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RESUMO

SOUZA, Mariana Regina Passos; PERETIATKO, Claudia Dyana dos Santos.
Avaliacdo quimica de 0Oleo essencial e alelopética de extrato hidroalcoodlico de
Artemisia vulgaris L. 2014. 71 f. TCC (Trabalho de conclusdo de curso) —
Graduacdo em Quimica (Bacharel), Universidade Tecnologica Federal do
Parana. Pato Branco, 2014.

As plantas sempre foram o principal meio a que a humanidade recorreu
para o tratamento de doencas. Embora varias plantas tenham sido estudadas
com relacdo a provavel existéncia de constituintes bioativos, ainda existe uma
infinidade de plantas que podem servir como base para estudos. A planta
Artemisia vulgaris L., originaria da Asia, é uma espécie daninha infestante que
pode causar grandes problemas para a agricultura. Contudo, € utilizada como
medicamento natural devido a sua rica composicdo de compostos bioativos.
Dentro deste contexto, o principal objetivo deste estudo foi determinar a
condicao ideal para extracao de Oleo essencial por hidrodestilacdo e producéo
de extrato hidroalcodlico de folhas, caule e flor de A. vulgaris. além de
determinar potencial alelopatico desta espécie. O material vegetal foi coletado
na cidade de Sao Jorge D’Oeste, na regido Sudoeste do Parana. O material
seco foi utilizado nos ensaios de otimizacdo, utilizando como variaveis
dependentes o teor de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante
pelo método de sequestro dos radicais DPPH e ABTS. O estudo de otimizacdo
apontou que para o 6leo essencial o fator tempo de secagem é significativo e a
melhor condi¢cdo foi obtida com um tempo de secagem de 120 horas e um
periodo de extracdo de 2 horas. Ja para a producao do extrato hidroalcodlico, a
variavel quantidade de massa de Artemisia vulgaris foi a mais influente e a
melhor condicdo foi obtida com uma temperatura de extracdo de 70°C,
utiizando 1g de amostra e sistema extrator agua: etanol 50:50 Apds a
otimizagdo, novo extrato hidroalcodlico e 6leo essencial na melhor condigédo
foram produzidos e avaliados quanto ao teor de compostos fendlicos e
atividade antioxidante, sendo observado elevada quantidade dos compostos de

interesse. A partir destes, foi determinado atividade alelopatica demonstrou que



extrato hidroalcodlico promoveu a inibicdo total das sementes de picdo-preto

(Bidens pilosa L.), alface (Lactuca sativa L.) e tomateiro (Solanum lycopersicum
L.) em concentracdes de 3-5%.

Palavras-chave: Otimizagdo. DPPH. ABTS. FRAP. Compostos fendlicos.



ABSTRACTS

Souza, Mariana Regina Passos; Peretiatko, Claudia Dyana dos Santos.
Chemical evaluation of essential oil and hydroalcoholic extract of allelopathic
Artemisia vulgaris L.2014. 71 f. TCC (Completion of course work) — Degree in
Chemistry (Bachelor), Universidade Tecnologica Federal do Parana. Pato
Branco, 2014.

The Plants have always been the primary means to mankind appealed
to the treatment of diseases. While several plants have been studied with
respect to the probable existence of bioactive constituents, there is still a
plethora of plants that can serve as a basis for studies. The plant Artemisia
vulgaris L., native to Asia, is a weed weed species that can cause major
problems for agriculture. However, it is used as a natural medicine due to its
rich composition of bioactive compounds. Within this context, the aim of this
study was to determine the optimal extraction of essential oil by hydrodistillation
and production of alcoholic extract of leaves, stem and flower condition A.
vulgaris and determine allelopathic potential of this species. The plant material
was collected in Sdo Jorge D'Oeste, in the west of Parana. The dried material
was used for testing optimization, using as dependent variables the content of
total phenolic compounds and antioxidant activity by the DPPH method
kidnapping and ABTS radicals. The optimization study showed that the
essential oil drying time factor is significant and the best condition was obtained
with a drying time of 120 hours and a period of 2 hours extraction. As for the
production of the aqueous extract, the variable mass amount of Artemisia
vulgaris is the most influential and the best condition was obtained with an
extraction temperature of 70°C using 1 g of sample and extractant system
water: ethanol 50:50 After optimization, new hydroalcoholic extract and
essential oil in best condition were produced and evaluated for phenolic
compounds and antioxidant content, high amount of the compounds of interest
observable. From these, it was determined allelopathic activity showed that

hydroalcoholic extract promoted the total inhibition of seed beggartick (Bidens



pilosa L.), lettuce (Lactuca sativa L.) and tomato (Solanum lycopersicum L.) at

concentrations of 3-5 %.

Keywords: optimization. DPPH. ABTS. FRAP. Phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

O homem tem manifestado interesse crescente pelo seu bem-estar e
qualidade de vida. Este fato tem motivado a comunidade cientifica a procurar e
identificar novas substancias, a partir das plantas, que sejam benéficas ao
organismo humano. Além disso, muitas espécies vegetais vém sendo
utilizadas, desde a antiguidade, para fins medicinais na busca de tratamento e
cura de doencas, fator este que se expandiu pelo mundo de maneira empirica,
passando de geragdo em geracédo (LEITE, 2009).

Neste sentido, as plantas sdo uma grande fonte de novos principios
ativos, permitindo o avanco na descoberta de biomoléculas com potencial e
aplicacdo em varias areas da ciéncia. Dentre as diversas formas de utilizacao
das plantas medicinais destacam-se sua utilizacdo no combate a radicais livres
e no controle do crescimento de espécies vegetais invasoras. Essas diferentes
atividades relacionadas as plantas sdo resultado da acdo dos chamados
metabdlitos secundarios, tendo como destaque as substancias pertencentes a
classe de compostos fendlicos.

Os compostos fendlicos estdo envolvidos em varios aspectos da vida
da planta, desde o estrutural até os de protecdo. A principal caracteristica na
estrutura molecular deste grupo € a presenca de um grupamento hidroxila
ligada a um anel aromatico (STALIKAS, 2007). Estes compostos sédo
reconhecidos por apresentarem atividade antioxidante in vivo e in vitro, tais
como sequestro do radical ABTS, anion superoxido, radical hidroxil
(MALDONADO et al., 2005) e inibicdo da peroxidacéo lipidica (VERSTRAETEN
et al., 2005). Os antioxidantes atuam, no organismo, na defesa contra os
radicais livres impedindo sua formacéo, principalmente pela inibicdo de reagcdes
em cadeia e pela capacidade de interceptar os radicais livres gerados pelo
metabolismo celular ou por fontes exdgenas. Assim o0s radicais livres sao
impedidos de atacar os lipidios, os aminoacidos das proteinas, a dupla ligacao
dos acidos graxos poli-insaturados e as bases do DNA, evitando a formacéo de
lesbes e perda da integridade celular (BIANCHI, 1999).

A alelopatia pode ser definida como a capacidade de uma espécie em

inibir o crescimento ou desenvolvimento de outra. Essa acéo € ocasionada pela



liberacdo de compostos através das raizes, caules, folhas e flores, o que
garante a sobrevivéncia da espécie inibidora. Esta atividade vem sendo
estudada em ecologia quimica, sendo uma importante alternativa ndo s6 para

agroindustria, mas também para preservacdo ambiental.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a melhor condicdo de extracdo de O6leo essencial por
hidrodestilacdo e producdo de extrato hidroalcodlico de folha, caule e flor de
Artemisia vulgaris L. em funcdo do potencial antioxidante e dos compostos

fendlicos totais, além de estudar o potencial alelopatico desta espécie.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar, utilizando o planejamento fatorial, a melhor condic&o
de extracdo de 6leo essencial de Artemisia vulgaris L. pela técnica de
hidrodestilacao;

o Determinar, utilizando o planejamento fatorial, a melhor condic&o
de extracdo de compostos bioativos no extrato bruto vegetal;

o Quantificar o teor de compostos fendlicos totais no 6éleo essencial
e extrato bruto, obtidos na melhor condicao, pelo método de Folin-Ciocalteu;

o Determinar a atividade antioxidante no Oleo essencial e extrato
bruto, obtidos na melhor condigéo, utilizando trés métodos distintos: sequestro
do radical DPPH e ABTS e reducéo de Fe**a Fe?* (FRAP);

o Determinar o rendimento da extracdo do 6leo essencial e extrato
hidroalcodlico apds a filtragem e a liofilizacéo;

o Determinar a acdo alelopatica do extrato hidroalcodlico de
Artemisia vulgaris L., em sementes das plantas picdo-preto (Bidens pilosa L.),

alface (Lactuca sativa L.) e tomateiro (Solanum lycopersicum L.).



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 TAXONOMIA DE Artemisia vulgaris L.

A Familia Asteraceae € a maior familia de Eudicotiledoneas,
compreendendo entre 24.000-30.000 espécies e 1.600-1.700 géneros. No
Brasil € bem representada com cerca de 2.000 espécies distribuidas em
aproximadamente 260 géneros (SOUZA & LORENZI, 2012). Apresenta ampla
distribuicdo, sendo bem representada tanto em regides tropicais quanto em
regides subtropicais e temperada (BARROSO, 1991). E considerada uma das
familias mais bem sucedidas, possuindo uma alta diversidade de habitat, forma
de vida e métodos de polinizacdo e dispersdo de sementes (CRONQUIST
1981).

Artemisia € um dos principais géneros de Asteraceae, sendo um dos
mais amplos, com 300-400 espécies, diversificados e economicamente
importantes desta familia, muito utilizados principalmente na industria

farmacéutica para diferentes usos (Anonymous 1993 apud SINGH et al., 2009).

Artemisia vulgaris L. (Figura 1), conhecida popularmente como losna-
brava, é uma espécie herbacea perene, originaria da Asia e que vem se
proliferando no Sul e Sudeste do Brasil gracas a sua eficiéncia reprodutiva. E
considerada uma planta muito severa pela sua capacidade de infestar tanto
solos cultivados e jardins, quanto beira de estradas e pastagens (LORENZI,
1982). Apresenta entre 30-60 cm de altura, com poucas ramificacfes e forte
aroma de losna (Artemisia absinthium L.), folhas pinatipartidas, flores pequenas
reunidas em pequenos capitulos dispostos em paniculas terminais (LORENZI
2008). Possui grande importancia na farmacopéia popular, sendo ultilizada
como febrifuga, vermifuga, emenagoga e em doencas do aparelho digestério
(LORENZI, 1982).



Dentre os componentes ativos identificados em A. vulgaris estéo
flavonoides, cumarinas, lactonas sesquiterpénicas, Oleos volateis, inulina e
tracos de alcaloides (SINGH et al., 2009). Para os o6leos volateis sdo citados
como principais componentes a canfora, canfeno, alfa- tujona, germacreno D,
1,8-cineol e B-cariofileno (HAIDER et al., 2003; TEIXEIRA DA SILVA, 2004,
JUDZENTIENE e BUZELYTE, 2006).

Figure 1- Artemisia vulgaris L.
Fonte: Autor préprio

3.2 METABOLISMO DAS PLANTAS

Os vegetais sdo constituidos por células onde se processam
complexas reacdes metabdlicas. O metabolismo consiste no somatério de
todos os processos bioquimicos relacionados ao ser vivo, que nas plantas, de
acordo com Taiz e Ziger (2006), compreende dois processos distintosO
primeiro consiste no catabolismo, ou degradagéao, pelo qual os nutrientes e 0s
constituintes celulares sédo degradados para o aproveitamento de seus
metabalitos e/ou para a geracdo de energia. Ja o segundo, o anabolismo, ou

biossintese, os metabolitos s&o sintetizados a partir de precursores.



O processo anabdlico € responsavel pela biossintese de
macromoléculas a partir de mondmeros e também apresentam vias
alternativas: o metabolismo primario e o metabolismo secundéario. Os
metabdlitos primarios sdo fundamentais para a sustentacdo estrutural das
plantas, estando dentre os compostos produzidos os acucares, aminoacidos,
acidos graxos, nucleotideos e seus derivados (LEITE, 2009). Os metabdlitos
secundarios sdo biossintetizados a partir dos metabdlitos primarios como
lipidios, carboidratos, e aminoacidos, por intervencdo de enzimas, reacdes
estas que ocorrem no interior das células vegetais (LEITE, 2009). Na Figura 2
observam-se, de forma simplificada, as rotas envolvidas na biossintese dos
metabolitos secundérios e seu envolvimento com o metabolismo primario (TAIZ
e ZEIGER, 2006).
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Figure 2- Rota da biossintese do metabolismo secundario
Fonte: Taiz e Zeiger, 2006

Dentre estes distintos grupos do metabolismo secundario os terpenos
se destacam por constituirem a maior parte de produtos secundarios. Estes
sao formados da unido de unidades pentacarbonadas, sendo sintetizado a
partir acetii CoA ou intermediarios glicoliticos. Muitos Vegetais possuem a

mistura de monoterpenos e sesquiterpenos volateis, chamados o0leos



essenciais, 0s quais conferem aroma caracteristico as suas folhas (TAIZ e
ZEIGER, 2006).

3.3 OLEO ESSENCIAL

Os dleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis,
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, obtidas de plantas (OLIVEIRA,
2007), onde se encontram em estruturas secretoras internas e externas como,
por exemplo, nos tricomas glandulares (LEITE, 2009), que tém fortes
componentes aromaticos. Estas substancias aromaticas sdo obtidas de
diferentes compostos quimicos que ocorrem naturalmente na planta
(OLIVEIRA, 2007). Estes grupos aromaticos em temperatura ambiente séo
volateis, por isso, também s@o chamados Oleos volateis. S&o muito utilizados
nas industrias farmacéutica, cosmética e de fragrancia.

Em geral, os Oleos essenciais apresentam composicdo quimica
complexa, contendo constituintes quimicos de baixa massa molecular,
especialmente hidrocarbonetos e derivados oxigenados (LEITE, 2009). Na
maioria das vezes sdo constituidos por substancias terpénicas, normalmente
constituida de 10 a 15 atomos de carbono (mono e sexquiterpeno). Os
principais constituintes das substancias terpénicas encontradas no 6leo séo
alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas de cadeia curta (NICARETA, 2006).

Govindaraj et al. (2008) avaliaram a composicdo quimica do 6leo
essencial de A. vulgaris e determinaram como principais constituintes: canfora,

alfa-tuiona, 1,8-cineol, canfeno, alfa-fencheno, beta-cariofileno e germacreno D.

3.4 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos estdo associados a um elevado numero de

atividades biologicas, dentre as quais se destaca a atividade antioxidante. O



consumo de compostos antioxidantes ou alimentos com niveis elevados destes
compostos esta associado a prevencao e a reducdo do risco de doencas
associadas a reac0Oes de radicais livres. O aumento de doencas degenerativas,
como a doenca cardiaca coronaria, diabetes, cancer e doencas relacionadas
com a idade tem aumentado o interesse em encontrar novas fontes naturais de
compostos antioxidantes nédo téxicos (GOUVEIA & CASTILHO, 2011).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios das plantas.
Estes podem ser definidos como substancias que possuem um anel aromatico
com um ou mais grupos hidroxilas (Figura 2) (SOARES, 2002). Eles diferem de
acordo com o0 numero e a posicdo da hidroxilacdo e metoxilagcdo do anel
aromatico, alguns destes sdo o &cido p-cumaérico, cafeico, ferulico e acidos
glicosilados ou esterificados (GOUVEIA & CASTILHO, 2011). Os principais
compostos fendlicos comumente encontrados em vegetais superiores podem
ser classificados em varias classes de acordo com o tipo e ndmero de aneéis
fendlicos, e em subclasses de acordo com substituicdes especificas na
estrutura basica, associacdes com carboidratos e formas polimerizadas. Os
compostos fendlicos sédo classificados em duas classes: os nao flavonoides e
os flavonoides.

Os compostos flavonoides, como, por exemplo, flavononas,
proantocianinas, antocianidinas, isoflanonas (FARAH & DONANGELO, 2006),
podem apresentar atividade antioxidante em determinadas condi¢des, essas
propriedades benéficas podem ser atribuidas a sua capacidade de sequestrar
os radicais livres (DECKER, 1997). Os flavonoides atuam como antioxidantes
na inativacdo dos radicais livres, em ambos os compartimentos celulares,
lipofilico e hidrofilico. Esses compostos tém a capacidade de doar atomos de
hidrogénio e, portanto, inibir as reacdes em cadeia provocadas pelos radicais
livres (HARTMAN & SHANKEL, 1990; ARORA et al., 1998)

3.5 ANTIOXIDANTES



Antioxidantes podem ser definidos como substancias que em baixas
concentragcbes inibem a oxidagdo do substrato de maneira eficaz quando
comparada a um substrato oxidavel. Estes atuam como agentes redutores,
capazes de sequestrar os radicais livres, inibidores de enzimas e, também,
como quelantes de metais, porém o0s seus efeitos biologicos estao
correlacionados a atividade antioxidante (VELIOGLU et al., 1998), esta & muito
importante para combater os radicais livres (VEDANA et al., 2008)

Algumas espécies de radicais livres existentes que podemos encontrar
sdo O oxigénio singlete, O% radical superéxido, OH radical hidroxila, NO
oxido nitrico, ONOO™ peroxinitrito e Q™ radical semiquinona (BIANCHI, 1999,
p.123).

Os antioxidantes podem ser classificados em primarios e secundarios.
Sédo considerados primarios os compostos de acdo antioxidante capazes de
inibir ou retardar a oxidagdo por inativacdo de radicais livres gracas a doacao
de atomos de hidrogénio ou de elétrons, o que transforma os radicais em
substancias estaveis (MAISUTHISAKUL et al.,, 2007). Alguns antioxidantes
primarios sdo compostos sintéticos utilizados em alimentos, podendo ser citado
o BHA (butil hidroxianisol), BHT (butil hidroxitolueno), PG (galato de propila) e
TBHQ (Terc-butil hidroquinona) (REISCHE et al., 2002) (Figura 3).

OH OH 0 OH
HO O/\/
HO
N OH OH
BHT TBHQ

BHA . . . PG .
. . 2,6-di-t-butil-4-metil- o 2-t-butil-1,4-
2-t-butil-4-metoxi-1- 1-hidroxibenzeno 3,4 5-triidroxibenzoato diidroxibenzeno

hidroxibenzeno de propila

Figure 3- Antioxidantes sintéticos utilizados em alimentos
Fonte: Sandro, 2011

Os antioxidantes secundarios ou preventivos agem por meio de varios

mecanismos, diminuindo a taxa de oxidacdo por diferentes formas, mas nao



convertem radicais livres em produtos mais estaveis. Podem quelar metais proé-
oxidantes e desativa-los, repor hidrogénio para antioxidantes primarios,
decompor hidroperoxidos a espécies nao radicais, desativar o oxigénio
singlete, absorver radiacdo ultravioleta ou agir com sequestrante de oxigénio.
Os antioxidantes secundarios sao classificados como sinergistas, pelo fato de
promoverem a atividade dos antioxidantes primarios, podendo-se citar o &cido
citrico, acido ascorbico e &cido tartarico como bons exemplos de sinergistas
(REISCHE et al., 2002).

3.5.1 Determinacao in vitro da atividade antioxidante.

Existem diferentes métodos analiticos para a determinacdo da
atividade antioxidante de uma amostra, envolvendo desde ensaios quimicos
com substratos lipidicos a ensaios mais complexos utilizando as mais diversas
técnicas instrumentais. (WRIGHT et al., 2001).

Estes testes tém se tornado ferramentas usuais e extremamente
necessarias na selecao inicial de substancias que possam ser utilizadas como
farmacos, auxiliando os pesquisadores na avaliacdo da atividade de
substancias isoladas de produtos naturais, bem como obtidas de fontes
sintéticas. Além disso, estes métodos podem auxiliar na escolha das espécies
de planta para estudos quimicos e farmacologicos, bem como grau de
maturacdo, condicBes ambientais, etc. e comprovar a presenca de substancias
antioxidantes em alimentos como frutas, legumes e bebidas, ressaltando a
importancia de uma dieta rica em vegetais.

Devido aos diferentes tipos de radicais livres e as suas diferentes formas
de atuacdo nos organismos vivos, dificilmente existirhA um método simples e
universal pelo qual a atividade antioxidante possa ser medida precisa e
guantitativamente. Assim, a busca por testes mais rapidos e eficientes tem
gerado um grande numero de métodos para avaliar a atividade de
antioxidantes naturais pelo uso de uma grande variedade de sistemas

geradores de radicais livres.



3.5.1.1 Determinacdo de compostos fendlicos totais pelo método folin-

ciocalteau

A quantificacdo de fendlicos totais, s6 permite quantificar compostos
fendlicos simples que possuam baixa massa molecular (BECKER et al., 2004).
A quantificacdo de compostos fendlicos totais €, geralmente, realizada pelo
método de Folin-Ciocalteu, que se baseia no numero de grupos fendlicos ou
em outros potenciais grupos oxidaveis presentes nos compostos da amostra. A
reacao ocorre pela transferéncia do elétron entre os reagentes redutores e o
Mo(VI) em pH basico proximo a 10. Nesse pH, forma-se o ion fenolato a partir
do composto fendlico, por perda de proton (Figura 4). O ion fenolato formado é
capaz de reduzir o reagente Folin-Ciocalteu, formando-se compostos azuis
(HUANG et al., 2005).

COOH co00 C00

Na,CO,
+IME — +2Mo™ +2H
HO OH HO OH 0 OH

OH OH 0

Figure 4- Mecanismo Antioxidante de Compostos Fendlicos
Fonte: (Oliveira, 2011)

3.5.1.2 Método de sequestro do radical DPPH

O DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) € um radical de nitrogénio organico
estavel de cor violeta e sua reducdo pode ser monitorada pelo decréscimo da
absorbancia durante a reacdo (BRANDWILLIANS et al., 1995).



O método de sequestro do radical livre DPPH (Figura 5) pode ser
utilizado para avaliar a atividade antioxidante de compostos especificos ou de
um extrato em curto periodo de tempo. Na presenca de um doador de
hidrogénio ou elétron a intensidade de absorcdo diminui e a solucdo com o
radical perde cor, tornando-se amarela, de acordo com o namero de elétrons
capturados, ou seja, quando o elétron desemparelhado do &tomo de nitrogénio
no DPPH recebe um atomo de hidrogénio proveniente de compostos

antioxidantes, ocorre uma mudanca de cor (PRADO, 2009).
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Figure 5- Reacdo entre a molécula de DPPH® e um antioxindante para formar DPPH
reduzido
Fonte: (Oliveira, 2011)

3.5.1.3 Método de sequestro do radical ABTS

O método ABTS™ é um dos testes de atividade antioxidante mais
rapidos e que oferece resultados reprodutiveis, além de permitir analises de
compostos tanto de natureza lipofilica como hidrofilica (KUSKOSKI et al.,
2005). O método baseia-se na geracdo do ABTS™ (Figura 6), de cor azul
esverdeado, por meio da reacdo do ABTS com perssulfato de potassio (RE et
al., 1999). Com a adi¢do do antioxidante ocorre a reducdo do ABTS™ a ABTS
promovendo a perda da coloragdo do meio reacional, a porcentagem de
inibicdo do ABTS™ ¢ determinada em funcéo do Trolox, um padrdo submetido

as mesmas condicdes de analise do antioxidante.
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Figure 6- Formacao do radical ABTS pela sua oxidagao com persulfato de potassio
Fonte(Oliveira, 2011)

3.5.1.4 Método do poder antioxidante de reducao de ferro

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) — poder
antioxidante de reducéo do ferro — € considerado como sendo uma alternativa
desenvolvida para determinar a reducdo do ferro em fluidos biologicos e
solugdes aquosas de compostos puros. O meétodo pode ser aplicado nao
somente para estudos da atividade antioxidante em extratos de alimentos e
bebidas, mas, também, para o estudo da eficiéncia antioxidante de substancias
puras, com resultados comparaveis aqueles obtidos com outras metodologias
mais complexas (PULIDO et al., 2000).

O ensaio do FRAP foi desenvolvido inicialmente para quantificar o
acido ascérbico em soro ou plasma. Este método esta baseado na capacidade
de um antioxidante em reduzir o Fe** em Fe?* (Figura 7). Quando isso ocorre
na presenca de 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ) e em condi¢bes acidas,
a reducdo € acompanhada pela formacdo de um complexo corado (azul
intenso) com o Fe®*, com uma absorcdo maxima a 593 nm. Este ensaio
oferece resultados rapidos e reprodutiveis, apresentando como desvantagens o
fato de que a curva padrao devera ser realizada com um antioxidante que seja
solivel em agua como o &cido ascorbico e o Trolox e, geralmente, ndo se

consegue medir todos os antioxidantes presentes em uma matriz complexa. No



entanto, muitos estudos sobre plantas e alimentos utilizam esse método em

conjunto com outros ensaios (RUFINO et al., 2006).
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Figure 7- Reducao do Fe(lll) a Fe(ll) pela adicdo de um antioxidante
Fonte: Bergamaschi (2010, p.39)

3.6 ALELOPATIA

As plantas liberam no ambiente uma variedade de compostos,
primarios e secundarios através de suas raizes, folhas e partes em
decomposicdo. O campo de estudos relacionados aos efeitos desses
compostos nas plantas, denomina-se alelopatia. Por meio dessas substancias
quimicas liberadas no solo uma planta pode inibir o crescimento de outra planta
vizinha, , garantindo para si um aumento ao acesso a luz, a agua e outros
nutrientes, e proporcionando-lhe uma maior adaptacdo evolutiva (TAIZ &
ZEIGER, 2004). Dentre os principais grupos de compostos secundarios,
segundo Waller et al. (1999), estdo fitoalexinas, flavonoides, isoflavoides,
chalconas, auronas e xantinas, flavonas, flavonois, e seus glicosideos, ligninas,
monoterpenos e monoterpendides, naftoquinonas, antroquinonas, estilbenos,
fenantrenos, poliacetilenos, policetonas, saponinas, sesquiterpenos e
sesquiterpenoides, taninos, triterpenos e triterpendides, muitos dos quais sao

potencialmente aleloquimicos. Os principais compostos conhecidos e que



favorecem esta inibicAo sdo os chamados fenilpropanoides simples e os
derivados do acido benzoico, além dos derivados do acido cafeico e do &cido
ferdlico, os quais atuam impedindo a germinacdo de outras plantas (TAIZ &
ZIEGER, 2004).

A concentracédo, localizacdo e composi¢cdo variam de acordo com a
espécie e suas condi¢cdes ambientais, podendo ser excretados para 0 meio no
solo ou no ar de forma ativa ou simplesmente lixiviados (FERREIRA, 2000).
Esses compostos podem afetar: as estruturas citolégicas e ultra-estruturais; 0os
hormoénios, tanto alterando suas concentracées quanto o balangco entre os
diferentes hormoénios; as membranas e sua permeabilidade; a absorcdo de
minerais; o movimento dos estdbmatos, sintese de pigmentos e fotossintese; a
respiracao; a sintese de proteinas; a atividade enzimatica; as relacdes hidricas
e conducgédo; o material genético, induzindo alteragdes no DNA e RNA (Rizvi e
Rizvi 1992).

As alteragbes do aleloquimico podem ser pontuais, mas, como o
metabolismo consiste numa série de reagbes com Varios controles do tipo
“feedback”, rotas inteiras podem ser alteradas, mudando processos (Rizvi e
Rizvi 1992). O resultado da acdo alelopatica € uma combinacdo de varios
fatores, ndo estando isoladas dos fatores que alteram o crescimento das
plantas, esta interagcdo foi representada Einhellig (1996) na forma de um
triangulo como pode ser verificado na Figura 8.



>

Inibicdo do crescimento

Figure 8- Ralacdo entre aleloquimicos e fatores ambientais
influenciando o crescimento das plantas
Fonte: Einhellig, 1996

Os estudos de atividade alelopéatica permitem apresentar alternativas
no manejo de plantas daninhas, fornecendo novas moléculas com potencial
para compor novos produtos que possam substituir os herbicidas ja existentes.
(SOUZA FILHO et al., 2005) diminuindo os riscos ao ambiente.

3.7 OTIMIZACAO OU PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O planejamento experimental, também denominado delineamento
fatorial, representa um conjunto de ensaios estabelecidos com critérios
cientificos e estatisticos, com o objetivo de determinar a influéncia de diversas
variaveis nos resultados de um dado sistema ou processo. Tais ensaios séo

frequentemente utilizados em estudos de processos para investigacdes



qualitativas ou quantitativas, explorando os efeitos e relacdes de variaveis de
entrada (parametros) sobre varidveis de saida (respostas) (SANTOS, 2006).

A metodologia da superficie de resposta (RSM) se compde de duas
etapas: modelagem e deslocamento, em que a primeira ajusta modelos
lineares ou quadraticos a resultados experimentais obtidos de planejamentos
experimentais e a segunda busca o caminho de méxima inclinagdo de um
modelo, que € o caminho no qual a resposta varia de forma mais pronunciada
(MYERS & MONTGOMERY, 2002).

Se n variaveis controladas estdo envolvidas, o planejamento necessita
de 2" ensaios diferentes. Calculam-se os efeitos principais e de interacdo das
variaveis independentes sobre as respostas, determinando aqueles mais
significativos e os comparando com o valor do efeito e erro experimental
estimado (PIGHINELLI, 2009). Quando o modelo de primeira ordem né&o for
eficiente, poderdo ser realizados novos ensaios utilizando pontos axiais,

gerando um modelo de segunda ordem.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado na cidade de S&o Jorge D’Oeste, na
regido Sudoeste do Parana. Logo apos levado ate laboratério de Botanica da
UTFPR-Pato Branco para identificacdo da espécie, para assim iniciar as
analises.

Foi elaborada uma exsicata da espécie, a qual foi identificada e
acervada no Herbario da UTFPR-Pato Branco. As amostras foram coletadas,
processadas e em seguida submetidas as analises quimicas e estatisticas,
para a determinacdo da melhor condi¢cdo de extragcdo dos compostos bioativos.
A segunda etapa foi determinar o teor de compostos fendlicos e antioxidantes
por diferentes métodos. E por ultimo a avaliacdo da acéo alelopatica do extrato

em trés diferentes concentragdes.

4.2 PROCESSO DE OTIMIZACAO

4.2.1. Delineamento experimental e andlise estatistica dos dados

Para o planejamento experimental da extracdo do Oleo essencial foi
utilizado um delineamento 22, sendo as variaveis independentes: tempo de
secagem (TS) e tempo de extracdo (TE) e as variaveis dependentes a
atividade antioxidante pelo método de sequestro dos radicais DPPH e ABTS
(Tabela 1).

O experimento foi desenvolvido utilizando um extrator clevenger, sendo
pesados em um baldo de fundo redondo 60g de amostra e adicionados 480 mL
de agua destilada e as extracOes realizadas variando-se o TE e TS conforme

indicado na Tabela 1.



Tabela 1: Os niveis das variaveis independentes empregadas na extracdo dos antioxidantes
do 6leo essencial de Artemisia vulgaris L..

Variaveis Independentes Niveis

-1 0 1
Tempo de secagem (TS) 24h 72h 120h
Tempo de Extracao (TE) 2h 3h 4h

No planejamento experimental para obtencédo do extrato hidroalcodlico
vegetal foi utilizado um delineamento 23, sendo as trés variaveis
independentes: concentracdo de etanol P.A (%), massa (g) de amostra
utilizada e temperatura (°C) na extracdo. As variaveis dependentes foram a
concentracdo de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante pelos
meétodos de sequestro do radicais DPPH e ABTS (Tabela 2).

Para o desenvolvimento dos ensaios, a amostra (composta por folhas,
caule e flor) foi acrescida de 25 mL da mistura etanol: agua em diferentes
concentracfes (Tabela 2) e os compostos extraidos em banho-maria por um
periodo de 30 minutos, na sequencia, 0s extratos permaneceram em repouso
durante 24h em geladeira, sendo posteriormente filtradas em papel filtro
qualitativo.

Tabela 2: Os niveis das varidveis independentes empregados na extracdo dos compostos
fendlicos totais e antioxidantes do extrato bruto vegetal de Artemisia vulgaris L.

Varidveis Independentes Niveis
-1 0 1
Temperatura (°C) 40 55 70
Concentracédo de Etanol (%) 50 65 80

Massa () 1 15 2




4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os coeficientes de regressao dos efeitos lineares e de interacao foram
determinados por Regresséao Linear Multipla (MLR). A diferenca foi considerada
significativa quando p < 0,05. Andlise de variancia (ANOVA) foi aplicada para
validar o modelo. As equacfes geradas através da tabela do efeito de
regressao foram usadas para gerar o gréfico de superficie de resposta. Todos
os célculos e graficos do planejamento experimental foram feitos com o auxilio

do solftware Statistica 8.0.

4.4 CALCULO DO RENDIMENTO DOS OLEOS ESSENCIAIS

O calculo de rendimento do 6leo essencia segundo Gurgel (2009), é

expresso em ml/ 100g de acordo com a equacéo a seguir (eq. 1):

Rendimento= (V¢ieo essencial X 100) / P (Equacéo 1)

P = Peso do material botanico

Vs1e0 = VOlume do 6leo;

4.5 ANALISE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.5.1 Compostos Fendlicos Totais

A analise do teor de compostos fendlicos totais do 6leo essencial e dos

extratos da A. wvulgaris foi realizada de acordo com o0 método



espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton (1999),
utilizando o &cido galico como padrao (SINGLETON, 1996).

A reacdo consistiu em colocar em um tubo de ensaio uma aliquota de
0,5 mL da amostra, previamente diluida 10 vezes, e adicionar 2,0 mL da
solucdo de carbonato de sédio (4%) e por fim, adicionar 2,5 mL da solucéo
Folin-Ciocalteau (1:10 v/v). Em seguida, as amostras foram deixadas em
repouso por 2 horas, ao abrigo da luz. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro a 740 nm. Uma amostra em branco foi conduzida nas
mesmas condicdes e o0s resultados dos compostos fendlicos totais foi
expressos em equivalente de acido gélico (mg EAG/g por grama de amostra)
calculados por meio do ajuste da curva de calibracdo do &cido géalico com
concentracdes que variaram de 5 a 80 pug/mL (SINGLETON, 1996).

4.5.2 Sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil)

O padrao utilizado foi o Trolox (+/-)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-
2-acido carboxilico) nas concentracdes de 15, 25, 50, 75 e 100uM. A mistura
de reacéo foi realizada em tubos de ensaio e constituida pela adicdo de 500 pL
dos padrBes ou das amostras previamente diluidas 10 vezes para extrato e
2000 vezes para o 6leo, 3,0mL de etanol 80% e 300uL do radical DPPH 0,5
mM em solucdo de etanol e incubada por 45 minutos, em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. (MENSOR et al., 2001). Apés o tempo de reacdo
as absorbancias foram lidas em espectrofotometro a 517nm (MENSOR et al.,
2001).

4.5.3 Sequestro do radical ABTS+. (2,2- azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-

acidosulfénico)

O radical ABTS™ foi formado pela reacdo de 140 mM de persulfato de

potassio com 7 mM de ABTS e, armazenado no escuro e a temperatura



ambiente, por 16 horas. Uma vez formado, o radical foi diluido com etanol até a
obtencéo do valor de absorbancia de 0,700 + 0,020 em comprimento de onda
734 nm (RE et al.,1999).

Em ambiente escuro foi transferida uma aliquota de 30 yL do padrao
ou das amostras em suas respectivas diluicbes 50 vezes para extrato e 2000
vezes para 0Oleo, tanto para o 6leo como para o extrato, para tubos de ensaio e
adiciona-se 3,0 mL do radical ABTS". As absorbancias foram lidas a 734 nm,
apos 6 minutos da reacéo, utilizando o etanol como branco (RE et al.,1999).

4.5.4 Atividade antioxidante total pelo método de reducéo do ferro — FRAP

O reagente FRAP € obtido a partir da combinac¢éo de 25 mL de tampéao
acetato (0,3 M), 2,5 mL de uma solucdo de TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-
triazina)(10 mM) e 2,5 mL de uma solucdo aquosa de cloreto férrico (20 mM),
devendo ser usado imediatamente apds seu preparo (RUFINO, et al., 2006).

Para a curva padrédo do sulfato ferroso utilizou-se a solucdo padréao de
sulfato ferroso em concentra¢des que variaram e 500 uM a 1500 pM (RUFINO,
et al., 2006). Em ambiente escuro, foi transferida uma aliquota de 90 pyL do
padrdo ou das amostras para tubos de ensaio, acrescentar 270 pL de agua
destilada e misturar com 2,7 mL do reagente FRAP, homogeneizar em agitador
de tubos e manter em banho-maria a 37 °C. Realizar a leitura (595 nm) apds 30
minutos da mistura e utilizar o reagente FRAP como branco para calibrar o
espectrofotometro (RUFINO, et al., 2006).

4.6 ANALISE DE ATIVIDADE ALELOPATICA

O teste de atividade alelopatica foi realizado por meio de um bioensaio
de germinacédo. Para tanto, foi levado em conta o tempo médio de germinacéao,
a germinabilidade, a velocidade média de germinacdo, a velocidade de

germinacao de Maguire, o coeficiente de variagdo do tempo, a incerteza e a



sincronia (RANAL & SANTANA, 2006). Para as analises utilizou-se a melhor
condi¢cédo determinada pelo planejamento fatorial, sendo este determinado para
a extracdo a uma temperatura de 70°C, utilizando-se 1g de amostra diluida em
Etanol 65% com volume de 25ml durante 30 minutos. Logo apds a extracao, a
amostra foi filtrada e submetida ao rota-evaporador até a eliminacdo da parte
alcodlica, assim o extrato concentrado sem a presenca de alcool foi liofilizado
(com os valores de massa apos a liofilizacdo péde-se calcular o rendimento do
extrato) e novamente diluida em 3, 4 e 5%.

Foram utilizadas sementes de Lactuca sativa L. (alface), ja que esta &
considerada uma planta indicadora de atividade alelopéatica (ALVES et al.,
2004), sementes de Solanum lycopersicum L. (tomateiro), que, assim como o
alface, € muito utilizada em biotestes de laboratorio (FERREIRA & AQUILA,
2000), adquiridas em comércio local . Além dessas, foram utilizadas sementes
de Bidens pilosa L. (picdo-preto), uma espécie infestante de lavouras
(LORENZI, 1982), coleta em campo da cidade de Pato Branco/PR.

As andlises foram realizadas em triplicatas e, em cada placa de petri,
foram colocados dois papeis filtro qualitativos, aos quais foram acrescentados
3ml da amostra. Aguardou-se a secagem e, logo apos, foram acrescentados
3ml de agua destilada e colocadas, em cada placa, 10 sementes de cada
espécie. Essas foram incubadas em estufa BOD, com temperatura de 24°C,
fotoluminescéncia de 12h durante 8 dias. Foram utilizadas placas controle com
dgua destilada e com Aalcool, para o qual se esperava evaporar e se
acrescentava agua destilada para as trés espécies testadas.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Delineamento experimental para o Oleo essencial de A vulgaris L.

Os valores obtidos no planejamento experimental para os antioxidantes
DPPH e ABTS estao descritos na tabela 3. Observa-se que os maiores valores
de atividade antioxidante para ambos os métodos foram obtidos na condicdo

de 2h de extracdo e 120h de secagem.

Tabela 3: Resultados de atividade antioxidante pelo método de sequestro dos radicais
ABTS e DPPH do 6leo essencial de A. vulgaris obtidos no planejamento fatorial

cowos T TS MeTSGrol oPPg ol
1 -1 (2h) -1 (24h) 759,00 1.941,00
2 1 (4h) -1 (24h) 493,20 1.116,25
3 -1(2h)  1(120h) 923,40 1.699,50
4 1 (4h) 1 (120h) 592,50 1.494,00
5 0 (3h) 0 (72h) 586,50 1.282,50
6 0 (3h) 0 (72h) 562,50 1.302,00
7 0 (3h) 0 (72h) 617,40 1.092,00

TS-tempo de secagem e TE- tempo de extragao

Os valores do efeito (Tabela 4) para 0 modelo de regresséo linear do
Oleo essencial de A. vulgaris mostrou que o tempo de extracéo foi significativo
(p<0,05) quando utilizado o método de sequestro do radical ABTS, no entanto,
0os modelos gerados ndo foram significativos (p>0,05) quando o método de
sequestro do radical DPPH foi utilizado como variavel dependente.

Os fatores Temperatura de extracdo (TE) e média linear apresentaram

efeito significativo a nivel de 95% de confianca. (Tabela 4).



Tabela 4: Efeito das variaveis tempo de extragdo e tempo de secagem do planejamento fatorial completo 2°

do método ABTS no 6leo essencial de Artemisia vulgaris L.

Fatores Desvio Limite de Limite de
Efeito adr3o t(3) P confianca confianca

P (95%)  (+95,%)

"Media Linear 647,786  30,69151 21,10635 0,000233 550,112 745,4598
Temperatura de extracdo (TE) -298,350 81,20210 -3,67417 0,034899 -556,771 -39,9287
"Tempo de secagem (TS) 131,850 81,20210 1,62373 0,202896 -126,571 390,2713
TEXTS -32,650  81,20210 -0,40085 0,715371 -290,971  225,8713

“Fatores significativos no limite de confianca de 5%, R*= 0,84453

O Diagrama de Pareto (Figura 9) indica que o tempo de extracédo (TE)

representa efeito significativo sobre o sistema e o sinal negativo do termo

implica a existéncia de um ponto de minima expressao da atividade.

DIAGRAMA DE PARETO
Resultado= Atividade Antioxidante (ABTS)

TE

o

TEXTS

-,400852

1,623727

-3,67417

p=,05

Figure 9- Diagrama de pareto para a atividade antioxidante ABTS demonstrando

a significAncia do tempo de extracdo em relacéo ao tempo de secagem

A equacgdo 1 foi gerada a partir dos valores codificados e dos

resultados dos efeitos para a atividade antioxidante pelo método ABTS. Na



sequencia foram gerados os gréaficos de superficie de resposta (a) e o gréafico
de contorno (b) conforme (Figura 10).

Atividade Antioxidante (ABTS) % = 647,786 — 298,350 x TE (Eq. 2)
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Figure 10- Grafico de superficie de resposta do sequestro
do radical ABTS (A) e curva de contorno (B) para atividade
antioxidante do 6leo essencial de Artemisia vugaris L. em
funcdo do tempo de secagem e do tempo de extragéo.



A melhor condicéo da atividade de sequestro do radical ABTS foi obtida
no tempo de secagem de 120h indicando que o maior tempo de secagem
aumenta o potencial antioxidante do éleo essencial, o que pode ser devido a
concentracdo dos constituintes bioativos quando ha a eliminacdo da agua do
meio, e também por estar extraindo de uma maior quantidade de massa.
Masetto et al. (2007) relata a influéncia do tempo de secagem no rendimento
do Oleo essencial de pacthouli, mas nao relaciona com a atividade antioxidante.

A analise de variancia (ANOVA) (Tabela 5) foi utilizada para verificar a
adequacédo do modelo. Para que este seja significativo 0 Fregressao deve ser
igual ao Fcalculado, 0 qual, por sua vez, deve obter um valor maior que 0 Fiapelado-
Neste estudo, o fator TE Fcaculado fOI de 4,10 vezes superior ao Fiapelado,

indicando que o modelo é estatiscamente siginificativo e preditivo.

Tabela 5: Andlise de variancia no estudo do efeito das varaveis tempo de extracdo e tempo
de secagem na atividade antioxidante do 6leo essencial de Artemisia vulgares.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado médio F
Variacdo quadrados Liberdade calculado
Regresséo 107456,6 1 107456,6475 27,1611129
Residuo 19781,3 5 3956,268214

Total SS 127238,0 6

"o limite de confianca de 5%, Ftabelado 005:1:5=6,61.

5.2.2 Delineamento experimental para o extrato hidroalcodlico de A. vulgaris L.

5.2.2.1 Compostos Fendlicos

As respostas do planejamento fatorial obtidas nos diferentes ensaios
para as variaveis dependentes compostos fendlicos e sequestro do radical
DPPH, apresentaram maiores valores nos ensaios 1 e 2 respectivamente
(Tabela 6).



Tabela 6: Resposta ao planejamento fatorial para atividade antioxidante e para compostos
fenolicos do extrato de A vulgaris L

Ensaios Tempoeratura Etanol Massa (g) Compostos Fen_c'l)licos DPPH (pr_rlml
(°C) (%) (mg EAG.g™) trolox.g™)
1 -1(40) -1 (50) -1(1) 76,35 131,35
2 1(70) -1 (50) -1(1) 72,40 137,90
3 -1 (40) 1 (80) -1 (1) 63,25 120,70
4 1 (70) 1 (80) -1 (1) 67,50 126,05
5 -1 (40) -1 (50) 1(2) 63,15 68,55
6 1 (70) -1 (50) 1(2) 59,35 70,40
7 -1 (40) 1 (80) 1(2) 54,65 72,05
8 1 (70) 1 (80) 1(2) 51,60 71,00
9 0 (55) 0 (65) 0 (1) 70,40 94,95
10 0 (55) 0 (65) 0 (1) 71,20 94,40
11 0 (55) 0 (65) 0 (1) 68,80 91,15
* R?=0,82371

Os valores de efeito para o modelo de regressdo do extrato

hidroalcoolico de A vulgaris L. se apresentam na Tabela 7.

Tabela 7: Efeito das varidveis temperatura, etanol e massa no teor de compostos fenélicos do extrato
hidroalcodlico de A. vulgaris.

. Desvio Limi.te de Limi.te de

FATORES Efeito ~ t(3) P confianca confianca
padrdo (-95 %) (+95,%6)

Media Linear*(L) 65,3318 1,544966 42,28689 0,000002 61,0423 69,62133
T (°C) -1,6375 3,623267 -0,45194  0,674735 -11,6973 8,42230
Etanol (%) -8,5625 3,623267 -2,36320 0,077392 -18,6223 1,49730
Massa (g)’ -12,6875 3,623267 -3,50167  0,024858 22,7473 -2,62770

T X Etanol 2,2375 3,623267 0,61754 0,570302 -7,8223 12,29730
T X Massa -1,7875 3,623267 -0,49334 0,647631 -11,8473 8,27230
Etanol X Massa 0,4375 3,623267 0,12075 0,909713 -9,6223 10,49730

Fatores significativos no limite de confianga de 5%

A variavel massa (g) obteve significancia (p<0,05), para a andlise de

compostos fendlicos totais e o sinal negativo do termo indica que menor



guantidade de massa da amostra, implicarda em uma maior atividade de
compostos fendlicos (Tabela 7). Os resultados também estédo representados no
gréfico de pareto (Figura 11).

DIAGRAMA DE PARETO
Resultado= Compostos Fendlicos Totais

Massa (g) // -3,50161

Etanol (%) / —2,36322
Temperatura X Etanol / ,6175367
Temperatura X Massa -,493339
Temperatura (°C) -,45194
Etanol X Massa / , 1207474

p=,05

Figure 11- Diagrama de Pareto demonstrando a Significancia da variavel massa (g) para
resultados de compostos fenélicos totais

Na sequencia a equacdo de porcentagem de compostos fendlicos
totais (Eq. 3), foi gerada a partir dos valores codificados e os resultados dos
efeitos foram utilizados para obter os graficos de superficie de resposta (A) e o

gréfico de contorno (B) (Figuras 12 e 13).

Compostos Fenolicos Totais %= 65,3318 — 12,6875 x Massa (Eq. 3)
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Fendlicos Totais. A) Grafico de superficie de resposta para

variavel temperatura (°C) x massa (g), B) Grafico de contorno
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Ao analisar as Figuras 12 e 13, conclui-se que o maior teor de
compostos fendlicos totais foi obtido com menor quantidade de massa da
planta, nos limite ate 1g de amostra.

O Fcarculado (Tabela 8) foi de 8,21 vezes maior que 0 Fiapelado, iNdicando

gue o modelo é significativo, para variavel dependente compostos fendlicos.

Tabela 8: Andlise de varidncia no estudo do efeito das varaveis temperatura, concentracao
de etanol e massa na atividade de compostos fenolicos do estrato de Artemisia vulgaris L.

Fonte de Somados Graus de .

Variacao quadrados Liberdade Quadrado medio Fedcado
Regresséao 490,7000 1 490,726875 42,052496
Residuo 105,0245 9 11,66938763

Total SS 595,7514 10

no limite de confianca de 5%, Fiapelado 095, 1, 0= 5,12.

5.2.2.2 Atividade de sequestro do radical DPPH

Os valores de efeito para o modelo de regressdo do extrato de A.

vulgaris L. estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Efeito das variaveis temperatura, etanol e massa na atividade antioxidante do extrato de A. vulgaris L.

Limite de Limite de

FATORES Efeito Desvio padréao t(3) P confianca confianca
(-95 %) (+95,%)

Media Linear 98,0455 1,461813 67,0711 0,000000 93,9868 102,1041
T (°C) 3,1750 3,428256 0,9261 0,406799 -6,3434 12,6934
Etanol (%) -4,6000 3,428256 -1,3418 0,250771 -14,1184 4,9184
Massa (g)’ -58,5000 3,428256 -17,0641 0,000069 -68,0184 -48,9816

T X Etanol -1,0250 3,428256 -0,2990 0,779841 -10,5434 8,4934




T X Massa -2,7750 3,428256 -0,8094 0,463657 -12,2934 6,7434

Etanol X Massa 6,6500 3,428256 1,9398 0,124411 -2,8684 16,1684

“Fatores significativos no limite de confianca de 5%, R*= 0,98677

O modelo de regressdo apontou que a atividade antioxidante pelo
método de sequiestro do radical DPPH foi significante (p<0,05) para a
guantidade de massa de amostra (Tabela 9).

O fator massa apresenta efeito negativo e significativo no limite de
confianca de 95%, sugerindo que uma diminuicdo da variavel massa ocasiona

um aumento da atividade antioxidante pelo método do radical DPPH (Figura

14).
DIAGRAMA DE PARETO
Resultados= Atividade Antioxidante (DPPH)
Massa (g) / // -17,0641 -
Etanol X Massa 1,%)39762
Etanol (%) / -1,3%179
Temperatura (°C) ,92612568
Temperatura X Massa / -,8094%19
Temperatura X Etanol -,298986?
p=,05

Figure 14- Diagrama de Pareto demonstrando a SignificAncia da variavel massa(g) para
resultados de atividade de sequestro do radical DPPH (nivel de confianca de 95%)



Através da tabela dos efeitos foi possivel obter a equacao 4, sendo

utilizada para obtencdo da superficie de resposta e o grafico de contorno
(Figura 15 e 16).

Atividade Antioxidante % = 98,0455—- 58,5 X Massa (Eq. 4)

SUPERFICIE DE RESPOSTA

Resultado= Atividade Antioxidante ( [DPPH] (umol.trolox/g de
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Figure 15- Gréficos do radical DPPH. A) Superficie de resposta e B)
Contorno do efeito da variavel Temperatura (°C) x massa(g)
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Figure 16- Gréficos do radical DPPH. A) Superficie de

resposta e B) Grafico de superficie de resposta para
variaveis [ ] etanol (%) x massa(g)

A melhor resposta da atividade antioxidante pelo método de sequestro
do radical DPPH, assim como ocorreu com atividade de compostos fenélicos
totais, foi obtida com a menor quantidade de massa (1g) de amostra, conforme

se pode observar nas Figuras 16 e 17. Provavelmente, isto ocorra, pois ha



variacdo de concentracdo da amostra, o que indica que em menores
concentracdes ocorre maior atividade, ja que em baixas concentragcdes nao ha
a saturacao da amostra, facilitando assim a captura dos radicais livres.

Como o grau de liberdade da regressao foi superior a zero, as variaveis
utilizadas se adequaram ao modelo, podendo assim ser gerado o grafico de
contorno do efeito. O Fcacuiado @presentou um valor 37,76 vezes maior que o

Fiabelado, iNdicando que o modelo € estatisticamente significativo e preditivo.

Tabela 10: Andlise de variancia no estudo do efeito das varaveis temperatura, concentragao de
etanol e massa na atividade de compostos fenolicos do estrato de Artemisia vulgaris L.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado F

Variag&o quadrados Liberdade médio caleulado

R x 7012,9 1 7012,92875 671,28264
egressao

Residuo 94,024 9 10,44705808

Total SS 7106,952 10

"Fatores significativos no limite de confianca de 5%, Ftabelado 095,1,4= 7,71.

Em funcdo dos resultados observados a partir do planejamento
experimental, optou-se em produzir extrato hidroalcodlico para os demais
ensaios biolégicos, nas seguintes condi¢des: 1grama de amostra, utilizando a
mistura de solventes etanol: dgua na proporcdo 65:35 a uma temperatura de
70°C.

5.3 ANALISES DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DO OLEO E EXTRATO HIDROALCOOLICO PRODUZIDOS
DE A.Vulgaris NAS MELHORES CONDICOES

Apos o planejamento fatorial realizado, tanto para o 6leo como para o

extrato, foi possivel realizar analises do teor de compostos fendlicos totais



atividade antioxidante por diferentes métodos (Tabela 11), sendo o 6leo

essencial e o extrato bruto obtidos nas melhores condigdes de extragéo.

Tabela 11: Comparacdo entre concentracdo de compostos com atividade
antioxidante em 6leo essencial e extrato bruto etanélico

DPPH ABTS' FRAP Fenollpos
Amostras (umol trolox.g) (umol trolox.g) (umol sulfa_lto Totals ]
' ' ferroso.g) (mg de ac.g)
864,98 + 2.795,16
Oleo 09.:00% 64,68 60,04
18,19+ 596,92 + 421,58 + 6,20 £
Extrato 0,40 22,48 54,13 3,19

O 6leo essencial de A.vulgaris foi o mais ativo ao se comparar com
extrato hidroalcodlico apresentando maior atividade em todos os métodos
antioxidantes utilizados (Tabela 11).

Os compostos fendlicos foram realizados somente para o extrato da
planta, pois o 6leo essencial devido, a sua caracteristica apolar, ndo solubilizou
em meio aquoso. O resultado encontrado para o extrato hidroalcodlico foi
superior ao encontrado por Murakami (2010) para folha de llex paraguariensis
que obteve 2,497 mg de &c.galico.g™.

O valor obtido para a atividade antioxidante medida pelo método de
sequestro do radical ABTS, tanto para o 6leo quanto para o extrato, foi superior
ao obtido para o radical DPPH. No trabalho desenvolvido por Sousa, Vieira e
Lima (2011) foi observado comportamento semelhante para extrato
hidroalcéolico de acerola, segundo os autores os antioxidantes hidrofilicos e de
alta pigmentac&o sdo melhores refletidos pelo ensaio ABTS®. Ainda, Floegel et
al. (2011), ao avaliarem o potencial antioxidante de frutas, legumes e bebidas
consumidas nos Estados Unidos, constataram que a capacidade antioxidante
detectada pelo método do radical ABTS foi superior ao ensaio do radical

DPPH. Ja Carva et al.(2012) ao analisarem a Artemisia anua L., também



obtiveram teores elevados de atividade antioxidante com os meétodos de
sequestro dos Radicais ABTS e DPPH.

Ressalta-se que a atividade antioxidante foi equivalente ou superior a
outras espécies ja estudadas. Conforme Cardenas-Sandoval et al. (2012) o
material botanico de Cuphea aequipetala utilizando o bioensaio de DPPH
obteve resultados que variaram de 19,19 a 18,48 umol trolox.g’, enquanto para
a média de valores ABTS variram entre 20,07 a 3,9 mmol trolox.g". E ainda
Ferrari (2013), em seu trabalho com extrato alcodlico de Petiveria alliacea L.,
obteve valores inferiores ao encontrado neste trabalho, pois para o método de
sequestro do radical ABTS™ os valores variaram de 39.23 + 10.2 a 42.90 * 8.0
umol.g , j& para o método FRAP os valores encontrados foram de 327,92 Fe*?
g.MS™.0s resultados de atividade antioxidante indicam que tanto o 6leo quanto
o extrato hidroalcoodlico podem ser considerados promissores na prevencao de
alteracbes oxidativas em alimentos, e ainda, uma fonte alternativa para a

agroindustria como controle de pragas.

5.4 RENDIMENTO DO OLEO E DO EXTRATO

O rendimento do 6leo essencial de A. vulgaris foi de 0,512%. Segundo
Carvalho et al. (2005) o rendimento de 6leo essencial de Cymbopogon citratus
€ de 0,28 a 0,50%, demonstrado que o valor encontrado neste trabalho
apresenta um potencial equivalente a outra espécie, e ainda quanto
comparando com a mesma espécie apresentou um valor superior como pode
ser verificado com o trabalho de Soares (2012) no qual obteve o rendimento de
A. vulgaris encontrando para o 6leo essencial de folhas frescas 0,014%, esta
diferenca positiva pode ter ocorrido por neste trabalho ter se realizado a
extracao do 6leo de folhas secas, e também pela época de colheita de material
botanico.

O rendimento do extrato hidroalcodlico encontrado foi de 10,98%, ao se
comparar com o extrato de Solanum cernuun citado por Oliveira et al. (2013) a
o qual encontrou um rendimento de 3,8%, mostrou ser maior, caracterizando

um maior potencial de rendimento de extrato, este valor positivo pode ter



ocorrido pela diferenca de sazonalidade e também por se tratar de outra

espécie.

5.5 ATIVIDADE ALELOPATICA

A atividade alelopatica do extrato de A. vulgaris apresentou potencial
alelopédtico para todas as concentracbes testadas de 3, 4 e 5%, nédo
ocorrendo a germinacdo de nenhuma semente das espécies de Lactuca sativa
(alface), Solanum lycopersicum (tomateiro) e Bidens pilosa (picdo-preto). Ja
nos bioensaios de inibicdo do branco com agua (Figura 17 e 18), observou se
gue o tomate foi a primeira semente a germinar, seguida do alface e do picéo-
preto, no tempo de 48, 60 horas. No branco com alcool (Figura 18), observou-
se que o tomate apresentou maior germinacdo, seguido do alface e picéo-
preto, porém o inicio da germinacdo ocorreu ap0s o periodo de 48h para o
tomate, 60h para o alface e 84h para o picao-preto.

Esses resultados demonstram o grande potencial alelopéatico da
espécie em questdo, pois as concentracfes utilizadas foram consideradas
baixas, quando comparadas a outras plantas utilizadas, como no estudo de
Alves (2004), o qual encontrou inibicdo para semente de alface aplicando 6leo
essencial ha 1% de canela, alecrim-pimenta, capim-citronela e alfavaca-cravo,
a porcentagem de concentracdo para inibicdo foi menor para obtencdo acao
alelopatica, porém foi aplicado Oleo essencial que, como ja citado
anteriormente apresenta atividade antioxidante, maior que no extrato. Ja,
Ferreira (2007) constatou que o extrato etandlico de Eucalyptus citriodora
reduziu a velocidade de germinacdo do picdo-preto em concentracdo de 4%,
na mesma concentracdo utilizada neste trabalho para extrato de A. vulgaris
ocorreu a inibicado totalassim como na menor concentracdo testada de 3%. Ja
Simoneto (2009) com extrato aquoso de 30% das folhas de Salvia officinalis
observou diminuicdo da germinacdo do tomate, valores superiores aos

testados neste estudo.



Quando comparado com outra espécie do mesmo género Artemisia, a
espécie em estudo ainda obteve boa acédo aleloquimica. Como no trabalho de
Magiero (2009) que ao estudar Artemisia annua, obteve inibicdo de germinacao
na semente de alface em concentracdo de 75%, porém s6 foram observadas
as germinacdoes até 144 horas, neste trabalho foram controladas as
germinacdes das sementes até o tempo de 204 horas, ndo havendo indicio de
germinacao de nenhuma das espécies avaliadas.

Uma das explicacdes para este efeito fitoquimico de A. vulgaris pode
estar relacionada aos terpenos. Estes sdo caracterizados por serem
metabolitos que vem recebendo cada vez mais atencdo em estudos, devido as
suas propriedades bioldgicas, dentre elasos efeitos alelopaticos. De acordo
com Schimidt (2009), provavelmente a maioria desses compostos
aleloguimicos possui a alquilacdo de moléculas organicas como mecanismo de
acado, permitindo a inibicdo de uma variedade de enzimas e de outras
macromoléculas essenciais aos vegetais. Rice (1984) relata que dentre os
compostos polares, os compostos fendlicos, e seus derivados, correspondem a
classe de produtos vegetais naturais onde se encontram a maior quantidade de
aleloquimicos. Para Ribeiro & Lima (2011), ndo sé fatores como o tipo de
solvente, mas também o tempo, a temperatura da extracdo interferem sobre os
compostos aleloquimicos extraidos dos vegetais, o que sugere que por meio do
planejamento fatorial pode se obter a melhor forma de extrair os compostos
bioativos e, assim, determinar a melhor maneira de preparar o extrato utilizado

para analises alelopaticas.
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Figure 17- Representacdo do gréafico de coluna para porcentagem de
germinacdo em funcédo do tempo de incubacdo para a amostragem branco
com agua.
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Figure 18- Representacdo do grafico de coluna para porcentagem de
germinacdo em funcdo do tempo de incubacédo para branco com alcool e
agua



6 CONCLUSOES

o O planejamento experimental demonstrou que a melhor condi¢ao
para a producdo de 6leo essencial de Artemisia vulgaris rico em compostos
bioativos ocorreu em tempo de secagem de 120h;

. O planejamento experimental demonstrou que a melhor condi¢édo
para a producdo de extrato de A.vulgaris rico em compostos bioativos ocorreu
em menor quantidade de massa (1g), tanto para compostos fenélicos quanto
para atividade antioxidante pelo método DPPH;

. O rendimento tanto do extrato quanto do 6leo foi superior a outras
espécies encontrado na literatura;

. Tanto Oleo quanto extrato hidroalcodlico de A. vulgaris
apresentaram elevada atividade antioxidante;

. Os extratos em concentracdes de 3,4 e 5% apresentaram inibicdo
total nas sementes de tomate, alface e picdo, indicando uma alta atividade
alelopatica e um uso potencial no combate as espécies daninhas que causam
grandes prejuizos na agricutura, além da diminuicdo aos danos causados no

ambiente pelo uso excessivo de herbicidas.
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