e DPPH x ABTS (R? =
0,3603) se mostraram muito baixas, enquanto a relacdo de compostos fenélicos com o método
antioxidante ABTS mostrou-se como a mais evidente entre elas, visto que seu fator de
correlacdo foi igual a 0,6319. Esse tipo de comparacdo entre os resultados torna ainda mais
claras as distingbes de cada método na analise de um mesmo grupo de compostos, como cada

método possui formas de deteccdo diferentes.
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5 CONCLUSOES

O rendimento dos extratos se mostrou satisfatorio, porém deixou claro que o material
vegetal utilizado possuia baixa concentracdo de compostos sollveis no solvente hexano
(apolares).

A quantificacdo de fendis totais mostrou-se abaixo do esperado e de outros trabalhos
utilizados como comparagdo, mesmo nos extratos etandlicos, citados na literatura como um dos
mais eficientes na extragdo de compostos dessa natureza.

A avaliacdo do potencial antioxidante pelo método de captura do DPPH revelou que os
extratos obtidos possuem boa resposta ao método, pois foram observados resultados
satisfatdrios (caso dos extratos aquosos e etandlicos) e muito proximos de antioxidantes ja
conhecidos e utilizados como padrdo positivo, a exemplo da vitamina C e do Trolox. O ensaio
ABTS"" também mostrou melhores resultados para extratos etanélicos e aquoso.

Apesar disso, ndo houve correlacdo evidente entre os dois metodos antioxidantes. Em
contrapartida, foi possivel observar certa relacéo entre o teor de fendis e 0 método antioxidante
que utiliza o ABTS™, algo ja documentado também na literatura.

Valores tdo positivos de atividade antioxidante encontrados nos extratos etanolicos e
aquosos (nos dois métodos utilizados, o0 que € importante) sustentam a premissa da realizacéo

de pesquisas posteriores acerca dos compostos presentes na arvore de sabia.
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APENDICE A - CURVAS DE LINEARIDADE DO METODO DPPH
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APENDICE B — CURVAS DE LINEARIDADE DO METODO ABTS™
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