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RESUMO

O consumo de chas e infusdes de ervas é difundido e traz diversos beneficios a saude
devido aos compostos bioativos presentes nessas bebidas. Entre os efeitos benéficos
ressalta-se a antioxidante por prevenir doencas e o envelhecimento precoce, ao
combater radicais livres e espécies oxigenadas que danificam células do organismo.
Para potencializar esses beneficios, € importante identificar e mensurar adequadamente
0s compostos bioativos por meio de técnicas que os extraem e concentram sem
degrada-los, como é o caso da EDGE™, técnica ainda em estado da arte, da
espectrofotometria e da Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia (HPLC). Este estudo
otimizou a extragdo EDGE™ para determinar compostos fendlicos totais (TPC) em ervas
medicinais, utilizando uma matriz Doehlert com variaveis de tempo e temperatura,
analisadas por Metodologia de Superficie de Resposta e ANOVA. A atividade
antioxidante dos extratos de capim-limao, espinheiro branco e espinheira santa foi
avaliada pelos ensaios ABTS, DPPH e FRAP, correlacionando-as ao TPC medido pelo
método Folin-Ciocalteau. Além disso, os analitos n&o-volateis dos extratos
hidroetandlicos foram identificados e quantificados por cromatografia liquida com
deteccdo por arranjo de diodos. As analises preliminares revelaram que as amostras
estdo de acordo com os limites da Legislagao brasileira que prevé LMRs entre 8 e 12%.
A otimizagao revelou uma temperatura de 165,5°C e o tempo de 6,03 minutos como
condi¢bes ideais para a extragcao de compostos fendlicos. O TPC foi de 59,65 mg GAE/g
no capim-limao, com identificagdo por HPLC UV-Vis/DAD de acido cafeico (15,01 u L"),
acido p-cumarico (3,70 p L"), acido trans-ferulico (16,49 y L) e acido trans-3-
hidroxicinamico (3,06 u L). No espinheiro branco, o TPC foi de 85,62 mg GAE/g,
contendo acido cafeico (10,98 p L), acido p-cumarico (5,78 u L), teofilina (6,37 u L")
e rutina (93,05 p L"). Por fim, a espinheira santa apresentou TPC de 25,92 mg GAE/g
de fenolicos, com acido cafeico (14,59 p L), acido p-cumarico (3,49 p L), acido
cinamico (3,82 uy L) e teofilina (2,49 p L™"). A avaliagdo combinada dos ensaios
antioxidantes forneceu um perfil abrangente da atividade antioxidante in vitro dos
extratos. No ensaio ABTS, os valores de captura foram de 55,71 + 2,74 mg TE/g para
capim-limao (CL), 19,5 + 0,92 mg TE/g para espinheira santa (ES) e 82,41 + 4,14 mg
TE/g para espinheiro branco (EB). No ensaio DPPH, as capacidades antioxidantes
foram de 22,34 + 0,1 mg TE/g (CL), 5,83 + 0,55 mg TE/g (ES) e 54,64 + 0,27 mg TE/g
(EB). O potencial redutor foi maior em EB (1920,4 1+ 66,39 mg TE/g), seguido por ES
(1216,3 £ 47,02 mg TE/g) e CL (1158,92 + 29,87 mg TE/qg).

PALAVRAS-CHAVE: EDGE™; Compostos fenolicos; Extratos hidroetandlicos; Compostos

antioxidantes.



ABSTRACT

Tea and herbal infusions are widely consumed and offer numerous health benefits,
primarily due to their bioactive compounds. These compounds have powerful antioxidant
properties that help prevent diseases and slow premature aging by neutralizing free
radicals and oxygenated species that can damage cells. To fully harness these benefits,
it is essential to accurately identify and measure bioactive compounds using advanced
techniques that extract and concentrate them without degradation. Cutting-edge
methods such as EDGE, spectrophotometry, and High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) are particularly effective in this process. This study optimized
EDGE extraction to determine total phenolic compounds (TPC) in medicinal herbs using
a Doehlert matrix with time and temperature variables. The optimization process was
analyzed through Response Surface Methodology and ANOVA. The antioxidant activity
in vitro of lemongrass, hawthorn, and espinheira santa extracts was evaluated using
ABTS, DPPH, and FRAP assays, correlating the results with TPC values measured by
the Folin-Ciocalteu method. Additionally, non-volatile analytes in the hydroethanolic
extracts were identified and quantified using liquid chromatography with diode array
detection. The TPC was 59.65 mg GAE/g in lemongrass, with HPLC UV-Vis/DAD
identification of caffeic acid (15.01 py L), p-coumaric acid (3.70 y L"), transferulic acid
(16.49 p L") and trans-3-hydroxycinnamic acid (3.06 p L"). In hawthorn, the TPC was
85.62 mg GAE/g, containing caffeic acid (10.98 y L™), p-coumaric acid (5.78 u L),
theophylline (6.37 p L"), and rutin (93.05 p L"). Finally, espinheira santa presented a
TPC of 25.92 mg GAE/g of phenolics, with caffeic acid (14.59 y L"), p-coumaric acid
(3.49 p L"), cinnamic acid (3.82 p L") and theophylline (2.49 u L"). The combined
evaluation of the antioxidant assays provided a comprehensive profile of the in vitro
antioxidant activity of the extracts. In the ABTS assay, capture values were 55.71 + 2.74
mg TE/g for lemongrass (CL), 19.5 £ 0.92 mg TE/g for espinheira santa (ES), and 82.41
*+ 4.14 mg TE/g for hawthorn (EB). In the DPPH assay, the antioxidant capacities were
22.34 £ 0.1 mg TE/g (CL), 5.83 £ 0.55 mg TE/g (ES), and 54.64 + 0.27 mg TE/g (EB).
The reducing potential was highest in EB (1920.4 £ 66.39 mg TE/g), followed by ES
(1216.3 £ 47.02 mg TE/g) and CL (1158.92 + 29.87 mg TE/g). These results provide a
comprehensive profile of the in vitro antioxidant activity of the extracts, highlighting their

potential health benefits.

KEYWORDS: EDGE™; Phenolic compounds; Hydroethanolic Extracts; Antioxidant

compounds.
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1 INTRODUGAO

O consumo de plantas medicinais € amplamente disseminado ao redor do mundo.
Relatos histéricos descrevem uso de plantas medicinais e aromaticas, ha centenas de
anos. Na india pratica-se o consumo de plantas segundo a medicina ayurvédica [1, 2],
em que as plantas sdo incorporadas a alimentagdo in natura, em condimentos e
acompanhamentos, temperos, chas e infusdes. Na China, o consumo de plantas com fins
medicinais também é conhecido, principalmente os chas e infusbées com propriedades
antioxidantes [3].

Mesmo em paises de lingua inglesa, a tradicao do consumo de chas e infusdes é
altamente disseminada desde meados do século XV, sendo mantida até os dias atuais
devido aos beneficios a saude atribuidos aos seus constituintes. Os chas e infusdes séo
utilizados para as mais diversas finalidades, as quais variam de acordo com a crenga
popular ou com estudos cientificos. Por exemplo, temos infusbes com reconhecida agao
digestiva, calmante, antipirética, emagrecedora e antioxidante, dentre outras [4].

As infusbes com propriedades antioxidantes auxiliam no combate aos radicais livres
que se formam nos organismos. Os radicais livres (RLs) sdo espécies que ocorrem
naturalmente no organismo, por estresse metabdlico, devido a fatores como ma
alimentagéo, consumo de medicamentos, tabagismo, consumo de bebidas e exposi¢cao
solar, dentre outros [5].

Os Radicais Livres (RLs) sdo moléculas instaveis caracterizadas pela presenga de
um elétron desemparelhado. Para alcangar estabilidade, essas moléculas reagem com
outras, retirando seus elétrons, o que resulta na formagao de novos radicais livres. Esse
processo desencadeia uma cascata de reagdes que pode ter efeitos benéficos, como a
destruicao de patégenos pelo sistema imunolégico e a sinalizagdo de perigo celular, ou
efeitos prejudiciais, como a oxidacdo do DNA e danos celulares [6].

Essas espécies reativas promovem a oxidagdo do material genético, causando
danos celulares que contribuem para o desenvolvimento de doencgas e o envelhecimento
celular. Para neutraliza-las, o organismo dispde de antioxidantes, que podem ser
enddgenos ou obtidos por meio da dieta, destacando-se o papel dos chas e infusdes
como fontes importantes desses compostos [4,6].

Os principais compostos bioativos que conferem atividade antioxidante aos chas e
infusbes sdo os polifendis que incluem catequinas, flavonoides, teaflavinas. Estes
compostos atuam neutralizando os radicais livres, inibindo a peroxidacao lipidica e
reduzindo a inflamacdo. As catequinas, por exemplo, sdo eficazes na protecdo das
células contra o estresse oxidativo e tém sido associadas a melhoria da fungao endotelial
e a prevengao de doengas metabdlicas [5].

Além dos polifendis, outros compostos como os acidos fendlicos e as vitaminas

presentes nessas bebidas também contribuem para suas propriedades antioxidantes [6].
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A interacdo associada entre esses compostos bioativos pode potencializar os efeitos
antioxidantes, proporcionando beneficios adicionais a saude, suprimindo espécies com
elétrons desemparelhados (radicais livres) ou regulando os impactos causados por essas
espécies [6].

Uma vez que esses compostos bioativos sdo importantes na dieta, entender a
composigao fitoquimica, bem como extrair esses compostos de matrizes vegetais sem
degrada-los é de grande importancia visto que ha necessidade de garantir a qualidade
da matéria-prima para a finalidade a qual o bioativo for destinado.

Recentemente, o sistema EDGE™ de extragdo guiada por dispersdo energizada
(EDGE, do inglés Energized Dispersive Guided Extraction), que combina extracao por
dispersao em fase solida com extracao acelerada por solvente, tem se destacado como
alternativa aos métodos tradicionais de extragcdo de compostos bioativos de matrizes
vegetais [7,8]. A extragdo realizada no sistema EDGE™ é considerada mais rapida que
métodos como a extracdo Soxhlet, além disso, é mais automatizada que o processo
conhecido como QUEChERS (método rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro, do
inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and safe) e simplifica o processo de
extragdo utilizando solventes [7,8]. Entretanto, ainda sdo poucos os estudos sobre as
aplicagdes da EDGE™ na extragdo de compostos bioativos de plantas, o que indica a
possibilidade de estudos acerca da composi¢cao fitoquimica de espécies nativas
brasileiras, utilizando a técnica de extracdo como base.

O presente estudo tem como objetivo otimizar a extragdo guiada por dispersao
energizada (EDGE™) a partir dos pardmetros de tempo e temperatura, utilizando uma
matriz Doehlert. Além disso, visa caracterizar os extratos hidroetandlicos de folhas de
diferentes ervas medicinais, avaliando o conteudo fendlico por meio da reagao de Folin-
Ciocalteu e suas atividades antioxidantes in vitro pelos ensaios de ABTS, DPPH e FRAP.
A separacgao, identificacao e quantificagdo dos analitos foi realizada por cromatografia

liquida de alta performance com detector de arranjo de diodos (HPLC UV-Vis/DAD).

2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 O consumo de plantas medicinais

O consumo de plantas e ervas medicinais € amplamente disseminado na cultura
mundial. Essas plantas e ervas sdo consumidas de diversas formas, sendo as mais
populares os condimentos e chas ou infusdes [5,9-11].

Quanto a definicado de cha, é referida a bebida preparada utilizando as folhas da
planta Camellia sinensis, [11] sendo que, a definicdo mais aceita para os demais preparos
realizados a partir de outras espécies de plantas é infusdo. Entretanto, neste trabalho

serdo usadas as duas denominagdes como sinénimos.



Os chas sao popularmente consumidos como complemento alimentar saudavel
devido as suas propriedades bioativas. Dentre esses efeitos terapéuticos, a acao
antioxidante é mais notavel, uma vez que essas plantas possuem alto teor de compostos
fendlicos [11-14].

Alguns dos compostos encontrados nos chas incluem compostos fendlicos
(catequinas, teaflavinas, taninos e flavondides), juntamente com polissacarideos e
alcaldides (cafeina, teobromina e teofilina); também proteinas, lipidios e elementos
inorganicos como selénio, ferro e manganés [5,15].

Essa variedade de elementos na constituicdo natural caracteriza a bebida como um
sistema quimico complexo. Portanto, compreender a composi¢gdo quimica de chas é
importante pois esta bebida pode ser perigosa quando ingerida, representando riscos a
saude [5,6]. Dessa forma, a identificacao correta das espécies utilizadas no preparo de
chas, bem como a regulamentagao apropriada s&o aspectos igualmente importantes.

O cha é definido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como um
produto de origem vegetal, composto pela planta inteira, fragmentos ou mesmo partes
moidas, que pode ou nao incorporar diferentes partes (folhas, caules, flores, frutas e
raizes) em sua composi¢ao. Além disso, cha refere-se ao material vegetal obtido por meio
de processos técnicos adaptados a cada espécie, cujo foco é exclusivamente o preparo
de alimentos e bebidas por maceragao ou decocg¢ao em agua potavel e ndo tem finalidade
terapéutica medicinal [11,16].

Uma vez que chas e infusdes sao ricos em compostos bioativos, estudos acerca da
toxicidade, composicao e posologia sdo importantes. Ainda, é essencial uma legislagéo
que controle e fiscalize a qualidade dos principios ativos, trazendo seguranga alimentar a
seu consumo. Dessa forma, o Ministério da Saulde, através da ANVISA, determinou a
fiscalizacao dos chas vendidos comercialmente através da Portaria 519 de julho de 1998.
Esse documento estabelece medidas e padrdes técnicos para identificacao e qualidade
das plantas destinada ao preparo de infusées e decocgdes [16].

Atualmente esta em vigor a Resolugao da Diretoria Colegiada (RDC) de setembro
de 2005 que aprova aspectos técnicos para avaliagao de riscos e protegao a saude do
consumidor de café, cevada, erva-mate, chas e produtos soluveis. ARDC 277/2005 [17]
estabelece as condi¢gdes minimas de identificacdo e qualidade dos materiais vegetais
utilizados no preparo dessas bebidas.

Ainda, de modo a ampliar a fiscalizagao e controle do consumo e comercializagao
de chas e infusdes, ainda em 2005, o Ministério da Saude aprovou sob regulamentagao
da ANVISA a RDC 267, que traz o Regulamento Técnico de Espécies Vegetais para o
Preparo de Chas e infusbes, excluindo deste regulamento as espécies vegetais com

finalidade medicamentosa ou terapéutica [18].



2.2 As plantas em estudo

As plantas utilizadas com finalidade fitoterapica englobam varios mecanismos de
acgdes terapéutica como digestdrios, anti-inflamatérios, antioxidantes, anti-hipertensivos,
dentre outros. Neste estudo serdo destacadas as plantas cujo foco é a producédo de

infusdes com reconhecida atividade antioxidante.

2.2.1 Espinheiro branco (Crataegus Oxycantha linn)

Aidentificagcao taxondmica da Crataegus Oxycantha linn consta na Livraria Nacional
de Medicina do Centro Nacional de Informagbdes sobre Biotecnologia, tendo sido
registrado em 1753, sob numero 510738 [19]. Crataegus € um género arbdreo e arbustivo
da familia Rosaceae, com cerca de 250 espécies conhecidas [20]. No Brasil, a espécie é

conhecida popularmente por espinheiro branco (Hawthorn).

O espinheiro branco (EB) (Figura 1) é uma planta com propriedades medicinais
reconhecidas, com registro oficial no sistema internacional de medicina homeopatica,
sendo comumente utilizado em tratamentos cardiovasculares [20]. Sao consumidos
folhas, flores e frutos dessa espécie em infusdes ou medicamentos e suplementos
comerciais. Segundo a Biblioteca digital de Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), a ocorréncia dessa espécie se da apenas por cultivo controlado no Rio Grande
do Sul [21].

Figura 1: Detalhes planta, flores e frutos da espécie Crataegus Oxycantha (espinheiro
branco).

Fonte: O autor, Freepik.

Em relagao as aplicagdes do potencial bioativo do espinheiro branco, os estudos

tém origem bastante antiga, sendo utilizado pelos celtas em rituais para cura de moléstias



do coracéo e pelos chineses, em bebidas com a mesma finalidade [20,22]. Na América
do Norte, a planta é bastante utilizada pelos indigenas.

Uma vez que o espinheiro branco é reconhecido por suas aplicagcdes medicinais, a
composicgao fitoquimica de folhas, flores e frutos tem sido amplamente estudada. Dentre
os compostos de principal interesse fitoquimico e aos quais sao atribuidas as
propriedades terapéuticas estdo os flavonoides e procianidinas oligoméricas e outros
compostos como acidos triterpénicos, acidos orgénicos, esterdis e aminas, sendo os
primeiros apontados como componentes majoritarios responsaveis por efeitos anti-
inflamatérios, redutor de colesterol [23] e antioxidante [19,24,25].

Zhang et al. [26] citam que os compostos bioativos envolvidos nas atividades
terapéuticas e beneficios a saude atribuidos ao espinheiro branco sao polifendis (acido
clorogénico, proantocianidina B2, epicatequina), flavondides (proantocianidinas,
mucoxantina, quercetina, rutina) e triterpendides pentaciclicos (acido ursélico, acido
espinheiro, acido oleandlico), que também sao seus principais constituintes quimicos [26].

Os estudos sobre o espinheiro branco focam na atividade antioxidante de extratos
associada a tratamentos cardiacos, hepaticos e contra cancer. A Tabela 1 apresenta um

levantamento bibliografico sobre os estudos ja desenvolvidos com esta planta.

Tabela 1. Levantamento Bibliografico sobre estudos desenvolvidos com espinheiro
branco (Crataegus oxycantha).

Ref. Objetivos

[27] Os autores utilizaram extratos metandlicos de espinheiro branco produzidos por
decoccdo para amenizar o estresse oxidativo e danos cardiacos pelo método de
reducdo de cobre (CUPRAC).

[28] Os autores realizaram um estudo comparativo entre duas espécies do género
Crataegus, dentre eles o espinheiro branco em termos de compostos fendlicos e
atividade antioxidante. O estudo foi realizado utilizando flores como amostra, etanol
ou etanol 50% como solventes extratores e a separacdo e identificacdo dos
compostos foi feita por LC-MS.

[29] O estudo visou a determinagdo do contetdo fendlico e atividade antioxidante de
folhas e flores de espinheiro branco a partir da extragcdo sélido-liquido utilizando
solventes de diferentes polaridades. O maior teor de compostos fendlicos para folhas
foi obtido usando acetato de etila como solvente extrator (345.60 = 0.23 mg/L).

[30] Os autores avaliaram o extrato aquoso de espinheiro branco para reducdo do teor
de tetracloreto de carbono em ensaios in vivo de oxidacdo hepatica via fibrose cistica
induzida. Foi avaliada a atividade antioxidante do extrato que foi determinada por
FRAP (877.8 umol + 5.33 AAE) bem como o teor de fendlicos totais por Folin-
Ciocalteau 150.37 £1.33 mg EAG).

[31] Os autores realizaram um estudo sobre a determinacédo do teor de compostos
fendlicos em flores e frutos de espinheiro branco. O extrato foi obtido por micro-
ondas, por 2 minutos a partir de 0,5 g de amostra e 50 mL de metanol 50% como
solvente extrator. O extrato foi caracterizado por HPLC/DAD e a atividade
antioxidante foi determinada por FRAP (559.6 + 109.4 para flores e 581.2 + 60.1 para
os frutos mg EAG). O teor de fendlicos totais foi obtido por Folin-Ciocalteau (2759.0
+ 333.6 para flores e 3145.2 + 992.6 para os frutos).

[32] Realizaram um estudo sobre a quimio prevencao da colite em ratos, a partir do cha
de espinheiro branco. O extrato aquoso foi obtido por decocgdo, tendo sido
caracterizado quanto ao teor de fendlicos por Folin-Ciocalteau (165.55 + 2.20 mg




EAG), e atividade antioxidante por FRAP (0,62+ 0,06 umol TROLOX/mL) e ORAC
(entre 4,31 e + 0,71 pmol TROLOX/mL

[33] Os autores avaliaram a influencia da inclusdo do extrato de espinheiro branco na
dieta de frangos de corte a partir da atividade antilipidémica e antioxidante do extrato.
O teor de fendlicos totais foi de 102.43+ 2 mg EAG e o total de inibi¢cdo pelo ensaio
de DPPH foi de 91.80 + 0.5 %.

2.2.2 Capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf)

A Cymbopogon citratus € uma planta da familia Poaceae, que conta com mais de
180 espécies de gramineas conhecidas originarias do continente asiatico e cujo cultivo
se estendeu para regides tropicais ao redor do mundo, uma vez que altas temperaturas
e clima umido favorecem o crescimento da planta [34,35]. Esta espécie foi registrada em
1906 e consta na Livraria Nacional de Medicina do Centro Nacional de Informagdes sobre
Biotecnologia sob o numero de identificagdo taxonédmica 66014 [36].

No Brasil, pais de rica flora em que o uso de plantas tradicionalmente ditas
medicinais € bastante difundido, também s&o encontrados exemplares da Cymbopogon
citratus popularmente conhecida por capim-limao ou capim santo (CL) [37-39]. O capim
limao ja é considerada uma planta naturalizada e tem ocorréncia comprovada nas regides
norte, nordeste, centro-oeste, sudeste e sul do pais [40]. A Figura 2 apresenta imagens

com detalhes da planta Capim-Limao.

Figura 2: Detalhes da folha, planta arbustiva e bulbos da espécie Cymbopogon citratus.

Fonte: O autor, Freepik.

As aplicacdes para o extrato de capim limao sao diversas e estao focadas em varios
setores como saude e alimentacao. Os extratos dos brotos e folhas sdo empregados em

medicamentos, cosméticos e suplementos alimentares uma vez que a planta sao



atribuidas propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatdria, antibacteriana,
para citar algumas [39,41-44].

As propriedades medicinais que sdo imputadas a espécie justificam estudos que
visam elucidar a composicao fitoquimica, e que sdo naturalmente estendidos ao extrato
e Oleo essencial, cujas composi¢cbes sao distintas [38,39] e contemplam uma grande
variedade de aplicagdes etnofarmacologicas [34,45,46].

Os compostos quimicos envolvidos nas atividades farmacologicas da Cymbopogon
Citratus sao acidos fenodlicos, flavonoides, estilbenos. Destaca-se como composto
majoritario em 6leos essenciais da planta o citral. O citral € uma mistura de isémeros,
geranial (a-citral) e neral ([3-citral) sendo uma molécula hidrossolivel [43,46].

Em complemento, diversos estudos destacam o potencial antioxidante significativo
dos extratos do capim-limao [46], relacionado a presenca de compostos fendlicos. Os
beneficios atribuidos a erva estido associados ao combate ao estresse oxidativo e,
consequentemente ao alivio de sintomas cardiovasculares, neurodegenerativos,
respiratérios e anti-inflamatdrio [46], relacionados as formas de consumo dos bioativos
presentes na composig¢ao do capim-limao, os chas e infusdes, além do 6leo essencial.

Os principais compostos fendlicos relatados na composi¢ao dos extratos de chas e
infusdo do capim limdo encontram-se os acidos galico, elagico, cafeico, p-cumarico,
clorogénico, hidroxibenzaicos, siringico, vanilico, trans ferulico e trans cindmico, além da
catequina, epicatequina, rutina, quercetina [47-49]. A Tabela 2 apresenta um breve
levantamento bibliografico de estudos desenvolvidos com esta erva com foco na

composig¢ao quimica e antioxidante do capim-limao

Tabela 2. Levantamento Bibliografico sobre estudos desenvolvidos com capim-limao
(Cymbopogon citratus stapf).

Ref. Objetivos

O perfil de extratos obtidos por decocgao foi avaliado por cromatografia liquida com
detecgdo por arranjo de diodos, com foto na avaliagdo anti-inflamatéria. Os
[50] resultados dos autores sugerem uma composi¢ao rica em polifendlicos, taninos e
flavonodides, em especial a luteolina, a qual é atribuida a propriedade anti-inflamatéria
dos extratos e capim-limao.
Os autores avaliaram o melhor método de extracdo para bioativos do capim-limao
utilizando métodos convencionais e a extragao assistida por ultrassom. Foi avaliada
[51] pelos autores a melhor temperatura para extragao de modo a conservar os bioativos
determinando sua capacidade antioxidante e antimicrobiana usando embutidos de
frango. A atividade antioxidante foi determinada por FRAP, ORAC e DPPH.
Os autores realizaram o estudo em que nanoparticulas de prata foram adicionadas
a extratos de capim-liméo e testadas para patdogenos dominantes. Os extratos foram
obtidos por Soxhlet e foi observado um teor compostos fenélicos de 1584.56 £16,32
mg/100g EAG.
Os autores buscaram otimizar as condi¢oes de extracéo a fim de obter e caracterizar
o extrato com maior conteudo fendlico. O conteudo fendlico foi de 71,98 0,33 mg
[48] GAE/100 mL extrato e a atividade antioxidante, avaliada por DPPH, foram de 80,63
0,49 mg TE/100mL extrato. A melhor condigéo de extragao foi 98,3°C e 11,3 min de
decocgao.
Os autores avaliaram os efeitos da solubilizacdo do colesterol submetidos a
tratamento com extrato de capim-limdo preparados por decocgdo. O peffil

[52]

[49]
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cromatografico revelou os acidos p-cumarico, cafeico e acido fertlico, os flavonoéides

C- e O-glicosilados da luteolina e. por fim, taninos do tipo condensado, procianidinas

do tipo B.

Os autores avaliaram o melhor método de extragdo para a extratos de mudas de

capim-limao obtidos por trés métodos de extragdo, a infusdo, a maceragido e

ultrassom. Para todos os métodos de extragdo foram avaliados como solventes
[53] extratores dos bioativos o etanol 99% e a agua ultrapura. Os resultados indicaram
que o melhor solvente para a extragdo dos bioativos foi o ultrassom, cujos picos
caracteristicos dos compostos foram avaliados em termos de intensidade por
cromatografia liquida com deteccao por arranjo de diodos.
O objetivo do estudo foi a avaliagao fitoquimica de extratos hidroetandlicos (70%) de
capim-limdo para possiveis usos como suplementagdo alimentar. Os autores
comparacao a farinha de trigo convencional com farinha de capim lim&o obtendo teor
de fendlicos de 240.46 + 0.20 mg/100g EAG para a farinha de capim limdo. Em
relagdo a atividade antioxidante, a farinha de capim-limdo obteve 60.18 + 0.14
mg/100 g de GAE.

[54]

2.2.3 Espinheira Santa (Sorocea bonplandii)

A Sorocea bonplandii € uma planta pertencente a familia Moraceae, encontrada em
grande extensao do territério brasileiro (regides centro-oeste, sudeste e sul do pais).
Ainda, a espécie Sorocea bonplandii foi registrada em 1875, sob niumero de registro
taxondmico 241921 [40,55].

A Figura 3 apresenta em detalhes partes da planta da planta Sorocea bonplandii
(folhas, fluorescéncia e frutos), sendo que a parte utilizada para o preparo de infusbes
séo as folhas.

Figura 3: Detalhes da planta, folhas, florescéncia e frutos da Sorocea bonplandii.

Fonte: O autor, Freepik.

A espécie, conhecida popularmente como cincho, mata-olho ou falsa espinheira-
santa (ES), é nativa da Mata Atlantica e Caatinga [55-59]. Seu interesse farmacolégico
decorre da comercializagdo sob o nome de espinheira-santa, devido as semelhangas

morfoldgicas com Maytenus ilicifolia (espinheira-santa verdadeira) [55,60-63]. Contudo, a
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literatura carece de estudos detalhados sobre o perfil quimico ou a eficacia fitoterapica da
Sorocea bonplandii, incluindo andlises perfilaticas ou fingerprint metabolémicos [54,55].
Sao atribuidas comumente acbes terapéuticas de alivio gastrico e analgésico na S.
bonplandii, a¢des estas que sdo verificadas para a M.ilicifolia com maior dimens&o de
relatos [54,63].

Os estudos existentes na literatura concentram-se na espinheira santa verdadeira
e na distingdo dessa planta e das suas principais espécies comercializadas (Maytenus
aquifolia e Sorocea bonplandii) [64]. Apesar de a literatura indicar semelhangas entre
componentes majoritarios encontrados na Sorocea bonplandii e na Maytenus ilicifolia,
nao esta completamente clara a sua caracterizagdo quimica [55].

A escassa literatura aponta a Soroceina A como o constituinte majoritario na
composicao, tendo sido relatados dois compostos fendlicos isoprendides inéditos, o
sorocenol A, B, C, D, E e F [64,65-67,66].

Considerando estudos mais recentes, Antunes et al., [65] realizaram a diferenciacéo
entre M. llicifolia e suas espécies adulterantes, indicando que existem diferencas entre o
fingerprint de flavonoides e no teor minimo de epicatequinas. Os autores utilizaram a
cromatografia de camada fina e alto desempenho (HPTLC, do inglés High Performance
Tin Layer Chromatography) para comparar a concentragao de epicatequinas. A técnica
de extragado adotada foi o refluxo com agua ou metanol para obteng¢ao dos extratos.

Ali et al. [60] conduziram um estudo para diferenciar as caracteristicas morfolégicas
similares e os perfis metabdlicos utilizando ressonancia magnética nuclear (NMR, do
inglés Nuclear Magnetic Resonance). Os autores ressaltaram que o uso da técnica na
obtengao de informagdes moleculares globais seria mais recomendado do que investigar
biomarcadores. Normalmente os estudos sdo focados em flavonoides como
biomarcadores de interesse, sendo analisados por técnicas como cromatografia e
espectroscopia. O estudo nao encontrou diferengas significativas nos perfis obtidos para
diferenciacao das plantas uma vez que os constituintes sao bastante similares.

Do Amaral et al. [61] por sua vez, conduziram um estudo de identificacdo da planta
verdadeira em meio a amostras de comerciais. O estudo observou as caracteristicas
anatbmicas (padrdes de veias) das folhas para posteriores comparagdes com dados da
literatura de maneira a garantir a autenticidade da planta utilizando fotomicrografia.

A Tabela 3 apresenta um levantamento bibliografico de estudos ja desenvolvidos

com a falsa espinheira santa envolvendo diversas finalidades.



Tabela 3. Levantamento Bibliografico sobre estudos desenvolvidos com falsa espinheira

santa (Sorocea bonplandii).

Ref. Objetivos

[64] Avaliacao do extrato metandlico obtido a partir das raizes da Sorocea bonplandii e
seu uso como droga de inducéo.

[67] Isolamento de Sorocenol A e B e dos compostos fendlicos isoprenilados da raiz de
Sorocea bonplandii por *H NMR.

[68] Fiscalizacdo do comercio da espécie Sorocea bonplandii como adulterante da espécie
Maytenus illicifolia.

[56] Estudos tedrico das propriedades farmacolégicas da Maytenus illicifolia e de duas
espécies adulterantes.

[69] Estudo de extratos hidroetandlicos (70%) obtidos por maceracdo na inibicdo da
atividade bacteriana.

[70] Identificacdo das espécies adulterantes comercializadas como espinheira santa por
analise morfolégica das folhas, odor e presenca de caracteristicas tépicas. .

[71] Caracterizagéo das folhas da espécie Sorocea bonplandii por microscopia 6tica para

verificacdo de padrbes de identificacéo.

[55] Avaliar o uso da Maytenus illicifolia como planta medicinal a partir de levantamento
botanico, etnobotanico, fitoquimico, fitotécnico e adulteracdes no extrativismo a
producéo sustentavel.

2.3 Compostos bioativos em folhas de chas e infusées

As plantas de modo geral s&o constituidas por metabdlitos primarios e secundarios.
Os metabdlitos primarios conferem a planta sua estrutura e armazenamento energético
ja que sao responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento da planta [72]. Metabdlitos
primarios como aminoacidos, nucleotideos, lipideos, carboidratos e clorofila, estdo
envolvidos nos processos de fotossintese, respiracdo celular e sintese de proteinas,
dentre outros processos essenciais [13,72-74].

Por sua vez, os metabdlitos secundarios s&o os produtos naturais produzidos pelas
plantas em resposta a estresses abidticos e bidticos [74]. Estes compostos secundarios
nao tém relacdo com a estrutura da planta, mas tém um papel importante, atuando como
mecanismo de defesa através de uma interface quimica entre a planta e o ambiente em
que ela vive [13,72,73]. Estes compostos bioativos possuem valor nutricional e
farmacologico para seres humanos, além de serem utilizados como aditivos, cosméticos
e corantes. Um aspecto interessante a ser discutido é o fato de que a composicao de
compostos bioativos é afetada por diversos fatores, como espécies de ervas, ambiente
(clima, luz, solo, etc), estagio de desenvolvimento e armazenamento [75,76]. Esses
fatores fazem com que compostos especificos estejam presentes na composigcdo das
ervas, além de influenciarem na quantidade e qualidade de bioativos. Cita-se os acidos
organicos, saponinas, antraquinonas, flavondides, cumarinas, quinonas, taninos,
alcaldides, além dos 6leos essenciais, como constituintes bioativos do metabolismo
secundario de plantas [13,76-79].

Os metabdlitos secundarios sio tipicamente caracterizados por sua estrutura

complexa, baixo peso molecular e alta bioatividade (vide apéndice para verificar a

10



estrutura de alguns compostos fendlicos presentes em chas e infusdes). Eles diferem dos
metabdlitos primarios porque sdo encontrados em pequenas quantidades e variam de
acordo com a familias de plantas especificas [75-80].

Estes compostos podem ser classificados em: terpenos, compostos fendlicos e
compostos nitrogenados. Os terpenos sdo o maior e estruturalmente mais diversificado
grupo de metabdlitos secundarios derivados de fontes naturais. Os terpenoides sao
produzidos a partir do acido mevalbnico no citoplasma da célula vegetal ou do piruvato e
3-fosfoglicerato, no cloroplasto celular. Estes compostos estao presentes principalmente
nos 6leos essenciais [72].

Os compostos fendlicos sdo definidos como moléculas que apresentam em sua
estrutura um anel aromatico que pode conter um ou mais grupos hidroxilicos ligados a
estrutura aromatica. Dentre esses compostos € comum encontrar desde estruturas
simples até moléculas mais complexas em arranjos poliméricos [72,76]. Esta classe de
compostos, em razdo da diversidade de plantas, pode conter fendis simples, acidos
fendlicos (derivados do acido benzdico e cindmico), cumarinas, flavondides, estilbenos,
taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas [75, 76]. Estes compostos sao
0s principais compostos bioativos que compde chas e infusbes [13,74-80].

Por fim, os alcaldides sdo compostos aromaticos que contém um nitrogénio em
estado de oxidacdo negativo. Essa classe de compostos compreende uma vasta
quantidade de produtos naturais conhecidos, comumente agrupados em diversos grupos
(tropénico, quinolinico, piperidinico, inddlico) [72,75].

Os compostos bioativos provenientes de plantas medicinais tém recebido crescente
atencao devido aos beneficios que proporcionam a saude [82,83]. Os efeitos terapéuticos
dos compostos fendlicos sao particularmente proeminentes [82,84] e nas ultimas
décadas, cresceram os estudos sobre o consumo de compostos fendlicos de ervas, seja
como especiarias, condimentos, corantes, chas, infusbes ou suplementos alimentares,
com o objetivo de prevenir ou tratar os sintomas de doengas [13, 83,84].

O crescimento do consumo de ervas justifica o desenvolvimento de pesquisas para
determinar a composicdo quimica, perfis de metabdlitos secundarios e fingerprint de
espécies utilizadas para fins fitoterapicos, a fim de conhecer as respostas biologicas
causadas pela sua inclusdo na dieta, além de outros usos em organismos
[11,14,34,82,85,86].

Shi e colaboradores [13] argumentam que mensurar adequadamente o teor de
compostos fendlicos em plantas € um passo essencial para que seja atribuido o uso do
material vegetal e melhores formas de consumo.

Associada a primordialidade de entendimento sobre a composicdo quimica de
plantas medicinais e sua resposta bioldgica, verifica-se a necessidade de técnicas de

preparo de amostras capazes de extrair e concentrar esses compostos de interesse in
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situ, sem degrada-los, para posteriores analises. O isolamento e caracterizagao desses
compostos bioativos a partir de técnicas precisas e robustas sdo igualmente importantes
e, aliados a rapidez de execucgdo, ampliam a gama de informacgdes coerentes e precisas

sobre os materiais vegetais.

2.4 Técnicas de preparo, isolamento e caracterizacido de compostos
bioativos

A busca por metodologias analiticas rapidas, precisas e, com menores custos e
menos impactantes ao meio ambiente € uma constante em laboratérios, o que justifica
atualizacbes constantes de técnicas de extracdo, isolamento e caracterizagcdo de
compostos organicos e inorganicos em matrizes diversas. Diante da necessidade de
verificar a presenga de compostos bioativos em alimentos, principalmente quando se trata
de seguranca alimentar, a busca por métodos de extracdo eficientes que levem a

resultados robustos e rapidos é de grande importancia [13, 82,87,88].

2.4.1 Tecnicas de preparo de amostras

As técnicas analiticas de preparo de amostras tém por objetivo isolar, purificar e
pré-concentrar os analitos da matriz de modo a tornar possivel a compatibilidade e
consequente analise por técnicas instrumentais de separacio e deteccao [88].

Amostras de alimentos sdo sistemas complexos e ndo podem ser analisadas
diretamente, pois os analitos e possiveis interferentes possuem diferentes propriedades
fisico-quimicas, tamanho de particula e polaridade [82,90]. Muitas vezes, as amostras
alimentares apresentam caracteristicas complexas que exigem etapas adicionais no
processo de extracdo de um analito [82]. Isso ocorre porque a presenca de interferentes
inerentes a matriz pode prejudicar ou até mesmo impedir a determinacdo do composto
bioativo. Além disso, parametros analiticos importantes, como limites de quantificagao e
deteccao, precisdo e exatiddo do método, sdo negativamente afetados por esses
interferentes, resultando em seletividade e sensibilidade reduzidas [82,89-91].

Diante desse contexto, as técnicas de preparo de amostras sao escolhidas com o
objetivo de preservar os analitos e reduzir a complexidade da amostra, eliminando a maior
parte dos interferentes. Em alguns casos, pode ser necessario utilizar métodos de limpeza
(clean up), homogeneizacéo, secagem ou liofilizacdo das amostras para minimizar as
dificuldades relacionadas ao isolamento do analito de interesse. Os procedimentos
comuns de preparo de amostra s&o baseados na particdo dos analitos por solventes
liquidos apropriados ou adsorventes solidos, em que o processo de extracédo é conduzido
exaustivamente [86,87,91].

E evidente a necessidade de compreender aspectos da matriz de interesse para
facilitar a escolha das técnicas de caracterizagdo. A bromatologia estuda a composigao

quimica, valores caléricos e nutricionais, agdo no organismo, propriedades fisico-
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quimicas, toxicolégicas, presenca de adulterantes e contaminantes das amostras
alimentares [92,93].

Dentre os métodos de analise de alimentos, o teor de volateis, teor de cinzas e
carbono fixo sdo ensaios importantes para avaliar a qualidade alimentar. O teor de
volateis esta relacionado a estabilidade, qualidade e composicdo do alimento, pois a
umidade afeta o tempo de estocagem e ingestado. A gravimetria de volatilizagdo € usada
para determinar o teor de umidade, seguindo normas da ABNT e ASTM [94].Por sua vez,
o teor de cinzas é comumente determinado na industria alimenticia, permitindo investigar
a qualidade do alimento a partir da existéncia de matéria inorganica, seguindo normas da
ABNT (NBR 8112) e ASTM (D1102) [95].

2.4.2 Técnicas de extracdo de metabdlitos secundarios

Diversas técnicas classicas de extragcdo de metabdlitos secundarios sio utilizadas,
seja para a obtencdo de extratos (maceragao, Soxhlet) ou de o6leos essenciais
(maceragao) [96]. Essas técnicas de extragdo embora ainda utilizadas, deram lugar a
técnicas mais rapidas, eficazes e ambientalmente amigaveis. Estudos apontam
potencialidades de metodologias inovadoras em relagdo a tempo de extragdo, consumo
de solvente, reprodutibilidade e rendimento, visando tornar o processo menos custoso e
facilitar sua aplicagdo em rotinas analiticas [96]. Nesse contexto, técnicas de extragao
como a EDGE™ surgem como alternativa na extragdo de compostos bioativos de

matrizes vegetais, dentre outras possibilidades de aplicagéo.
2.4.2.1 Extragdo Guiada por Disperséo Energizada (EDGE™ )

A Extracdo Guiada por Dispersao Energizada (EDGE™) é uma técnica moderna
que combina a extragao por liquido pressurizado (PLE) com a extracdo dispersiva em
fase sdlida (dSPE) [7,8; 97]. O método se destaca pela redugédo no tempo de preparo,
baixo consumo de solventes, automacao e reprodutibilidade [98,99].

O processo opera em temperaturas entre 25°C e 200°C e pressodes até 200 psi,
otimizando a difusao do solvente e a transferéncia de massa [7,97]. Apesar das limitadas
publicagbes (tabela 4), a técnica possui ampla aplicabilidade em analises ambientais,
alimentares, plasticos e farmacos [99].

Entre suas vantagens destacam-se: alta recuperacdo de analitos em matrizes
complexas, células de extragdo (Q-cup) reutilizaveis, dispensa de equipamentos
auxiliares e processo rapido de extragao (5 minutos) com limpeza automatizada [7,8,99].

O extrator tem tamanho compacto e robusto, com um brago mecénico que torna o
processo automatizado (Figura 4a), uma vez que as condicbes experimentais sao
selecionadas via software. A Figura 4 apresenta detalhes do sistema extrator (Figura 4a

e b) e seus acessorios (Figura 4c e d).
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Figura 4: Esquema do sistema EDGE™ , incluindo os acessorios do equipamento.

Sistema extrator Frasco coletor ] Célula de extragao
—@ Q-cup
braco
mecanico
© Q-disc
© Fundo poroso

Célula de extragao

montada d

™
e frascoscoletores

Fonte: O autor, adaptado de [98].

A célula de extragdo (Q-cup) € composta por 3 partes. A primeira parte € um cilindro
de aluminio de fina espessura, sendo a segunda parte o fundo rosqueavel com pequenos
orificios que permitem a permeabilidade do solvente na amostra. A terceira parte é o Q-
disc, um filtro de celulose, fino e descartavel, trocado a cada extragdo, conforme
demostrado na Figura 4b. A amostra é pesada diretamente no Q-cup devidamente
montado (Figura 4d), sendo possivel utilizar massas de até 30 g de amostra [98,99]. A
estrutura da célula de extracdo permite a melhoria da taxa de aquecimento e
transferéncia de calor durante a extragao, tornando o processo mais eficiente, rapido e

sem etapas adicionais [6,7,96].

Brevemente, o processo de extragao é relativamente simples (Figura 5). A amostra
é pesada diretamente na célula de extragdo previamente montada. Em seguida, as
células sao posicionadas no rack do extrator, junto aos frascos destinados a coleta dos
extratos.

A préxima etapa é a selegdo das condigdes de extragdo, que é realizada via
software. Dentre as condigbes de extracdo podem ser citadas a temperatura, tempo de
extragdo, volume de solvente, que pode ser adicionado pelo fundo e topo da célula de
extracdo, a depender da quantidade de amostra utilizada na extracdo. Uma vez que as

condigdes sao selecionadas, o processo de extragao se inicia (Figura 5).
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Figura 5: Esquema detalhando o funcionamento do processo de extragdo no EDGE ™.

tampa

spray de solvente
lacuna de solvente (gap)

s -t
,__b. ‘--
aquecimento
- -
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e U = |4 matriz da planta
|

serpentina de resfriamento

coleta do extrato

Fonte: O autor, adaptado de [98].

Q)

Com o processo de extracao iniciado, o Q-cup é levado pelo brago mecéanico

o

camara de extracdo e, vedado pela tampa de pressdo do equipamento. Solvente
adicionado do topo entre as paredes da camara e da célula de extracdo, até o
preenchimento da cadmara com o volume previamente selecionado de solvente. O
solvente extrator é entdo adicionado pelo topo para dentro da célula de extracdo. Em
seguida, o processo de aquecimento do solvente entre a cdmara e a célula de extragéo
€ iniciado, controlado pela interface grafica do equipamento.

A medida que o processo de aquecimento avanga, a pressdo entre a cdmara de
aquecimento e o Q-cup aumenta, vaporizando o solvente até que ele ultrapasse a pressao
interna do recipiente, forcando o solvente a se dispersar na amostra. Este processo
garante movimento frequente da amostra sob alta temperatura e baixa pressao [7,8,99].
Apods o tempo de extracao pré-selecionado, o extrato flui através de uma bobina abaixo
da cémara de extragdo, resfriando durante o processo. O extrato & entdo coletado
automaticamente e fica pronto para analise. Além disso, uma etapa de ringcagem pode ser
realizada para remover quaisquer analitos aderidos as paredes da célula de extragao,
com o extrato resultante coletado no mesmo frasco que o extrato primario.

Cabe ressaltar que por se tratar de uma técnica de extragao relativamente nova,
poucos trabalhos estdo disponiveis da literatura acerca de aplicagdes da técnica em

diversas matrizes, embora exista uma ampla gama de aplicagbes possiveis [98,99] como

15



pode-se verificar na Tabela 4, em que estdo apresentados estudos em que a técnica foi

aplicada.

Tabela 4: Aplicagdo da extragdo por EDGE™ na extragdo de fitoquimicos a partir de
matrizes vegetais.

Matriz Analito Solvente Objetivo Ref.
Investigar a composigéao fitoquimica de [7].
Folhas Comppstos Acetona compostos antioxidantes da Eugenia
antioxidantes .
unifiora.
Comparacao da extracdo acelerada por [8]
Folhas  Pesticidas H.0/ACN  Solvente e da extragao guiada por
disperséo energizada na extracéo de
pesticidas em folhas de alface.
Compostos Identificar as diferengas na composigao [14].
Flores np Etanol de fendlicos das espécies Acacia
fendlicos . ) .
retinodes e Acacia mearnsii.
Sementes Compostos Etanol/H20 Caracterizagao e atlyldade antioxidante [97].
fendlicos de sementes de acai.
Investiga o aumento da hinocinina [100]
Casca Hinocinina Etanol Commiphora leptophloeos Mart. — J. B.

Gillett a partir do método de extracao.

Além de aplicacbes em matrizes vegetais, Black et al., [101] desenvolveram uma
metodologia para extracdo de multirresiduos de pesticidas em amostras de solo. Em
contrapartida, De Melo et al., [102] utilizaram a EDGE™ para monitorar a Qualidade de

mariscos apos um derrame de petréleo.

2.4.3 Métodos de avaliagdo do perfil fendlico e da capacidade antioxidante in vitro

de chas e infusées

Adeterminacao de espécies fendlicas em amostras alimentares e biolégicas podem
ser realizadas por diversas metodologias, sendo a reacgdo colorimétrica de Folin-
Ciocalteu, um dos mais utilizados [13,103]. De maneira analoga, a atividade antioxidante
in vitro também é determinada por varias metodologias, como por exemplo, DPPH, ABTS,
FRAP e ORAC [104]. Os ensaios realizados com a finalidades de determinar o conteudo
fendlico e a atividade antioxidante em amostras alimentares estao inclusos numa série de
metodologias baseadas na mudanga de coloracdo dos extratos em determinadas
condigdes [5,77,103,104].

2.4.3.1. Reacéo de Folin-Ciocalteau para a determinagcdo de compostos fendlicos

em amostras alimentares e biolégicas

A determinacao de compostos fendlicos em amostras alimentares e bioldgicas é
realizada utilizando-se o método de Folin-Ciocalteu [13, 103,104]. O método se baseia na
redugdo dos ions molibdénio e tungsténio do reagente de Folin-Ciocalteu pelos

compostos fendlicos presentes na amostra. Essa reducio resulta na formagao de um
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complexo colorido azul, cuja intensidade de cor é proporcional a concentracdo de
compostos fendlicos [13]. A absorbancia desse complexo pode ser medida
espectrofotometricamente a um comprimento de onda especifico, geralmente entre 725
e 765 nm. Trata-se de uma metodologia de simples execug¢ado e de boa reprodutibilidade
e amplamente disseminado [13,103,104].

Entretanto, o método de Folin-Ciocalteu nao foi desenvolvido especificamente para
a determinagao de compostos fendlicos, uma vez que que outras espécies quimicas
podem ser reduzidas na reagcdo de oxidacdo e reducdo que ocorre em pH alcalino,
portanto, fornecendo uma estimativa do teor de compostos de interesse [105]. Esta
metodologia que pertence aos ensaios colorimétricos foi desenvolvida para a
determinagdo de tirosina em 1927, [13,103,105], tendo sido adaptada para a
determinagdo do conteudo fendlico de amostras alimentares. As concentragdes dos
compostos fendlicos determinados por essa metodologia sdo calculadas com base em
uma curva analitica cujos resultados sao expressos em miligramas equivalentes de acido
galico por grama de matéria seca (mg EAG/g), padrao analitico utilizado no
desenvolvimento do método.

Pérez e colaboradores [103], em seu estudo sobre as reagdes quimicas envolvidas
na estimativa do teor de compostos fendlicos em alimentos, discutem as reagodes
quimicas do método de Folin-Ciocalteu. Essa metodologia é baseada na transferéncia de
elétron da espécie antioxidante, reagéo iniciada pelo reagente de Folin, que leva ao
surgimento de uma cor azul que varia em intensidade de acordo com a concentragao de
espécies fendlicas contidas na amostra, conforme pode ser visualizado na Figura 6
[103,106,107].

Figura 6: Reacao genérica de oxidacao e reducao envolvida no ensaio de Folin-Ciocalteu
apresentando os complexos organometalico segundo Perez et al., [103].

B . -2
coo -
COOH (of0]0)
Na 2CO 3 X R /+ e)
pH =10 R R N
H OH . R o X OH
OH L,
R1.R2.R3 =0H ou
Antioxidante o Composto oxidado
(+6) (+5) (+6)
2[PM12040]2% + e —  2[Pmamsoa0]?
Reagente de Folin Elétron do oxidante Reagente de Folin reduzido

M= Mo ou W.

Fonte: Autoria propria, adaptado de [103].
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O reagente de Folin-Ciocalteu € composto por uma mistura de fosfomolibdato e
fosfotungstato, cuja base é a medida da quantidade de compostos fendlicos e
polifendlicos que é necessaria para inibir/limitar a oxidacdo do reagente [107]. Ainda,
segundo Samara e colaboradores [108] a atividade antioxidante in vitro dos compostos
fendlicos no ensaio de Folin-Ciocalteu se da por suas caracteristicas estruturais, devendo
considerar atencao as condigdes de calibragao, pH, temperatura, tempo de incubacgao e

solvente utilizado no ensaio a fim de prevenir falsos positivos [103].
2.4.3.2 Determinagéo da atividade antioxidante em amostras de chas e infusées

A atividade antioxidante de chas e infusdes € um aspecto de grande relevancia
considerando sua contribuicdo na prevengao de doengas crdnicas e no combate ao
estresse oxidativo [109-111]. Infusdes de plantas contém diversos compostos bioativos,
como polifendis, flavonoides e vitaminas, que oferecem beneficios a saude [110]. Esses
compostos s&o essenciais na neutralizacido de radicais livres, reduzindo danos celulares

e o risco de doengas como cardiovasculares, diabetes e cancer [111].

Em um contexto global, a investigacdo da atividade antioxidante em infusdes se
torna uma area promissora de pesquisa, cuja exploracao pode levar a novas abordagens
para a promog¢ao da saude e do bem-estar, além de potencializar a valorizagao de plantas

medicinais e tradicionais [112].

Além dos beneficios a saude, a atividade antioxidante das infusdes tem um impacto
significativo na industria alimenticia e na formulagdo de produtos funcionais. O consumo
de infusdes ricas em antioxidantes ndo apenas melhora a saude do consumidor, mas
também ajuda a preservar a qualidade dos alimentos, atuando como conservantes
naturais que inibem a oxidacao [113].

A avaliacao da atividade antioxidante pode ser feita por diferentes métodos, como
DPPH, ABTS e FRAP, que medem a capacidade de doagao de elétrons ou hidrogénio
dos fitoquimicos presentes [115].

A selecdo do método apropriado para a avaliacdo do potencial antioxidante é
influenciada por fatores como o tipo de antioxidante em analise, a matriz da amostra e o
objetivo da pesquisa. Cada técnica apresenta sensibilidades distintas para os diversos
antioxidantes, e a interferéncia de componentes da matriz da amostra pode comprometer
a precisao dos resultados. Portanto, é aconselhavel utilizar multiplos métodos para uma
analise mais abrangente [114,115]. Por sua vez, a aplicagao de diferentes métodos, como
ABTS, DPPH e FRAP, possibilita a avaliagdo de variados mecanismos de acdo dos
antioxidantes, incluindo doagao de elétrons e hidrogénio, além do poder redutor total. Um
antioxidante pode se comportar de maneira divergente em cada técnica, o que esta

relacionado a sua estrutura quimica especifica. Dessa forma, a combinagao de dados de
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multiplos métodos enriquece a caracterizagcdo da atividade antioxidante da amostra
estudada [114-116].

Além disso, a utilizacdo conjunta desses métodos facilita a comparagao com outras
investigacdes e a interpretacao dos dados gerados. Isso hdo s6 aumenta a confiabilidade
dos resultados, como reduz a probabilidade de obter resultados enganosos. A abordagem
integrada, portanto, oferece uma visao mais precisa e completa do perfil antioxidante de

certas plantas, permitindo uma avaliacdo mais rigorosa e robusta de suas propriedades.
a. Atividade Antioxidante por DPPH

O método DPPH foi introduzido por Blois em 1958, caracterizando-se como um
ensaio colorimétrico simples, de baixo custo e com resultados qualitativos bem aceitos
segundo a literatura [112-118]. O mecanismo de redugéo da agao do DPPH pode ser visto

na Figura 7.

O DPPH ( 2,2-difenil-1-picrihidrazil ) € um radical livre estavel de cor violeta e mede
a capacidade de doagao de hidrogénio [119]. Os antioxidantes doardo um elétron ao
DPPH, reduzindo sua cor e, consequentemente, sua absorbancia. E um método simples
e amplamente utilizado, cuja principal limitagao é a possibilidade de ser influenciado pela

solubilidade dos compostos antioxidantes no solvente utilizado [115].

Figura 7: Mecanismo de reacéo envolvendo a reagente DPPH com antioxidante R:

H = eliminador de radicais antioxidantes; R = radical antioxidante.

Q9 QP

N 7 NH
0:N no, + @@ O:N 0. +(R
NO:2 NO,
DPPH DPPH - H

Roxo, 519 nm
. : Radical antioxidante
Fonte: O autor, adaptado de Kitts e Liang, [116].

Este método € amplamente utilizado na avaliagdo da atividade antioxidante in vitro,

no qual a amostra é incorporada a uma solugcéo de DPPH [116]. A redugdo na absorbancia
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da solugao é monitorada por meio de um espectrofotdbmetro UV/Vis na faixa de 515 nm.
A quantificagdo da redugdo do radical DPPH permite a determinacdo da atividade
antioxidante in vitro da amostra, sendo que uma diminui¢cdo mais significativa na absorgao

indica uma maior capacidade antioxidante do composto analisado [115].
b. Atividade Antioxidante por ABTS**

O composto ABTS é oxidado para formar um radical catiénico de intensa coloragao
azul (ABTS**). Nesse contexto, os antioxidantes presentes na amostra doam elétrons ao
radical, resultando na reducdo de sua absorbancia, o que permite a avaliagido da
capacidade de doagao de elétrons da amostra [119] (Figura 8).

Figura 8: Reacao de estabilizacdo do radical ABTSe* e geracao do radical pelo persulfato

de potassio.
+ Oxidante
N/N ~
*
CzHs st CaHs 5"‘2C
Cor: verde-escura Cor: verde-clara

Fonte: O autor, adaptado de Rufino et al., [120].

Este método é caracterizado por ser rapido, sensivel e reprodutivel, embora sua
principal limitagdo seja a possibilidade de interferéncia de compostos que reagem com o
peréxido de hidrogénio utilizado na reagao, o que pode gerar falsos positivos. O ensaio
para determinacao da atividade antioxidante via método ABTS** foi introduzido em 1993
por Miller e Rice Evans [119,120]. A geracdo do radical ocorre por meio de reacdes
quimicas, eletroquimicas ou enzimaticas. Assim como no metodo DPPH, a capacidade
antioxidante é avaliada pela reducdo da coloracdo do radical ABTS**, sendo a

absorbancia medida por espectrofotometria em 734 nm [115,119].
c. Atividade antioxidante por FRAP (Ferric-Reducing Ability of Plasma )

O ensaio de Poder Antioxidante de Reducao do Ferro foi introduzido por Benzie e
Strain [121]. Este ensaio mede a capacidade de uma amostra de reduzir 0 complexo
férrico-tripiridiltriazina [Fe(lll) (TPTZ).]** a ferroso [Fe(ll) (TPTZ).]**, que exibe uma cor
azul intensa em pH acido (pH 3,6). Assim como outros ensaios para determinacao de
antioxidantes in vitro envolvendo o ensaio, ocorre a formagao de um complexo colorido é
detectada e quantificada, refletindo a capacidade antioxidante da amostra. Os compostos

com hidrofilicos tém maior reatividade neste ensaio [122,123] (figura 9).
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Figura 9: Mecanismo de reagéo do ensaio de avaliagdo do poder antioxidante de redugéo

de ferro.
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Fonte: Autoria propria, adaptado de 122.

A metodologia possui uma ampla gama de antioxidantes analisaveis, porém, pode
ser influenciado por compostos que reagem diretamente com o reagente TPTZ. Ressalta-
se que este ensaio € uma alternativa desenvolvida para determinar a reducao do ferro
em fluidos biolégicos e solugbes aquosas de compostos puros. O método pode ser
aplicado ndo somente para estudos da atividade antioxidante em amostras alimentares,
mas, também, para avaliar a eficiéncia antioxidante de substancias puras, com resultados

confiaveis, reprodutiveis e de simples execucao e baixo custo [119-123].

2.4.4 Técnicas de separacédo e caracterizagcdo de amostras
2.4.4.1 Cromatografia em Fase Liquida

Atualmente, diversas ferramentas analiticas séo aplicaveis a analise de compostos
bioativos, com destaque para a cromatografia liquida e a cromatografia gasosa,
amplamente utilizadas em virtude de sua elevada capacidade de separagdo e
identificacdo dos compostos de interesse [124 -134].

A cromatografia liquida (LC), frequentemente referida como cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography), emerge
como uma das técnicas mais eficazes para a purificagdo e separacao de analitos nao
volateis [124,134]. Esta metodologia fundamenta-se na adsor¢cdo e dessor¢do dos
componentes, que se distribuem entre uma fase estacionaria e uma fase mével liquida
[125,128]. A Figura 10 ilustra um tipico sistema de HPLC.
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Figura 10: Elementos fundamentais e sequéncia de operagdo de um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV-Vis (HPLC-UV-Vis/DAD).
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Fonte: O autor, feito com BioRender. Legenda: a) Sistema HPLC UV-Vis/DAD; b) caminho percorrido
por uma amostra analisada pelo sistema cromatografico; c) principio da eluicdo de fase mével em
modo gradiente; d) detalhe da separagéo cromatografica com foco na fase estacionaria.

A Figura 10a ilustra um sistema de HPLC com detector UV-Vis e o caminho
percorrido pela amostra analisada pelo sistema cromatografico (Figura 10b). Tem-se em
10b: 1) Reservatério de fase movel; 2) sistema de degaseificagdo; 3) sistema de
bombeamento de alta pressao para mistura e de manutencao do fluxo da fase movel; 4)
sistema de injecdo automatico através de um loop de volume fixo; 5 e 6) coluna de
separacgao contida em um forno para manutencgao da temperatura constante, geral mente
em torno de 30~40°C); 7) detector UV-Vis; 8) recipiente de descarte e 9) sistema de
aquisicao e tratamento dos dados.

No sistema HPLC, a coluna desempenha um papel importante, influenciando
diretamente a eficiéncia da separacdo cromatografica. Os compostos-alvo, que podem
estar na forma liquida ou dissolvidos em um solvente apropriado, sdo separados com
base em suas interagcbes com a fase estacionaria, que pode ser sélida ou liquida [129-
134]. Posteriormente, esses compostos sdo introduzidos em um detector, como um
espectrometro de massa ou um espectrofotbmetro UV-Vis, permitindo tanto a
identificacdo quanto a quantificacdo dos analitos na amostra [127, 135].

A fase movel (FM) é tipicamente um solvente que pode ser uma solu¢ao aquosa ou
mistura de solventes organicos, como metanol, acetonitrila, propanol ou hexano. A eluigdo
da fase mével em analise por HPLC pode ser realizada de duas formas: isocratica ou

gradiente. A analise isocratica, mantém a composigdo da FM constante durante toda a
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analise, enquanto a analise com eluicao gradiente, traz variagées na composicédo da FM
ao longo do processo (Figura 10c). O metanol € um dos solventes organicos mais
utilizados como fase maovel, em estudos se separagao de compostos bioativos dadas as
suas polaridade e solubilidade que permitem extrair e solubilizar uma ampla variedade de
bioativos [136; 137].

Por sua vez, a fase estacionaria (FE) pode ser um sdlido poroso de particulas
poliméricas ou pequenas moléculas de silica contendo poros uniformes, com tamanhos
especificos. A FE pode ainda ser um liquido ligado a um sélido como suporte
polimetilssiloxano, ou outro polimero sobre particulas de silica colocados em uma coluna
de aco inoxidavel [130,131].

Considerando a separagao de misturas complexas por HPLC, os dois modos mais
utilizados sao a cromatografia liquida de fase normal e cromatografia em de fase reversa
[132]. Essas modalidades cromatograficas se distinguem pela polaridade da fase movel
e fase estacionaria. Na cromatografia liquida de fase normal sdo utilizadas fases
estacionarias em combinagdo com fases mdveis nao polares como éter, cloroféormio e
hexano. Por outro lado, a cromatografia liquida de fase reversa apresenta o mecanismo
oposto, a partir do uso de fases estacionarias nao polares, como por exemplo, o C18 e
fases moveis polares, como metanol e acetonitrila, ou misturas de solventes
moderadamente polares, como agua/acetonitrila ou agua metanol [133,134].

A cromatografia liquida de fase reversa (RP-LC, do inglés reverse phase liquid
chromatography) destaca-se na andlise de compostos bioativos em plantas pela
capacidade de separar substancias com diferentes caracteristicas fisico-quimicas, como
polaridade e solubilidade, que afetam diretamente o comportamento dos analitos durante
a eluicdo. Nessa modalidade cromatografica, normalmente utiliza-se uma fase
estacionaria apolar, como a C18, composta por cadeias de carbono ligadas a um suporte
solido, e uma fase mével mais polar, usualmente uma mistura de solventes aquosos e
organicos [138,139].

A analise cromatografica em fase reversa permite a interagdo diferencial dos
compostos com a fase estacionaria, com base em suas propriedades hidrofébicas ou
hidrofilicas [140]. Compostos bioativos, como flavonoides e terpenoides, que apresentam
variagcbes significativas em polaridade, podem ser separados de forma eficiente,
possibilitando uma analise detalhada de suas concentragdes e relagdes estruturais.
Portanto, a escolha adequada das condi¢cbes de fase movel e estacionaria é crucial para
otimizar a separagao e garantir a obtengao de dados analiticos que reflitam com precisao
a complexidade quimica dos extratos vegetais [139,140].

Além disso, os analitos devem ser completamente soluveis na fase mével escolhida
e apresentar interagdes distintas com a fase estacionaria para que possam ser separados

em tempos diferentes, chegando sequencialmente ao detector, que analisara cada analito
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isoladamente. Além disso, esse procedimento requer a construcéo de curvas analiticas e
o desenvolvimento de metodologias que promovam uma separagdo otimizada entre os
analitos [138-140].

2.5 Quimiometria

As metodologias de analise de amostras alimentares estdo em constante evolugéo
cientifica, metodoldgica e tecnoldgica, evidenciando a necessidade de ferramentas que
permitam determinar de forma precisa, eficiente e rapida uma ampla gama de analitos,
mesmo em niveis baixos de concentracdo, comuns a esse tipo de amostra. Para enfrentar
os desafios impostos pela analise de amostras complexas, os designs experimentais
emergem como solugbes que visam facilitar a compreensdo dos processos
experimentais, proporcionando maior custo-beneficio [141].

Nesse contexto, a Quimiometria surgiu na década de 1970, enfocando a aplicagéo
de técnicas matematicas e estatisticas a conjuntos de dados para extrair e interpretar
informagdes sobre o comportamento e as tendéncias de sistemas quimicos [142]. O
objetivo desse campo é otimizar as condigdes experimentais por meio do planejamento e
selegcao de experimentos que maximizem a obtencao de informagdes quimicas [143,144].
O emprego de técnicas quimiométricas tem sido amplamente incorporado em estudos
experimentais, reduzindo praticas laboriosas relacionadas a execugdo de um grande
numero de experimentos, além de minimizar o consumo de reagentes e o tempo de

analise.

2.5.1 Design de Experimentos (DoE- Design of Experiments)

Na quimica analitica, a otimizagdo refere-se a melhoria de processos
experimentais, visando identificar condi¢des ideais que proporcionem a resposta mais
eficaz para o processo analitico [145,146]. O delineamento experimental, ou design de
experimentos (DoE), emerge como uma estratégia essencial para planejar atividades
experimentais de forma coesa, ajustando-as a modelos matematicos que consideram
variaveis dependentes e independentes [147,148]. As variaveis independentes n&o sao
influenciadas por alteragdes no experimento, enquanto as variaveis dependentes reagem
a essas mudancgas, refletindo seus efeitos em cada modificagao [141].

A otimizacao pode ser realizada de forma univariada, onde cada variavel é avaliada
isoladamente, ou de maneira multivariada, que considera a interagao entre duas ou mais
variaveis simultaneamente [141- 148]. Embora a abordagem univariada seja simples, sua
eficiéncia é limitada, resultando em consumo excessivo de reagentes e tempo, o0 que nao
€ ideal para a analitica moderna [141]. Em contraste, a abordagem multivariada tem se

destacado por desenvolver metodologias analiticas mais eficientes e precisas,
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oferecendo maior exatidao e sensibilidade, além de permitir a avaliagdo simultanea dos
efeitos interativos das variaveis [141-150].

Essa perspectiva de otimizagdo multivariada busca maximizar o rendimento
experimental, evitando a realizacdo de um grande numero de experimentos que
consomem reagentes e tempo [151]. Diversos tipos de designs experimentais, como Box-
Behnken (BBD), planejamento fatorial completo, planejamento de composto central
(CCD), Doehlert (DD) e planejamentos de misturas, contribuem para esse objetivo
otimizado. Portanto, a integragdo do uso de técnicas quimiométricas com abordagens
avancgadas de otimizagao experimental representa um avancgo significativo na eficiéncia

das metodologias analiticas, possibilitando a analise criteriosa de amostras complexas.

2.5.2 Doehlert (DD)

O delineamento experimental do tipo Doehlert foi introduzido por Doehlert e Klee,
em 1972, porém seu primeiro registro de aplicagdo em quimica analitica se deu no estudo
realizado por Hu e Massart [152], em 1989.

Os modelos multivariados, como € o caso do planejamento Doehlert, sdo mais
completos que o0s univariados, pois permitem o estudo de varias variaveis
simultaneamente. Este modelo reduz o niumero de experimentos a ser realizados e seu
uso em conjunto com a metodologia de superficies de resposta sdo muito utilizados para
otimizar condigdes reacionais e de extracao [141,153].

A matriz Doehlert € um design experimental rotacional que assegura uma cobertura
homogénea do espaco experimental dispondo as variaveis de estudo em um padrao
hexagonal para duas variaveis. Essas duas variaveis podem ent&o ser investigadas em
diferentes niveis [153].

Um de seus principais pontos fortes reside em sua natureza rotativa e na
capacidade de estender o dominio experimental em dire¢cdes de interesse com o0 minimo
de experimentos adicionais. O delineamento consiste em N=k?+k+1 experimentos, onde
k representa o numero de variaveis (neste caso, k = 2, resultando em 7 pontos
experimentais) [143]. As condigbes experimentais do ponto central sdo replicadas em
triplicata, permitindo avaliar o erro puro do modelo. A avaliagdo das condicoes

experimentais do modelo é realizada utilizando uma superficie de resposta [146].

2.5.3 Metodologia da Superficie de Resposta (RSM)

A metodologia de superficie de resposta (RSM, do inglés Response Surface
Methodology) € uma ferramenta estatistica utilizada para modelagem e analise de
problemas onde o resultado obtido é influenciado por diversas variaveis. Essa ferramenta
foi introduzida por Box e colaboradores na década de 50, tendo recebido essa

denominacdo devido a geragdo de gréaficos especificos apdés o ajuste do modelo
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matematico empirico, que ocorre a partir do emprego de fungdes polinomiais lineares ou
quadraticas para descrever o sistema em estudo [154].

A representacao grafica do modelo é valida para encontrar a area 6tima utilizando
dois tipos de graficos: Graficos de Contorno, que projetam a superficie em um plano com
linhas de resposta constantes (Figura 11a), e Superficies de Resposta Tridimensionais
(Figura 11b), cujo contorno representa uma regiao especifica da superficie grafica cuja
resposta é fungao de dois fatores, que podem ser um valor maximo, minimo ou especifico,

identificados pela inspecao visual do grafico.

Figura 11. Representacdo da Superficie de Resposta (a) Grafico de contornos, (b)
Superficie de resposta no espaco tridimensional. Eixo y: Absorbancia, Eixo x: Tempo e
temperatura (fatores).
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Fonte: Autoria propria, feito com Design Expert.

Para desenvolver um estudo utilizando a RSM, é fundamental selecionar
inicialmente os fatores independentes, pois estes impactam diretamente o processo e a
resposta desejada [155]. Essa sele¢do baseia-se em uma revisdo da literatura e em
experimentos prévios, com o objetivo de verificar a magnitude da variagdo dos fatores
sobre a resposta gerada.

Segundo Li et al., [156], a RSM é amplamente aplicada na otimizacao de processos,
especialmente devido a sua eficiéncia em explorar interacdes entre fatores distintos e
identificar condigbes otimas de operagao com base nas respostas geradas para um
modelo considerado significativo [147,157-160]. A metodologia utiliza modelos
polinomiais para ajustar os dados experimentais, permitindo prever a resposta do sistema
sob diferentes condicbes operacionais e possibilitando uma analise aprofundada das
relagcdes entre variaveis e a resposta [146].

A confiabilidade e validade do modelo proposto sao avaliadas por meio da analise
de variancia (ANOVA), que compara as variagbes derivadas das mudangas nas
combinacbdes dos niveis dos fatores com a variacdo causada por erros aleatorios,

impactando assim os resultados [157, 158].
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a otimizagcao das condi¢des de extragdo de compostos fendlicos totais em ervas

medicinais, empregando tempo e temperatura como variaveis independentes e, em

complemento, investigar a relagao entre esses parametros e a atividade antioxidante dos

extratos relacionada aos analitos ndo-volateis identificados por cromatografia liquida com

deteccao por arranjo de diodos.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do tempo e da temperatura na extracado de compostos fendlicos
totais da matriz selecionada, a partir de um delineamento Doehlert (DD), e
metodologia de superficie de resposta (MSR);

Obter os extratos hidroetandlicos a partir das folhas de interesse utilizando o
sistema de Extragdo Guiada por Disperséo Energizada - EDGE™;

Estimar as condi¢gdes que maximizam a eficiéncia da EDGE™ para os compostos
fendlicos;

Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos utilizando ensaios de ABTS,
DPPH e FRAP, relacionando os resultados com os teores de compostos fendlicos
totais;

Caracterizar a composicdo quimica da fragdo nao-volati dos metabdlitos
secundarios por cromatografia liquida de alta eficiéncia;

Quantificar os compostos identificados nos extratos por HPLC-DAD;
Correlacionar os seus perfis de compostos fendlicos com a atividade antioxidante

observada nos ensaios in vitro.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 Amostras

As plantas espinheiro branco (Crataegus spp. Oxycantha), espinheira santa
(Sorocea blonpandii) e capim-limao (Cymbopogon citratus) foram selecionados para o
estudo tendo sido adquiridos junto ao grupo Rocha Saude (Lote GRS10), com
caracteristicas certificadas de identificacao, composicéo e origem do material vegetal.

As amostras de material vegetal foram adquiridas junto ao Grupo Rocha Saude,
cuja rotulagem foi avaliada de acordo com a RDC 712, 01/julho/2022 e a Farmacopéia
Brasileira [161,162]. A norma prevé a rotulagem do produto obedecendo aos seguintes
critérios: nome cientifico da planta; parte utilizada; denomina¢do de venda do produto;
lista de ingredientes; nome ou razdo social e enderego do produtor ou, no caso de
produtos importados, do importador; identificacdo do lote: prazo de validade; instrucbes
sobre o preparo e uso do produto, quando necessario. Nao deve constar na rotulagao

quaisquer informagdes acerca de finalidade terapéutica [163].

Tabela 5: Informacdes acerca do material vegetal utilizado no estudo sob perspectiva da
ANVISA.

Amostra Nome Lote Data de Validade Origem Composicao
cientifico fabricacao
Capim- Cymbopogon GRS10  04/01/2024 18 meses Asia folhas
limao citratus
Stapff
Espinheira Sorocea GRS10  04/01/2024 18 meses  Brasil Folhas e
santa bonplandii caules
Espinheiro Crataegus GRS08 07/02/2024 18 meses China Folhas e
branco oxycantha flores

4.2 Pré-tratamento das amostras

Parte do material vegetal foi triturado em liquidificador € moido em moedor a fim de
alcangar granulometria adequada as extracbes. O material moido foi posteriormente
peneirado em malha de aluminio com granulometria de 35 mesh. Aproximadamente 10
gramas de cada material vegetal foram secas em estufa a 65°C por 24 horas a fim de
caracterizar as amostras em termos de volateis, cinzas e carbono fixo. Parte do material

foi também utilizado para a analise termogravimétrica.
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4.3 Caracterizagdo da amostra
4.3.1 Determinacgéo do teor de volateis

A determinacgao do teor de volateis presentes no material vegetal seguiu as normas
da ABNT (NBR8112) e ASTM (E872), segundo as quais, o teor de volateis no material
vegetal foi determinado a partir de 1 grama de amostra seca, previamente calcinada e
tarada. O material vegetal foi disposto em um cadinho com tampa e deixado na mufla a
uma temperatura de 800 °C entre 7 e 10 minutos. Apds o tempo determinado, a amostra
foi transferida para um dessecador contendo silica, e mantida até atingir o equilibrio
térmico. O procedimento foi realizado em ftriplicata e o teor de volateis foi calculado

conforme a Equacéao 1:
Volateis (%)= (mi-ms)/m;.100 (Equacao 1)

Onde: m;é a massa da amostra inicial e ms a massa final, apds sair da mufla.

4.3.2 Determinagéo do teor de cinzas

O teor de cinzas foi obtido segundo as normas da ABNT (NBR 8112) e ASTM
(D1102), nas quais é queimado 1 grama da amostra, previamente pesada, isenta de
umidade e volateis, em uma mufla a 700 °C por 1 hora. Os ensaios foram realizados em
triplicata. Apods o tempo determinado, o cadinho contendo a amostra é resfriado em
dessecador e a massa € novamente medida em uma balanga analitica permitindo a
determinacgao do teor de cinzas, em base seca. O calculo do teor de cinzas foi realizado

utilizando-se a Equacéo 2.
Cinzas (%)=mgcinzas/m; .100 (Equacao 2)
Onde: m¢inzas € @ massa da amostra final no cadinho e m; a massa inicial da amostra.

4.3.3 Determinagéo do teor de Carbono Fixo

O teor de carbono fixo presente nas amostras foi determinado a partir das medidas
de teor de volateis e teor de cinzas presentes no material vegetal. Para isso, os resultados
dos ensaios anteriores (teor de cinzas e volateis), sdo avaliado segunda a equagéao 3, de
acordo com a norma NBR 8112 da ABNT.

Carbono Fixo (%)=100-(cinzas+volateis) (Equacao 3)
4.4 Extracdo Guiada por Dispersao Energizada (EDGE)™

As extracbes foram realizadas segundo procedimento previamente proposto pelo
grupo de pesquisa [7]. Para isso, foi adotado o delineamento experimental Doehlert.

Foram fixadas as condi¢cdes de massa e composicdo e volume do solvente extrator.
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Foram pesados em balanga analitica 500 mg de material vegetal diretamente no Q-cup
e, foram utilizados como solvente extrator 20 mL da mistura etanol e agua (40/60, v/v),

adicionados pelo topo do Q-cup durante o procedimento que é totalmente automatizado.
4.4.1 Limpeza e preparo do sistema EDGE™

Uma etapa anterior a extragdo é a limpeza do equipamento segundo as
recomendagdes do fabricante. Inicialmente é realizada a purga do equipamento,
procedimento que dura cerca de 30 segundos e visa a remogao de possiveis impurezas
do amostrador.

O procedimento realizado a cada troca de solvente incluiu uma lavagem completa
do sistema, onde foram introduzidos 80 mL de agua destilada a célula de extragio vazia
que é aquecida a temperatura de 150 °C e pressurizada por um periodo de 5 minutos
conforme recomendacéo do fabricante. Depois que o sistema EDGE™ foi completamente
limpo, suas linhas de solvente foram preenchidas com o solvente de extragdo apropriado
e é realizada a lavagem da camara de extragcao segundo a recomendagéao do fabricante.
Para essa lavagem da camara de extracao, 20 mL do solvente extrator foram inseridos
na cadmara de extragao, que foi posteriormente pressurizada e aquecida a 120 °C por 5

minutos.
4.4.2 Otimizagdo da extragdo por EDGE™ para a determinagéo de fendlicos

Estudos anteriores do grupo de pesquisa indicaram que a mistura de etanol e agua
(40:60, v/v) é o solvente mais eficaz na extragcdo de compostos bioativos [7]. Com isso,
foram realizados experimentos para identificar a temperatura e o tempo ideais de
extragao, visando a otimizacao da atividade antioxidante conforme o método de DPPH.
Foram pesadas 500 mg da amostra diretamente na célula de extragdo (Q-cup), que foi
colocada em um suporte com vials de 40 mL para a coleta do extrato.

O processo automatizado de extragdo foi realizado no sistema EDGE™, utilizando
20 mL da mistura de solventes. Uma matriz Doehlert foi empregada para encontrar as
melhores condigdes de extracdo, com a resposta avaliada pela Metodologia de Superficie
de Resposta (Teor de fendlicos totais). O teor de compostos fendlicos (TPC) foi
determinado pelas reacdes de Folin-Ciocalteu e os extratos foram analisados via HPLC-
UV-Vis/DAD para separacao, identificacdo e quantificagcado dos compostos fendlicos de

interesse.

4.5 Delineamento experimental Doehlert

Para o desenvolvimento da metodologia otimizada e a determinagéo das condi¢des
ideais para a extracdo de compostos bioativos, a amostra de Cymbopogon citratus Stapff
(capim-limao) foi selecionada aleatoriamente dentre trés variedades de folhas de ervas.

A matriz Doehlert foi o design experimental escolhido para os ensaios de otimizagao,
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englobando um total de nove experimentos, incluindo a duplicata do ponto central,

conforme apresentado na Tabela 6.

Tabela 6: Valores codificados, valores reais e respectivas respostas a matriz Doehlert
para a EDGE™.

Experimento Temperatura Tempo
Cddigo (valor °C) Cédigo (valor min)

Experimentos 1 1 180 0 6.47
2 0.5 165 0.866 8.20

3 -1 120 0 6.47

4 -0.5 135 -0.866 4.74

5 0.5 165 -0.866 4.74

6 -0.5 150 0.866 8.20

Ponto 7 0 150 0 6.47
Central 8 0 150 0 6.47
9 0 150 0 6.47

As variaveis independentes adotadas para o estudo de otimizacdo foram a
temperatura (°C) e o tempo de extracao (min) e, a variavel dependente foi o teor de
compostos fendlicos totais (TPC), expresso em mg de acido galico por grama de material
vegetal seco (capim-limao) (mg EAG/g). A metodologia de superficie de resposta foi

utilizada para avaliar a resposta analitica do processo de otimizacgao.

4.6 Determinagao do teor de compostos fendélicos nas amostras

O teor total de compostos fendlicos pelo método de Folin-Ciocalteu foi realizado
segundo metodologia descrita por Singleton [107], com adaptagdes. As reagdes de Folin-
Ciocalteu foram realizadas utilizando 100 pL do extrato hidroetandlico que foram
adicionados a um tubo de ensaio contendo 2 mL de agua MilliQ, sendo a mistura entéao
homogeneizada. Foram adicionados posteriormente, 500 yL do reagente de Folin-
Ciocalteu e 5 mL de uma solug¢ao de Na,COs a 7% e mais 4 mL de agua MilliQ. A mistura
final foi novamente homogeneizada e deixada em repouso em ambiente ao abrigo de luz
por 2 horas ap6és as quais, a absorbancia das solugdes foi medida em espectrofotdmetro
a 765 nm. Todos os ensaios para determinagao do teor de fendlicos foram realizados em
triplicata.

Usou-se uma curva analitica construida com concentragdes variando entre 5 e 125
mg/L de acido galico, em quintuplicata, com R? igual a 0,9906 (vide Apéndice). A equagio
da curva analitica foi utilizada para determinar o teor total de compostos fendlicos (TPC)
nos extratos. Os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de acido galico

por grama de amostra de folhas dos chas (mg EAG/g).
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4.7 Atividade antioxidante
4.7.1 Atividade antioxidante pelo método ABTS™*

A atividade antioxidante pelo método ABTS™ [2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazolin-
6- sulfonic acid)] foi realizada conforme a metodologia descrita por Rufino et al. [120]. O
radical ABTS é gerado pela reacdo da solugao ABTS™ 7 mM com a solugao de persulfato
de potassio 140 mM, incubados no escuro por 12h a temperatura de 25 °C. Uma vez
formado, o radical é diluido com etanol P.A. até a obtencdo do valor de absorbancia de
0,700 + 0,020 a 734 nm. A partir dos extratos vegetais hidroetandlicos sao preparadas
trés diluicdes diferentes, em triplicata. Posteriormente, em ambiente escuro, transfere-se
uma aliquota de 30 pL de cada solucdo da amostra para tubos de ensaio contendo 3,0
mL do radical ABTS. A leitura foi realizada apés 6 minutos da reacédo a 734 nm, e o etanol
puro foi utilizado como branco. Como referéncia, usou-se Trolox, um antioxidante sintético
analogo a vitamina E, nas concentragdes de 100 a 2000 uM. Os resultados da atividade
antioxidante sdo expressos em UM Trolox/g amostra (atividade antioxidante equivalente

ao Trolox).
4.7.2 Atividade antioxidante pelo método FRAP

A avaliagcdo da atividade antioxidante pelo método de reducdo do ion ferro foi
realizada conforme a metodologia descrita por Rufino et al. [122] O reagente FRAP foi
preparado a partir da combinacido de 25 mL de tampéao acetato 0,3 M, 2,5 mL de uma
solugdo de TPTZ 10 mM e 2,5 mL de uma solugao aquosa de cloreto férrico 20 mM. Em
seguida, os extratos hidroetandlicos foram diluidos em 3 concentragdes para cada
amostra. Uma aliquota de 90 uL de cada solugao diluida foi transferida para tubos de
ensaio devidamente identificados, aos quais foram adicionados volumes de 270 uL de
agua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP. A mistura foi homogeneizada e mantida em
banho-maria a 37 °C por 30 minutos. Apds o tempo de incubacédo, foram realizadas as
leituras em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 595 nm. O reagente FRAP foi
utilizado como branco na calibragao do espectrofotdmetro. Os resultados da atividade
antioxidante s&o expressos em UM Trolox/g amostra (atividade antioxidante equivalente

ao Trolox).
4.7.3 Atividade antioxidante in vitro pelo método DPPH

Para realizar a determinacgao da atividade antioxidante, foi utilizado o método DPPH
que consiste na observacgéo da captura do radical livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPHs)
por antioxidantes presentes na amostra. Para tanto, a analise foi baseada na metodologia
descrita por Brand-Williams, Cuvelier e Berset [164].

Foi preparada uma solugdo metandlica de DPPH a 0,06 mM a partir da

solubilizacdo de 12 mg de DPPH em 500 mL de &lcool metilico grau analitico. Esta
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solugcdo € entdo homogeneizada e transferida para um frasco de vidro ambar. Em
seguida, os extratos hidroetandlicos foram diluidos em 3 concentragcdes para cada
amostra (25, 50 e 100 ppm — Capim limao; 25,50,100 ppm — espinheira santa e, 15, 20 e
25 ppm — espinheiro branco ppm m/v em metanol).

Em ambiente escuro, 0,1 mL de cada solucéo diluida foi misturada com 3,9 mL da
solugédo contendo DPPH a 0,06 mM e agitada com o auxilio de um Vértex. Também foi
preparada uma solugdo controle contendo alcool metilico, a qual 0,1 mL sera adicionada
a 3,9 mL de DPPH. O branco da curva de calibracao foi a absorbancia do alcool metilico
puro. A leitura no espectrofotdmetro foi realizada no comprimento de onda de 515 nm. A
atividade antioxidante foi expressa como miligramas equivalentes a Trolox/ g de amostra
(mg TE/Q)

4.8 Métodos de Separagao: Analise por cromatografia liquida HPLC UV-
Vis/DAD

A separacao dos compostos na fragdo nao-volatil foi realizada por um sistema de
cromatografia liquida de alta performance, da Shimadzu, modelo LC20AD. O sistema
cromatografico foi composto por um degaseificador DGU-20A, sistema de bombeamento
quaternario LC-20AD, Sistema de inje¢ao SIL-20A, forno de coluna CTO-20A mantido a
30 °C, contendo uma coluna de fase reversa Luna Su C18 (2) (250 x 4,6 mm) com coluna
de guarda de mesma fase estacionaria e, um detector de arranjo de diodos UV-Vis/DAD

SPD-M20A. As condi¢des de analise sao apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7: Condigdes para analise cromatografica dos extratos.

Cromatografo Liquido Shimadzu - LC20AD

Fase estacionaria analitica Luna Su C18 (2) (250 mm x 4,6 mm)

Fluxo da fase moével 1,0 mL min"

Modo de eluigcao Eluicdo Gradiente: 0 a 3 min 5% B; 20 a 35 min 40% B; 35
a 45 min 50% B; 55 a 65 min 95% B; 66 a 70 min 5% B.

Fase movel (A) Agua (5 % é&cido acético); (B) Metanol

Temperatura do Forno 40 °C

Volume de injegao (pL) 20 uL

Comprimento de onda 200 A 400 nm.

monitorado (nm)

Comprimentos de onda (nm) 322, 310, 291, 240, 254, 280
selecionados

A seguir tem-se um fluxograma do desenvolvimento experimental completo (Figura
12).
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Figura 12: Fluxograma do desenvolvimento experimental EDGE™ para avaliagdo de
compostos fendlicos em amostras de chas com propriedades antioxidantes.
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Como detalhado nos itens 4.2 e 4.3, as amostras passaram por pré-tratamento a

fim de realizar as caracterizagbes preliminares. Apds essa etapa, a amostra de capim-

limao foi selecionada o estudo para otimizacédo do processo de extracdo utilizando uma

matrix Doehlert e a metodologia de superficie de resposta

(SRM) para otimizar os

processo de extragdo. Uma vez otimizada a metodologia de EDGE, cuja avaliagéo

contemplou o método colorimétrico de Folin-Ciocalteau (item 4.6), extratos 6timos obtidos

foram levados as analises abordadas nos itens 4.7 e 4.8.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagao preliminar das amostras de folhas de ervas

Segundo a Portaria 519 de 26/06/1998 [161], as analises fisico-quimicas indicam
a qualidade do material vegetal comercializado para o preparo de chas e infusdes, sendo
as analises de cinzas, teor de volateis, teor de umidade e carbono fixo as mais utilizadas
dada a sua simplicidade de execucéo, resultados rapidos e reprodutiveis. Essas analises
preliminares s&o previstas pela Farmacopéia Brasileira [162].

Segundo a Farmacopéia Brasileira [162], o teor de cinzas e umidade em amostras
de chas e infusdes sao requisitos para atestar sua pureza. O teor de cinzas e teor de

umidade encontrado nas amostras podem ser visualizados na Tabela 8.

Tabela 8: Resultado da analise Imediata das amostras de plantas e valores de referéncia.

Andlise imediata CL ES EB

experimental 9,62% + 0,005% 9,47% + 0,005% 10,79 % + 0,005%

Umidade
referéncia (*) 9,0% 12,0% 11,0%
Volateis (bs) 87,71% + 1,0% 84,16% * 3,9% 82,57% = 1,8%
Carbono fixo (bs) 54% + 1,1% 10,24% %3 2% 9,38% + 1,8%
experimental 6,89 % + 0,07% 5,60 % + 0,83% 8,05% + 0,12%
Cinzas(bs)
referéncia(*) 11,0% 8,0% 10,0%

Legenda: CL: Capim limao; ES: Espinheira santa; EB: Espinheiro branco. bs = base seca
(*) Valores limites de referéncia segundo na Farmacopéia Brasileira

A avaliagao do teor de cinzas permite a identificagdo de possiveis interferentes na
amostra. Essa analise é realizada a fim de verificar o teor de matéria inorganica presente
na composi¢ao da amostra e com isso, avaliar a presencga de possiveis adulterantes. As
cinzas sao constituidas de material mineral contendo silicio, aluminio, metais alcalinos e
alguns nutrientes, que se transformam em éxidos no processo de calcinagao [165]. Teores
elevados de cinza podem revelar elementos minerais por exemplo, presencga de terra ou
areia nas amostras. Além disso, a determinagdo de cinzas totais indica o equilibrio
microbiano e estabilidade fisico-quimica das amostras [165].

Observa-se que os valores encontrados para as analises de teor de cinzas estao
dentro dos limites maximos previstos pela legislacdo e Farmacopéia brasileira que variam
entre 8 e 11% para as ervas selecionadas para este estudo [161,162].

A amostra de CL apresentou teor de cinzas igual a 6,89 + 0,07%, valor inferior ao
observado no trabalho de Muala et al., [48], que foi de 8,06% % 0,05% em amostra de

capim-lim&do. Camargo et al., [166], verificaram um valor de 8,66% em seu estudo,
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também superior ao encontrado no presente estudo. Em resumo, observa-se que todos
os valores relativos a analise do teor de cinzas nas amostras estudadas s&o inferiores ao
valor limite de referéncia, indicando baixo teor de matéria inorganica na composicao da
amostra original [161,162].

A verificagdo do teor de umidade em amostras de ervas tem por objetivo avaliar a
possibilidade de crescimento de microrganismos, além de degradacao enzimatica e
componentes quimicos, uma vez que o ambiente Uumido favorece a degradagdo de
produtos naturais e sua contaminagao [167].

Os resultados da analise do teor de umidade, apresentados na Tabela 8, indicam
que as amostras apresentaram baixos teores de umidade, com exceg¢ao da amostra CL,
em que um teor de 9,62%, um pouco superior ao valor de referéncia foi observado. Para
as outras amostras, os teores encontrados estdo abaixo do limite de Farmacopéia (EB =
10.98%, com limite de 11% e ES = 9,47%, com limite de 12%) em consonéncia com a
legislagao em vigor. O baixo teor de umidade indica pouca probabilidade de degradagéo
das substancias bioativas pela acdo enzimatica, bem como poucas chances de
crescimento microbiano nas amostras selecionadas [48].

Costa et al. [50] obtiveram um teor de variando entre 7,40 a 8,58%. Unuigbé et al.,
[168], apresentam 13,00 + 2,92% de umidade nas amostras de CL. Mabai et al. [169]
apresenta teor de umidade entre 2,1 e 5% com base no método de secagem de folhas
para a amostras de capim-limao.

Além disso, a umidade e os volateis indicam o grau de estabilidade oxidativa da
amostra, por afetarem a qualidade do processo de armazenamento e consequentemente
a vida util esperada, além de serem fontes de contaminagéo por microrganismos [170].Em
complemento, as analises de umidade e volateis, indicam a estabilidade oxidativa da
composi¢do da amostra ja que a presenca de umidade e compostos volateis afeta a
qualidade do processo de estocagem e consequentemente o tempo de validade previsto,
além de se constituirem fontes de contaminagao por microrganismos [170].

O teor volateis presentes na amostra pode ser relacionado a caracteristicas
sensoriais como aroma e gosto, sendo constituidos por misturas complexas de
substancias de baixa massa molecular, que hormalmente podem evaporar a temperatura
ambiente [162, 171, 172].

A metodologia abordada para a determinag&o do teor de carbono fixo envolve a
determinagao do teor de cinzas e dos compostos volateis presentes na amostra. O
carbono fixo € o nome dado ao conjunto de substancias combustiveis que néo se
desprendem quando a biomassa € aquecida e é obtido por diferenga, ou seja, a massa
total menos o teor de umidade, material volatil e cinzas. Considerando amostras de folhas

para cha e infusdes, o teor de carbono fixo ndao é relevante em termos de qualidade
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quanto outros componentes como compostos fendlicos e antioxidantes, que sao mais

diretamente relacionados ao sabor e aos beneficios a saude [48] .

5.2 Otimizagcdao das condicoes de extragdo para a determinagao de
compostos fendlicos em amostras de folhas de ervas

5.2.1 Otimizagao do processo EDGE para maior contetudo de compostos bioativos

A otimizacao das condi¢des de extracao de compostos fendlicos em folhas de ervas
é fundamental para maximizar o rendimento e a qualidade dos extratos, considerando
que esses compostos sdo amplamente reconhecidos por suas propriedades bioativas e
beneficios a saude [173, 174]. Neste contexto, a temperatura e o tempo de extragao foram
selecionados como variaveis independentes e, o teor de compostos fendlicos totais foi
adotado como variavel dependente, para estabelecer uma relacao eficaz entre esses
parametros.

Visando otimizar temperatura e tempo na extragdo de compostos fendlicos a partir
das folhas secas de capim-limao (CL), foi utilizada a metodologia de superficie de
resposta em conjunto com a matriz de Doehlert, uma vez que esse design experimental
se destaca pela necessidade de menor quantidade de pontos experimentais para
obtengcdo de uma superficie de resposta, além de descrever de maneira eficiente as
relacdes entre as variaveis independentes e a variavel dependente, ao mesmo tempo em
que mantém alto poder preditivo [141].

A matriz gera uma distribuicdo uniforme de pontos no espago experimental,
dispostos em um padrdao hexagonal para duas variadveis, onde a temperatura (x1) € 0
tempo de extragao (x2) utilizados para investigar diferentes niveis. Um de seus principais
pontos fortes reside em sua natureza rotativa e na capacidade de estender o dominio
experimental em dire¢cdes de interesse com o minimo de experimentos adicionais. O
delineamento consiste em N=k?+k+1 experimentos, onde k representa o numero de
variaveis (neste caso, k = 2, resultando em 7 pontos experimentais) [153]. Esta
abordagem de otimizagdo permite o desenvolvimento de modelos polinomiais de segunda
ordem que podem descrever efetivamente a superficie de resposta e identificar condi¢cdes
ideais através de menos execugdes experimentais em comparagdo com outros
delineamentos experimentais tradicionais [141,153].

Neste sentido, a eficiéncia de um panejamento pode ser calculada pela divisdo do
numero de coeficientes da equacao quadratica pelo nimero de experimentos necessarios
para realizagdo do planejamento [153]. A temperatura foi estudada em cinco niveis
distintos (120;135;150;165;180 °C), enquanto o tempo de extragédo foi examinado em trés
niveis diferentes (4,74; 0,6,47; 8,20 min).

O design experimental foi aplicado de acordo com os experimentos descritos na

Tabela 6, no item 4.5, onde sao apresentados os valores codificados e decodificados da
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matriz Doehlert. Por sua vez, a Tabela 9 apresenta os resultados da analise dos

compostos fendlicos totais dos extratos obtidos através do planejamento experimental

aplicado a extracdo da amostra de capim limao.

Tabela 9: Resultados para a otimizagao do processo de extracao.

Experimento Temperatura (°C) Tempo (min) TPC (mg EAG/g)
1 180 (1) 6.47 (0) 67,86
2 165 (0.5) 8.20 (0.866) 62,04
3 120 (-1) 6.47 (0) 53,98
4 135 (-0.5) 4.74 (-0.866) 56,67
5 165 (0.5) 4.74 (-0.866) 66,82
6 135 (-0.5) 8.20 (0.866) 58,16
7(C) 150 (0) 6.47 (0) 69,85
8(C) 150 (0) 6.47 (0) 69,54
9(C) 150 (0) 6.47 (0) 68,16

Legenda: TPC- medido em mg de acido galico por grama de material vegetal seco (capim-limao).

Na Figura 13 é representada a superficie de resposta, bem como o diagrama de

contorno. As condi¢des 6timas de extracado foram: 6,03 minutos a uma temperatura de

165,82 °C. anadlise de variancia (ANOVA) foi realizada para comparar o efeito das

variaveis independentes sobre a variavel dependente e, revelou que o modelo foi
significativo (p < 0,05) e com R? de 0,99 (Tabela 10). A média do ponto central foi de 69,18

mg EAG/g com um desvio padréao de 0,73%.

Figura 13: Superficie de resposta obtidas pelo planejamento Doehlert., bem como

superficie de contorno da regido avaliada experimentalmente.
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Os resultados determinam que a variavel temperatura de extragdo (x1, com p =

0,0005) e a interagao entre temperatura e tempo de extracao (x12, com p = 0,0237) séo
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estatisticamente significativas (Tabela 10). Com relagao ao tempo de extragao (x2, com p

= 0,1113), n&o foi considerado significativo ao nivel de confian¢a de 95%.

Foi observada uma diferenga no teor fendlico dos extratos extraidos a 150 e 180

°C, com um tempo de extragdo de 6,47 minutos. Um teor fendlicos de 67,86 mg EAG/g

foi observado para um tempo de extracao de 6,47 minutos, a uma temperatura de 180

°C, enquanto com o mesmo tempo de extracdo e a 150 °C foi determinado um teor

fendlico médio de 69,18 mg EAG/g foi observado. Esse comportamento se deve ao fato

de tempos de extracbes maiores aliados as altas temperaturas ocasionarem a

degradacao térmica de compostos bioativos [175]. Ainda, foi possivel observar que o

aumento do tempo de extragao verificou teores fendlicos inferiores aos determinados nas

triplicatas do ponto central com 6,47 minutos de extragao, como mostra a figura 14.

Figura 14: Variacao do teor de fendlicos em fungéo do tempo de extracao.

80
70
6
2
» 50
L 40
g’ 30
2
1

o

o o

0

53,98

58,16 56,67

67,86

| | I | | |

6.47 820 474 6.47 6.47 6.47 474 820 6.47

Tempo min.

Tabela 10: ANOVA para a otimizacdo da extracdo de compostos fendlicos do capim-

lim&o.
Soma Média
Parametros guadratica GL quadratica Fealc p-valor
(SQ) (QM)
Modelo 294,58 5 58,92 108,93 0,0014
Temperatura (X1) 145,53 1 145,53 269,07 0,0005
Tempo (X2) 2,71 1 2,71 5,00 0,1113
X1X2 9,83 1 9,83 18,17 0,0237
X412 81,94 1 81,94 151,49 0,0012
X22 81,87 1 81,87 151,37 0,0012
Falta de Ajuste 0,0038 1 0,0038 0,0046 0,9519
Erro Puro 1,62 2 0,8094
R?=0,9945

O valor F do modelo de 108,93 indica que o modelo ¢é significativo. Ha apenas

0,14% de chance de que um valor F tdo grande possa ocorrer devido ao ruido. Ainda, o
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F da falta de ajuste (0,0046) indica que ¢é estatisticamente insignificante em comparagao
com o erro puro. A utilizacdo desses pardmetros permitiu a calibracdo do modelo
matematico (Equacéo 5) para prever a resposta com base nas variaveis significativas que
influenciam o processo de extracao e estimar a resposta maxima alcangavel.

Nesse caso, Xi, X1X2, X42 e X2? sao termos significativos do modelo. Valores
superiores a 0,1 indicam que os termos do modelo ndo sao significativos. Com estes
parametros, foi possivel predizer a resposta em funcdo das variaveis significativas na

extracao a estimativa da resposta maxima obtida.

TPC = 69,18 + 6,96 X, - 0,8225 X, -3,13 X1X2 — 8,26 X1 — 6,19 X,> Equagao 5

Em que, TPC = a fungéo resposta (neste caso, o teor de compostos fendlicos pelo
método de Folin-Ciocalteau); enquanto X1 e X, correspondem as variaveis independentes
(temperatura e tempo). Neste contexto, a adequacdo da predicdo 6tima do modelo
proposto foi avaliada comparando seus resultados em ftriplicata.

Aplicando a condicdo 6tima, em triplicada, para a amostra de capim liméo,
encontrou-se uma resposta média de 69,18 mg EAG/g, que se aproxima do valor predito
pelo modelo, 70,035 mg EAG/g ', apresentando uma diferenca de apenas 1,2%, o que
atesta a qualidade de predigdo da modelagem.

Em termos de robustez do modelo matematico otimizado, um coeficiente de
correlagédo (R?) igual a 0,99 confirma a precisdo do modelo e, também indica que os
experimentos foram bem projetados e executados, cobrindo adequadamente o espago
experimental [141,153]. Esse fato se deve a vantagem de o processo de extracao ser
automatizado, minimizando erros operacionais.

Nesse sentido, a amostra selecionada para o processo de otimizagao (CL)
apresentou um teor de compostos fendlicos totais de 69,65 + 1,8 mg EAG/g obtidos a
partir da extracado guiada por disperséo energizada, utilizando 20 mL da mistura etanol e
agua (40%, v/v). As condigbes 6timas de extracdo foram: a mistura etanol e agua
(40:60%v/v, 500 mg de material vegetal, tempo de extragdo de 6,03 minutos a uma
temperatura de 165,82 °C.

5.3 Avaliagdo do conteudo fendlico dos extratos 6timos obtidos por EDGE™

Apos o estabelecimento de condigdes 6timas de extragao para compostos fendlicos
na amostra CC, essas condigdes foram posteriormente aplicadas as amostras ES e EB.
O teor de compostos fendlicos (TPC) foi determinado através do ensaio de Folin-
Ciocalteau e os resultados estdo apresentados na Tabela 11, expressos em mg

equivalente de acido galico por g de extrato seco (mg EAG/g).
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Tabela 11: Teor de compostos fendlicos encontrados nos extratos das ervas analisadas.

Amostra TPC (mg EAG/g)* * desvio padrao
Capim-limao (CL) 69,65+ 1,8

Espinheira santa (ES) 25,92 + 0,007

Espinheiro branco (EB) 85,62 + 0,007

*Considerando massa de matéria vegetal seca.

A amostra de CL apresentou um teor de compostos fendlicos totais de 69,65 mg
EAG/g obtidos a partir da extracao guiada por disperséo energizada, utilizando 20 mL da
mistura etanol e agua (40%, v/v) em condigdes otimizadas. Kouassi et al. [176] obtiveram
um teor de fendlicos totais na amostra de capim-liméo de 35,43 mg EAG/g utilizando

etanol puro em extragao por Soxhlet.

O estudo conduzido por Irfan et al., [177], utilizou as técnicas de maceragao e
sonicagao para a avaliagdo do conteudo fendlico de extratos hidroetandlicos obtidos a
partir de folhas de capim-limado. Os autores utilizaram duas proporgdes diferentes na
mistura de solventes, etanol: agua como solvente extrator nas composicées 50:50 e
70:30%, v/v. Os experimentos resultaram em 36,8 e 32,9 mg EAG/g de material vegetal
para as composicoes 50:50 e 70:30% dos solventes etanol:agua, respectivamente. Ainda,
a extragdo por sonicagao verificou um conteudo de fendlicos de 61,2 e 54,1 mg EAG/g
para as respectivas combinagdes de solventes.

Dessa forma, evidencia-se a maior eficiéncia da extracao EDGE (12,12%) na
determinagdo do conteudo fendlico em amostras de folhas de capim limao, quando
comparadas as técnicas classicas de extracdo por maceracgao ou por Soxhlet. Adiferenga
observada no teor de fendlicos totais para a EDGE € possivelmente resultado da
combinacdo entre a pressdo e temperatura do sistema extrator que permite a maior
permeabilidade da amostra, uma vez que a pressao elevada 180 psi favorece a
solvatagdo enquanto a temperatura aumenta a difusdo do solvente por diminuicdo da
viscosidade. Ainda, fatores como a natureza dos compostos extraidos da matriz
possivelmente favorecem a melhor extracdo pela combinagéo de solventes utilizada no
presente estudo [178, 179].

A amostra de EB no presente estudo verificou um teor de 85,62 + 0,007 mg GAE/g
de compostos fenodlicos em sua composicdo. Alirezalu et al.[180] usando ultrassom
(metanol/agua, 80:20, 25 mL), determinaram em conteudo fendlico das folhas de EB entre
19,98 e 62,08 mg GAE/qg. Issadi et al. [31] observaram um conteudo fendlico entre 23,64
e 31,78 mg GAE/g para frutos de EB. Culum et al. [181] em seu estudo sobre uma das
variedades de Crataegus relatam um conteudo fendlico total de 14.43 mg GAE/g para os
extratos obtidos em extracao por Soxhlet, em um tempo de 5 horas utilizando etanol como

Unico solvente extrator.
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Por sua vez, ainda relacionando o conteudo fendlico observado no presente estudo
para a variedade Crataegus, Abu-Gharbien et al., [182] em seus estudo sobre folhas da
variedade Crataegus azarolus, obtiveram um teor de fendlicos totais de 1,5 mg EAG/g
utilizando etanol 70% como solvente na extracdo por maceragao. O resultado observado
no do presente estudo verificou um alto TPC, evidenciando a eficiéncia da metodologia
EDGE desenvolvida. Ferioli et al. [183] relataram um conteudo fendlico de 0,056 mg
GAE/g usando maceragao com etanol:agua (60:40%) em folhas de Crataegus oxycantha.

Logo, observa-se que a metodologia desenvolvida apresentou resultados
superiores aos verificados na literatura, o que indica que a EDGE™ apresenta melhor
eficiéncia extrativa de compostos bioativos.

Os extratos obtidos a partir das folhas da SB resultaram em um teor fendlico de
25,92 1+ 0,007 EAG/g, no entanto, o presente estudo ndo encontrou registros na literatura
cientifica que apresentassem dados sobre o conteldo fendlico total da espécie Sorocea
bonplandii (ES). Esta lacuna de informagéo indica a necessidade de mais investigagdes
sobre esta planta, o que pode ter implicagdes importantes para estudos de suas

propriedades bioativas e potencial uso em farmacologia e nutri¢cao.

5.4 Avaliagao da Capacidade Antioxidante in vitro

A avaliacao da atividade antioxidante in vitro dos extratos obtidos a partir das folhas
das ervas CL, EB e ES foi realizada utilizando os ensaios ABTS, DPPH e FRAP (Tabela
12). Varias técnicas tém sido utilizadas para a obtencdo de extratos com atividade
antioxidante das folhas das plantas [184-186], porém as metodologias aqui aplicadas

estdo entre as mais utilizadas para essa finalidade.

Os extratos obtidos sob condi¢des 6timas de CL, EB e ES tiveram o contetdo
antioxidante avaliado e, os dados variaram de acordo com o tipo ensaio utilizado. A
atividade antioxidante dos extratos hidroetanolicos medida pelo FRAP foi superior a dos
outros ensaios antioxidantes, provavelmente devido a sua reagdo especifica com
antioxidantes fendlicos hidrofilicos, seguida pelos métodos ABTS e DPPH, que reagem
com compostos hidrofébicos e hidrofilicos/lipofilicos. Assim, os ensaios DPPH e ABTS
sdo baseados na atividade de captura de radicais, enquanto o FRAP é baseado no

potencial redutor de ferro [115,187].

Tabela 12: Resultados dos ensaios para determinacdo da capacidade antioxidante dos
extratos analisados (média + desvio padrao).

Ensaio Capim-liméo Espinheira santa Espinheiro branco
ABTS 55,71+ 2,74 19,5+ 0,92 82,41 +4,14
DPPH 22,34+0,1 5,83+ 0,55 54,64 £ 0,27
FRAP 1158,92 + 29,87 1216,3 + 47,02 1920,4 + 66,39

*Resultados expressos em mg/g de matéria vegetal seca.
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O ensaio ABTS mostrou que, em condi¢des ideais, a atividade de captura do DPPH
foi de 55,71 + 2,74, 19,5 + 0,92 e 82,41 + 4,14 mg TE/g para CL, ES e EB,
respectivamente. O ensaio ABTS é baseado na reagao com cation radical organico € no
mecanismo pode ocorrer uma transferéncia de atomo de hidrogénio (TAH) ou uma
transferéncia de elétron unico (TEU) [115,184,186].

Por sua vez, o ensaio DPPH apresentou capacidades antioxidantes in vitro de 22,34
+0,1,5,83+0,55e 54,64 +0,27 mg TE/g, para CL, ES e EB, respectivamente. A atividade
antioxidante in vitro medida pelo método DPPH é baseada na capacidade de doar
elétrons da amostra em analise [115,187].

A capacidade antioxidante in vitro em extratos também foi avaliada utilizando o
ensaio de poder antioxidante redutor férrico (FRAP). Os resultaram apresentaram maior
potencial redutor com atividade antioxidante de 1920,4 £ 66,39, 1216,3 + 47,02 e 1158,92
+ 29,87 UM Fe?'/g, para as espécies EB, ES e CL, respectivamente. A atividade
antioxidante dos extratos hidroetandlicos medida pelo FRAP foi superior aos demais
ensaios antioxidantes, devido a sua especificidade de reagao com antioxidantes fendlicos
hidrofilicos [184].

Alirezalu et al. [180] em um ensaio FRAP encontraram atividade antioxidante
variando entre 0,32 e 1,84 uM Fe?'/g em frutos de EB usando extrag&o por ultrassom.
Belabdelli et al. [188] relataram 22 mg VCE/g (mg de equivalente de acido ascorbico/g
DW) em extratos etanodlicos de folhas de uma variedade de Crataegus por Soxhlet no
ensaio DPPH. Ferioli et al. [183] relataram atividade antioxidante pelo ensaio ABTS em
seus extratos hidroetanolicos variando de 31,48 a 52,58 mg Trolox/K 'DW. Hamza et al.
[189] relataram em um ensaio FRAP em extratos de partes aéreas de espinheiro branco
uma atividade antioxidante de 877,8 umol VCE/g.

Os ensaios antioxidantes séo classificados de acordo com seu mecanismo de
reacdo: transferéncia de atomo de hidrogénio (TAH) ou transferéncia de elétron Gnico
(TEU) [115]. No entanto, reacdes mais complexas costumam ocorrer combinando esses
mecanismos a depender da natureza do analito. Portanto, os ensaios DPPH e ABTS séao
classificados como mecanismo misto de reacédo, envolvendo tanto os mecanismos TAH
guanto TEU, reagindo com antioxidantes hidrofébicos e hidrofilicos/lipofilicos,
respectivamente. Em contraste, o ensaio FRAP é baseado na transferéncia de elétron
anico, e envolve antioxidantes hidrofilicos que reagem apenas em solu¢bes aquosas
[115, 190].

As metodologias empregadas para avaliar a atividade antioxidante in vitro dos
extratos 6timos demonstraram resultados satisfatorios. A utilizagdo combinada desses
ensaios para a analise do potencial antioxidante dos extratos proporcionou uma visao
abrangente e precisa de seu perfil antioxidante, dado que cada método avalia os extratos

sob diferentes aspectos da atividade antioxidante in vitro relacionada a reatividade das
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moléculas presentes no meio reacional. Assim, & possivel inferir sobre a classe de
compostos contidos no extrato, sugerindo que a combinagédo dos resultados contribui

para uma caracterizacdo mais robusta e confiavel das propriedades antioxidantes.

5.5 Avaliagao qualitativa e quantitativa da fragcao de Compostos fendlicos
por HPLC UV-Vis/DAD

Os extratos obtidos por extracao guiada por disperséo energizada foram analisados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC UV-Vis/DAD), a partir da identificagao
e quantificagdo por padrdes analiticos certificados.

Para isso, foram injetadas solugbes individuais dos padrdes certificados de
compostos fendlicos, em modo de analise exploratéria variando a composi¢cao da fase
movel (metanol e agua ultrapura contendo 5 % de acido acético) de 5 a 100% de solvente
organico durante um tempo total de 70 minutos, a fim de verificar a resposta analitica do
padrao frente as condigdes experimentais iniciais. O cromatograma (solugdo mista de

padrbes analiticos de compostos fendlicos) pode ser verificado na Figura 15.

Figura 15: Cromatograma obtido por HPLC UV-Vis/DAD a partir de uma solugdo mix de
padrbes de compostos fendlicos com concentragéo de 50 ug mL™".
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A partir da resposta cromatografica gerada pela analise exploratéria, foi injetada

uma solugao conjunta de padrdes certificados preparada em metanol grau HPLC, com

concentragdo de 50 yg mL™". Desse modo, foram coletadas as informagdes iniciais acerca

dos compostos, como tempo de retengdo e comprimento de onda de absor¢do maxima

para cada composto fendlico, além de verificar o perfil de separacdo desses compostos

(Figura 15).
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Tabela 13: Dados da construgao da curva analitica para determinagcao de compostos
fendlicos em amostras de extratos das folhas de chas obtida por HPLC UV-Vis/DAD.

Padrao Tr Amax. Equacao da reta R? Faixa de trabalho

(min) (nm) (mg/L)

Ac. cafeico 16,79 322 y=9.10%x+2,1048  0,9970 1a50

Ac. p-cumarico 21,98 291/310 y=5.10%x+2,1949  0,9963 1a50

Ac. ferulico 23,54 240 y=8.10%x+3,7393  0,9892 1a50

Ac. cinamico 2524 280 y=1.10°x+2,0494 0,9970 1a50

Teofilina 14,76 275 y=6.10%x+2,2500 0,9969 1a50

Rutina @ 27,19 255 y=9.10°x+2,6450 0,9962 1a50

Rutina ® 27,19 255 y=2.10°%x +15,259  0,9943 50 a 150

Legenda: @ - curva analitica baixa para a Rutina; ° - curva analitica alta para a Rutina.

As informacgbes reunidas foram entdo utilizadas para preparar curvas analiticas
contendo os compostos fendlicos de interesse, permitindo a quantificagdo dos analitos
nos extratos produzidos. Sdo apresentados na Tabela 13 os dados da curva analitica
contemplando além do tempo de retengédo e o comprimento de onda de maxima absorgao,
a equagao da reta relativa a curva analitica, o coeficiente de determinagéo (R?) e a faixa
linear de trabalho do estudo.

A curva analitica indicou a faixa linear de trabalho variando entre 1 mg/L a 50 mg/L
para os padrdes de acidos fendlicos e teofilina. Ja para o padrao analitico de rutina, foram
necessarias duas curvas com a primeira com concentragdes variando de 1 mg/L a 50
mg/L e a segunda curva analitica com concentragéo de padrao variando entre 50 a 150
mg/L, a fim de atender a quantificagdo dos compostos fendlicos presentes nas amostras
de folhas de ervas.

A deteccao dos compostos fendlicos por detecgao de arranjo de diodos baseia sua
resposta na absorgdo da radiacdo na regido UV-Visivel, propriedade conferida pela
presenca de ligagdes duplas conjugadas, presentes na estrutura desses compostos [191].
Essas ligacbes duplas funcionam como um grupo cromoéforo capaz de absorver a
radiagao [192-194].

Para o estudo cromatografico, as amostras preparadas por EDGE™ foram filtradas
em filtro nitrilico de 20 um, sendo posteriormente analisadas por HPLC/DAD em modo
gradiente de eluicdo, com tempo total de corrida de 70 minutos. Foi utilizazada para a
separacao dos compostos uma coluna de fase reversa, C18 e, a fase movel foi composta
por metanol e dgua ultrapura contendo 5% de acido acético na composigao.

Os perfis cromatograficos das amostras analisadas estdo apresentados nas
Figuras 16, 17 e 18. Foram identificados com o auxilio de padrdes analiticos certificados
acidos fendlicos, um alcaloide e um flavonol nos extratos das ervas. Por outro lado, foram

observadas nas amostras a presenca de varios outros compostos que nao tiveram sua
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identificacdo realizada diante dos padrbes analiticos disponiveis. Na tabela 14 sao
apresentados os compostos fendlicos identificados e quantificados nas amostras de
folhas de ervas. Podem ser verificados a concentragao e desvio padrao dos compostos
fendlicos identificados neste estudo.

Foi observada principalmente a presenga de acidos fendlicos, que séao
classificados como acidos benzdicos e acidos cindmicos de acordo com o numero de
atomos de carbono presentes em sua estrutura [195, 196]. Os acidos fendlicos tem
reconhecidas propriedades antioxidantes e, sua presenca em todas as amostras de ervas
analisadas indica o potencial antioxidante do extrato obtido [195, 197].

Tabela 14: Resultados da identificagdo e quantificagcdo de compostos fendlicos nos
extratos obtida por HPLC UV-Vis/DAD.

Concentracéo pg/L*

Compostos Capim-limé&o Espinheira santa Espinheiro branco
Acido cafeico 15,01+ 0,12 14,59+ 0,07 10,98+ 0,01
Acido p-cumaérico 3,7+ 0,04 3,49+ 0,20 5,78+ 0,01
Acido ferulico 16,49+ 0,1 n.d. n.d.
Acido cinamico 3,06+ 0,01 3.82+ 0,32 n.d.
Teofilina n.d. 2.49+ 0,05 6,37+ 0,02
Rutina n.d. n.d. 93,05+ 0,27

*Concentragdo média * desvio padréo (ug/L)

Figura 16: Cromatograma obtido por HPLC UV-Vis/DAD para o extrato 6timo de capim-
lim&o.
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Na amostra de capim-limao foram identificados os acidos fendlicos cafeico (15,01t
0,12 ug L"), p-cumarico (3,70 £ 0,04 ug L), ferdlico (16,49 + 0,1 ug L") e cindmico (3,06+
0,01 ug L™"). Foram observados outros compostos cuja identificagédo néo foi possivel em
correlagao aos padrdes analiticos disponiveis. Coelho et al., [197] verificaram a presenca
de trés dos acidos observados no presente estudo, o acido cafeico, ferulico e p-cumarico
na composi¢ao das amostras de capim-limao, também avaliadas por HPLC/DAD. Por sua
vez, Muala et al.,[48] verificaram a presenca dos acidos cafeico, p-cumarico, ferilico e

cindmico como ocorreu no presente trabalho, além de acidos vanilico, galico, siringico,
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dihidroxibenzodico. Os autores verificaram a presenga dos flavondides catequina,

epicatequina e quercetina em suas amostras.

Figura 17: Cromatograma obtido por HPLC UV-Vis/DAD para o extrato étimo de
espinheira santa.
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A amostra de espinheira santa (Sorocea bonplandii) analisada neste estudo
apresentou os acidos fendlicos cafeico (14,59+0,07 ug L), p-cumarico (3,49+0,20 ugL™)
e cinamico (3,82+ 0,05 ug L), além de teofilina (2,49+ 0,05 ug L") em sua composigao.
Nao foram encontrados na literatura estudos fitoquimicos aprofundados sobre a

composigao quimica da espécie Sorocea bonplandii.

Figura 18: Cromatograma obtido por HPLC UV-Vis/DAD para o extrato étimo de
espinheiro branco.
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Na amostra de espinheiro branco foram observados os acidos cafeico (10,98 + 0,01
ug/L), p-cumarico (5,78 + 0,01 ug L"), além de teofilina (6,37 + 0,02 ug L) e rutina
(93,05 £ 0,27 01 ug L™"). Zhang et al., [199], em seu estudo sobre a composigédo quimica
e atividade antibacteriana do espinheiro branco, verificaram a presenca dos acidos
clorogénico e p-cumarico, além de procianidinas, quercetina e seu derivado

isoquercetina, em extrato metandlico. Benabderrahmane et al., [29], verificaram a
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presenca dos acidos cafeico e caftarico na composi¢cao em que o solvente extrator foi o
acetato de etila. Por sua vez, Alirezalu et al. [180] relataram a presenca de acido
clorogénico e rutina em frutos de espécies do género Crataegus.

A rutina é um flavonol de grande importancia para a industria farmacéutica, com
atividade farmacolégica comprovada, dentre as quais anti-inflamatéria e antioxidante,
além da cardioprotetora [200, 201]. Dessa forma, ressalta-se que a partir da metodologia
otimizada para extragdo de compostos fendlicos por EDGE™, verificou-se alto teor de
rutina na amostra de espinheiro branco, sendo a Unica amostra em que o composto foi
observado.

Foi observada a presenca de teofilina € uma xantina metilada, caracterizada pela
combinagdo de um anel imidazol e uma pirimidinediona, com atividade antioxidante
comprovada [202, 203]. Este composto ocorre naturalmente em bebidas como café, chas
e infusdes de ervas medicinais [203]. No presente estudo, a teofilina foi observada nas
amostras de espinheira santa e espinheiro branco.

Os &cidos fendlicos foram observados em todas as amostras de ervas avaliadas
neste estudo. Estes compostos bioativos foram maijoritarios nos extratos nos trabalhos
desenvolvidos por Vastrad et al. [203, 204]. Dentre estes, o acido cindmico é o
antioxidante mais ativo, devido a dupla ligacao presente em suas estruturas, que participa
da estabilidade do radical por ressonancia, deslocando o elétron desemparelhado [197,
208].

5.6 Relagao entre TPC, composicao dos extratos e atividade antioxidante in
vitro

A correlacao entre a atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos totais
(TPC) é fundamental para compreender as intera¢gdes bioquimicas envolvidas na
capacidade antioxidante de matrizes naturais. Neste contexto, fez-se uso de uma matriz
de correlagao (Figura 19) para visualizar padrdes e relagdes entre variaveis de forma
intuitiva, destacando associagdes positivas ou negativas que podem revelar tendéncias
relevantes. Essa abordagem facilita a interpretacdo de como diferentes compostos
fendlicos contribuem para a atividade antioxidante, possibilitando inferéncias sobre
sinergismos ou antagonismos presentes na matriz avaliada.

A partir da Figura 19 é possivel obter indicativos da tendéncia entre os ensaios de
determinacgao da capacidade antioxidante dos extratos e o conteudo fendlico dos extratos
obtidos por EDGE. O TPC apresentou uma correlagao positiva forte com os ensaios
antioxidantes ABTS (098), DPPH (0,94) e FRAP(1,00), indicando que quanto maior o teor
total de compostos fendlicos, maior a atividade antioxidante da amostra [206, 207]. Esse
resultado reforga o papel central dos compostos fendlicos na neutralizacdo de radicais

livres e na capacidade de redugao do ferro.
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Figura 19: Matriz de correlacdo entre ensaios antioxidantes, teor de fendlicos e
composigao dos extratos.
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Um aspecto importante a ser considerado ao extrair compostos bioativos de
matrizes vegetais é a selecdo de solventes e o métodos de extragdo apropriados, pois
estes s&o essenciais para o isolamento eficiente de compostos bioativos. A escolha do
solvente de extragdo € baseada na polaridade, que por sua vez afeta a capacidade de
extrair analitos especificos das matrizes vegetais com foco em suas propriedades
estruturais e fisico-quimicas.

Os solventes mais comumente usados para fins bioprospectivos incluem
principalmente agua e etanol [208], que, com base na polaridade, impacta
significativamente a eficiéncia de extragdo de compostos fendlicos. Solventes com
polaridade mais baixa produzem niveis mais baixos de compostos fendlicos, resultando
em menor capacidade de eliminacao de radicais livres do extrato [209,210].

Um outro aspecto de interesse € a correlagdo entre os ensaios antioxidantes
realizados e a composicao individual dos extratos obtidos no processo de otimizacado da
EDGE. Os acidos fendlicos, em especifico, os acidos cafeico e p-cumarico contribuiram
de forma acentuada para o TPC dos extratos, o que evidencia sua contribuigdo também
para a atividade antioxidante. A correlagao forte observada para a presenca desses dois
acidos na composicao dos extratos e sua relacdo com a atividade antioxidante, em todas
as amostras analisadas corrobora esse indicativo.

Por sua vez, a presenca de rutina com uma correlagdo moderada decorre do fato

de esse composto ter sido observado apenas na amostra EB. Em contrapartida, a
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presenca de rutina em EB esta altamente associada aos valores de atividade antioxidante
do ensaio FRAP. Por fim, em relagao a teofilina, encontrada nas amostras ES e EB, a
fraca correlagdo observada em relagdo a sua contribuicdo para o TPC decorre do fato de
esse composto ndo se tratar de um composto fendlico, o que limita sua contribuicdo para
a atividade antioxidante nos ensaios.

Flavonodides com estruturas fendlicas altamente hidroxiladas sado geralmente
soluveis em agua, alcoois e suas combinag¢des, enquanto formas de flavondides menos
polares e altamente metoxiladas sdo preferencialmente extraidas usando solventes
menos polares [210-212]. Como os grupos hidroxila nos compostos fendlicos s&o cruciais
para a atividade antioxidante, os extratos com maior polaridade normalmente exibem
melhores propriedades antioxidantes.

A rutina € um glicosideo composto pelo flavonéide aglicona quercetina e pelo
dissacarideo rutinose, com grande solubilidade em agua. A estrutura e as propriedades
fisico-quimicas da rutina, aliadas a elevada quantidade encontrada na amostra de EB,
explicam a consideravel capacidade antioxidante apresentada no ensaio FRAP para essa
amostra [213-215]. Um aspecto interessante a ser ressaltado é o fato de a rutina ser
bastante sensivel a termodegragdo, sofrendo quebra de sua estrutura em unidades
menores, mais simples, quando exposta a temperaturas acima dos 100°C [216-218].

Os acidos fendlicos sdo geralmente soluveis em misturas de etanol:agua, e a
solubilidade dos compostos fendlicos € afetada pela composig¢ao do solvente [219]. Neste
estudo, a composicao do solvente 40:60% (v, v) apresentou alto teor de acidos fendlicos,
encontrados em todas as amostras. Além disso, o contetdo antioxidante foi consistente
com o teste ABTS, cujo mecanismo reacional favorece compostos antioxidante
hidrofilicos/lipofilicos [115].

O ensaio de DPPH, cujo mecanismo é preferencialmente reativo as moléculas
hidrofébicas, apresentou os menores valores de atividade antioxidante in vitro observados
no presente estudo. Este fato possivelmente indica a pouca incidéncia de analitos
hidrofébicos na composicao do extrato hidroetandlico obtido [115, 210-221].

Em relagdo a natureza diversa do conteudo fendlico, este consiste em uma gama
de compostos que apresentam diferentes propriedades fisico-quimicas e, desse modo
buscou-se explorar as conexdes entre o conteudo fendlico total (TPC) e a atividade
antioxidante nas amostras relacionadas a essas propriedades. Fatores como o
coeficiente de particdo octanol-agua e a constante de dissociagdo eletrolitica
desempenham um papel importante nesta avaliagdo (Tabela 15) [219-221].
Considerando os mecanismos reacionais dos ensaios antioxidades in vitro e os
compostos fendlicos observados é possivel relacionar a natureza dos compostos a sua
reatividade. Verifica-se que compostos reativos ao ensaio ABTS apresentam natureza

hidrofilica e lipofilica. Por sua vez, o ensaio DPPH envolve moléculas hidrofébicas,
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especialmente em meios organicos e, por fim, o ensaio FRAP interage com espécies
hidrofilicas [115,123].

Tabela 15:Propriedade fisico-quimicas dos compostos observados no estudo.

Composto Classe Formula PM pKa Log Solubilidade
fendlico molecular (g/mol) Kow em agua
(mg/mL)

Acido cafeico  Acido CoHsO4 180,16 4,62 1,15 <1
fendlico

Acido p- Acido CoHsO3 164,16  4,64945 1,79 <1

cumarico fendlico

Acido cinamico Acido CoHsO2 148,16 4,45 207 <1
fendlico

Acido fertllico  Acido C10H1004 194,18 4,58 151 <1
fendlico

Teofilina Alcaléide C7HsN4O2 180,16 8,81 -0,02 0,027

Rutina Flavon6ide  C27H30016 650,52 - -1,3 0,125

Fonte: PubChem [222].

A composi¢ao da amostra CL apresentou acidos fendlicos proeminentes junto com
varios compostos nao identificados. Os acidos fendlicos sao caracterizados por um baixo
coeficiente de particdo octanol/agua (log Kow), indicando que sao espécies polares que
sao mais soluveis em agua e apresentam menores tendéncias de bioacumulagao [115].
As amostras de EB e ES também apresentaram acidos fendlicos, além de uma
metilxantina e flavonol em seus extratos, todos compostos com valores de log Kow
baixos, 0 que explica sua maior reatividade com ensaios de capacidade antioxidante in
vitro ABTS e FRAP, indicando maior presenca de compostos com hidrofilicos.

Considerando a natureza reativa de cada ensaio, é possivel associar os valores de
atividade antioxidante in vitro observados para cada amostra na Tabela 12 com as
informacdes da tabela 15 e, assumir a natureza majoritaria dos compostos extraidos pelo
EDGE otimizado. Como os menores valores de atividade antioxidante foram verificados
para o ensaio DPPH, indica poucos compostos nas amostras sao de natureza hidrofdbica.
Por outro lado, foram observados valores mais expressivos para os testes ABTS e FRAP,
cuja natureza é fortemente hidrofilica [115, 213]. Este fato esta relacionado a composicao
do solvente extrator, cuja composig¢ao € agua em seu maior percentual. A porgao organica
do extrato interage com compostos de afinidade lipofilica, conforme verificado na
natureza do ensaio ABTS [115, 213].

A constante de dissociagdo eletrolitica (pKa) avalia quantas moléculas acidas
ionizam e quantas moléculas basicas se dissociam em um nivel de pH especifico. A
compreensdo dos valores de pKa € essencial para avaliar a absor¢cao biolégica e os
comportamentos de ligagdo das moléculas em contextos ambientais e biolégicos. O pKa
€ uma caracteristica que afeta significativamente as propriedades antioxidantes de um
composto, uma vez que as interagbes de um composto com radicais livres e outras

moléculas sdo determinadas pelo seu potencial redox, solubilidade e pKa [220,223].
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Ainda, a literatura aponta que a estrutura do composto bioativo faz com que sua
solubilidade mude sob influéncia do pH afetando o processo de extracdo e a
disponibilidade desses analitos no extrato [223-225].

Na busca de aplicagcbes bioprospectivas para compostos fendlicos, o pKa serve
como parametro vital para o desenvolvimento, pois revela a propensido para doar ou
aceitar um préton (H*). Também é fundamental na previsao das formas predominantes de
produtos farmacéuticos no meio ambiente e na formulagdo de formas farmacéuticas
[226,227].

Em resumo, diferencas significativas foram observadas nas correlagdes entre o
TPC, a composigao individual dos extratos e os ensaios antioxidantes. A amostra EB
apresenta maior atividade antioxidante corroborada nos trés ensaios realizados. Essa
atividade antioxidante indica uma relagao direta entre a propriedade e o teor fendlico total.

A composicao individual certamente controla os valores observados. A amostra CC
apresentou uma atividade antioxidante boa e um TPC intermediario, sugerindo que a
composigao qualitativa dos compostos (acidos fendlicos) pode ser tdo importante quanto
a concentracado desses compostos. Por fim, a amostra ES exibiu menor valor de TPC e
boa atividade antioxidante, embora o menor valor dentre as amostras, reforcando a
relacdo direta entre o TPC e a atividade antioxidante. Ainda, a composi¢cao da amostra
ES, assim como as demais, apresenta compostos nao identificados que poderiam

contribuir para melhores percep¢des acerca dos resultados.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, a Extracdo Guiada por Dispersdo Energizada (EDGE) foi aplicada
para obter extratos de trés tipos de erva utilizadas em infusbes com reconhecidas
atividades fitoterapicas. Foram realizadas a otimizacdo do processo de extracdo, a
determinacgao suas atividades antioxidantes in vitro e a caracterizacdo do conteldo dos
extratos hidroetandlicos por HPLC/DAD. No processo de otimizagdo, a aplicagdo do
design experimental Doehlert e a metodologia de superficie de resposta (RSM) resultaram
em uma melhora significativa na obtencdo de compostos fendlicos com reconhecida
atividade antioxidante, além de alto nivel de conteudo fendlico presente nos extratos. Foi
possivel explorar eficientemente as variaveis experimentais (temperatura e tempo).

O estudo realizado permitiu obter as melhores condicdes de extragdo para
maximizar o teor de compostos polifendlicos com potencial capacidade antioxidante
usando EDGE. A condigdo 6tima foi obtida usando uma mistura de etanol (40%)/agua
(60%) a 165,82°C, com um tempo de extracao 6,03 min. A analise de variancia (ANOVA)
revelou que o modelo foi significativo (p < 0,05) com um R? de 0,99. O teor de compostos
fendlicos médio do ponto central foi de 69,18 mg GAE/g com um desvio padréao de 0,73%.
A EDGE provou ser eficiente para a preparagao de amostras com conteldo bioativo,
permitindo uma recuperacao rapida, simples, reprodutiva e com menor consumo de
solventes a partir pequena quantidade do material vegetal. O bom desempenho da
técnica no isolamento de compostos fendlicos, resulta de um processo de extracdo menos
trabalhoso, com menos etapas de preparacao de amostras e maior automacao. O extrato
obtido mostrou ser uma fonte de alto nivel de compostos fendlicos importantes com
potencial antioxidante.

Em relacdo ao perfil fitoquimico observado na analise cromatografica, todas as
amostras de ervas analisadas apresentaram acidos fendlicos na composic¢ao. Teofilina foi
observada nas amostras de ES e EB e, finalmente, rutina em alta concentragao foi
observada na amostra de EB. Outros compostos foram encontrados nas amostras, mas
nao foram identificados em relagdo aos padroes certificados disponiveis. Dessa maneira,
é necessaria a identificacdo desses constituintes quimicos para entender suas
propriedades bioativas e potencial para possiveis aplicacbes terapéuticas, fornecendo

informacdes relevantes sobre a composi¢ao quimica e qualidade dos extratos.
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7 PERSPECTIVAS DO TRABALHO

Publicagéo do artigo cientifico.
Andlises complementares a fim de identificar nos extratos compostos remanescentes.
Avaliagao da fragao volatil das amostras a fim de complementar o estudo.

Avaliacdo de toxicidade dos extratos obtidos para fins prospectivos.
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9 APENDICES

1: Curva analitica com padrao de acido galico para determinagéo de fendlicos totais por
espectrofotometria. Leituras realizadas a 765 nm. Reacgdes de Folin-Ciocalteau

Concentracédo (mg L?) Absorbancia (nm)
5 0,190
10 0,256
25 0,365
50 0,560
75 0,734
100 0,868
125 0,991
Curva analitica acido gélico y = 0,0067x + 0,1933
R? = 0,9906
1" °
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2: Curva analitica com padrao de Trolox para determinagao de atividade antioxidante por
espectrofotometria. Metodologia ABTS, Leituras realizadas a 734 nm.

0,66

0,64

0,62

o
o)

0,58

Absorbancia

0,56

0,54

0,52

Tubo Conc (uM) Absorbancia (734
nm)
1 100 0,74
2 250 0,707
3 500 0,6311
4 750 0,554
5 1000 0,4895
7 1700 0,303
8 2000 0,2367
Curva analitica DPPH
..
T y = -0,51065x + 0,66044
R2=0,99711
-
.
o
0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
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3: Curva analitica com padrao de Trolox para determinagao de atividade antioxidante por
espectrofotometria. Metodologia DPPH, Leituras realizadas a 515 nm.

Concentragdo (mM) ABS1 ABS2 ABS3 ABS média

0,040751099 0,635 0,643 0,639
0,081502197 0,627 0,63 0,607 0,621333333
0,122253296 0,588 0,595 0,601 0,594666667
0,163004395 0,585 0,571 0,578 0,578
0,203755493 0,564 0,557 0,553 0,558
0,244506592 0,535 0,537 0,532 0,534666667
0,692768678 0,272 0,287 0,288 0,282333333

Curva analitica DPPH
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4: Curva analitica com padrao de Fe>SO4 para determinacdo de atividade antioxidante
por espectrofotometria. Metodologia FRAP, Leituras realizadas a 595 nm.

Tubo Solugdo de Agua Concentracdo Abs1l Abs2 Abs3 Média
sulfato ferroso (uMm)
(ml)
0 0,5 9,5 100 0,199 0,201 0,189 0,196333
1 1 9 200 0,299 0,301 0,287 0,295667
2 2,5 7,5 500 0,51 0,447 0,511 0,489333
3 5 5 1000 0,835 0,718 0,668 0,740333
4 7,5 2,5 1500 0,917 1,061 0,953 0,977
5 10 0 2000 1,229 1,215 1,193 1,212333
Curva de Sulfato Ferroso
1,4
y = 0,0005226787x + 0,1901338369
12 R2 = 0,9938380756 " )
€ 1 o
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5: Curva analitica com padrdes de fendlicos utilizada para quantificagdo cromatografica
por HPLC UV-Vis/DAD:

A i , A i Ari = 5E-06x + 2,1949
Acido cafeico y - gg.oex +2,1048 | Acido p-cumarico Y RZ:(;(,9963
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6: Espectros de comprimento de onda de absor¢gdo maxima (Amax.) obtidos por analise de

padrdes certificados por HPLC/DAD
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7: Cromatograma obtido por analise mix de padrdes certificados por HPLC/DAD utilizados
na curva analitica para a quantificagcdo de compostos fendlicos.

250 £
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8. Tabela de padrées utilizados no mix de compostos fendlicos, tempos de retengao e

comprimentos de onda de absor¢do maxima, massa molecular, féormula molecular,
constante de acidez e coeficiente de particao octanol-agua.

Composto Classe Formula PM(g pKa Log Tr Amax.(nm)

fenélico molecular mol?) Kow (min)

Acido Acido CoHgO4 180,16 4,62 1,15 16,79 322

cafeico fenolico

Acido p- Acido CyHsO3 164,16 4,64,9,45 1,79 21,98 310

cumarico fendlico

Acido Acido CyHsO: 148,16 4,45 2,07 25,24 280

cinamico  fendlico

Acido Acido CioH1004 194,18 4,58 1,51 23,54 240

feralico fendlico

Teofilina Alcaléide Cs/HsN+O, 180,16 8,81 - 14,76 275
0,02

Rutina Flavondide Cy/H30016 650,52 - - 27,19 255
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9: Cromatogramas obtidos para as analises dos extratos hidroetandlicos de folhas de
chas Capim-limao, espinheira santa e espinheiro branco por HPLC/DAD identificando os
compostos fendlicos observados.
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10: Estruturas dos principais compostos fendélicos presentes em chas e infusdes.
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