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RESUMO

SAVI, Aline. Otimizac&o do processo de extracdo de compostos bioativos de folhas
de jambo (Syzygium malaccense), 2015. 48 f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Bacharelado em Quimica Industrial) — Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.
Pato Branco, 2015.

O jambo vermelho (Syzygium malaccense) € uma planta cultivada nas regiées norte
e nordeste do Brasil, que produz um fruto vermelho muito utilizado na inddstria como
corante e fonte de antioxidante natural, além de utilizado pela medicina popular na
cura de alguns males. Trabalhos indicam a presenca de compostos fendlicos e
atividade antioxidante em varias partes do jambo vermelho, o que gera muito
interesse, pois 0sS mesmo proporcionam inimeros beneficios a salde humana. Até o
momento poucos estudos haviam sido realizados com as folhas de jambo, e por este
motivo, o trabalho teve por objetivo otimizar o processo de extracdo de compostos
bioativos. Para isso, foi realizado um planejamento fatorial 2°, onde as variaveis
dependentes foram o teor de fendlicos totais e a atividade antioxidante, avaliada
pelo método de sequestro do radical DPPH e as variaveis independentes foram
tempo, temperatura e concentracdo de etanol. Apds definida a melhor condicéo de
extracdo; nivel superior de tempo (45 min), nivel superior de temperatura (80 °C) e
nivel inferior de concentracao de etanol (40% v/v); o extrato foi avaliado em relacéo
ao teor de fendlicos totais e a atividade antioxidante, utilizando trés métodos
distintos: sequestro do radical DPPH, captura do radical ABTS e método de reducéo
do ferro — FRAP. O teor de compostos fendlicos para o extrato foi de 73,73 = 1,05
mg EAG g™. A atividade antioxidante apresentou os seguintes valores: 666,78 + 4,61
umol de Trolox g™ para o método de sequestro do radical DPPH; 853,87 + 1,47 umol
de Trolox g* para o método de sequestro do radical ABTS e 1267,02 + 5,05 pmol de
Fe? g* para a metodologia da reducdo do ferro — FRAP. Os resultados mostram
que em relacdo a algumas plantas, o jambo apresenta elevados teores de

compostos fenolicos e alta atividade antioxidante.

Palavras-chave: atividade antioxidante, compostos fendlicos, planejamento fatorial,
FRAP, ABTS, DPPH.



ABSTRACTS

SAVI, Aline. Optimization of bioactive compounds extraction process rose apple
leaves (Syzygium malaccense), 2015. 48 f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Bacharelado em Quimica Industrial) — Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.
Pato Branco, 2015.

Red rose apple (Syzygium malaccense) is a plant cultivated in the northern
and northeastern regions of Brazil, which produces a red fruit widely used in the
industry as coloring and source of natural antioxidant, and used in folk medicine in
curing some diseases. Studies indicate the presence of phenolic compounds and
antioxidant activity in various parts of red rose apple, which generates much interest,
because even provide numerous benefits to human health. To date few studies have
been conducted with the leaves of rose apple, and for this reason, the study aimed to
optimize the bioactive compounds extraction process. For this, there was a 2°
factorial design, where the dependent variables were the total phenolic content and
antioxidant activity, evaluated the kidnapping method of DPPH radical and
independent variables were time, temperature and concentration of ethanol. After
defined the best extraction condition, higher level time (45 min), the extract was
evaluated in relation to the total phenolic content and antioxidant activity, using three
different methods: kidnapping of the DPPH radical, ABTS radical capture and method
reduction of iron - FRAP. The content of phenolic compounds in the extract was
73.73 + 1.05 mg g EAG. The antioxidant activity had the following values: 666,78 +
4,61 umol de Trolox g™ for the kidnapping method of DPPH radical; 853,87 + 1,47
umol de Trolox g™ for the kidnapping method of ABTS radical and 1267,02 + 5,05
umol de Fe2+ g™ the methodology for the reduction of iron - FRAP. The results show
that for some plants, the rose apple has a high content of phenolic compounds and

high antioxidant activity.

Keywords: antioxidant activity, phenolic compounds, factorial design, FRAP, ABTS,
DPPH.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo utilizados desde a antiguidade na cura de doencas
e males do corpo humano. Muitas culturas utilizaram estes produtos por serem a
principal, ou mesmo a unica matéria-prima para elaboracdo de medicamentos. Nos
altimos anos, os produtos naturais tém se tornado fonte para o desenvolvimento de
novas drogas, permitindo o avanco na descoberta de agentes terapéuticos contra
doencas infecciosas, como cancer, imunodeficiéncias e outras. Deste modo, o valor
dos produtos naturais esta claramente reconhecido e identificar novos compostos
bioativos e elucidar seus mecanismos de acdo sao os desafios que se apresentam.

O jambo vermelho (Syzygium malaccense) € uma planta cultivada nas regifes
norte e nordeste do Brasil, a qual produz um fruto vermelho que pode ser consumido
puro, e que também é muito utilizado em diversos setores da industria como corante
e fonte de antioxidante natural (AUGUSTA et al., 2010). O jambo é utilizado pela
medicina popular para combater dores de cabeca e figado (SILVA et al., 2011),
como diurético e no tratamento de infecgbes dérmicas, do trato gastrintestinal,
respiratério, em inflamacdes (MELO et al., 2009); além de utilizado como laxante e
antidiabético (ZAMBELLI et al., 2006).

Trabalhos na literatura indicam a presenca de compostos fendlicos e com
atividade antioxidante nas folhas do jambo (ZAMBELLI et al., 2006). Desta forma, €
importante a caracterizacao quimica e biolégica destes extratos para a determinagao
do teor de compostos fendlicos totais e da atividade antioxidante das mesmas, a fim
de que se possa utilizar todos os beneficios que as folhas do jambo podem oferecer.

Os compostos com poder antioxidante, principalmente 0s compostos
fendlicos, tém gerado muito interesse, pois 0S mesmos proporcionam indmeros
beneficios a saude humana, jA que sequestram os radicais livres e interrompem o
processo oxidativo no corpo humano prevenindo desta forma o surgimento de
doencas (HAIDA et al., 2011).

Dentro deste contexto, o objetivo deste estudo foi otimizar o processo de
extracdo e avaliar a atividade antioxidante na melhor condi¢cdo avaliada, utilizando
técnicas in vitro e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), do extrato

hidroalcodlico das folhas de jambo (Syzygium malaccense).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Otimizar o processo de extracdo e avaliar a atividade antioxidante na melhor

condicdo de extragdo, utilizando técnicas in vitro e CLAE, do extrato hidroalcodlico

das folhas de jambo (Syzygium malaccense).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar o processo de extracdo de compostos fendlicos e com atividade
antioxidante das folhas de jambo utilizando planejamento fatorial e
metodologia de superficie de resposta;

Produzir o extrato hidroalcodlico das folhas do jambo na condicao ideal e
avaliar a atividade antioxidante por trés métodos distintos, sequestro do
radical DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazina), captura do radical ABTS (2,2 —
azinobis-(3-etillbenzotiazolin-6-sulfénico)) e método de reducdo do ferro
FRAP;

Determinar o teor de fendlicos totais pelo método colorimétrico de Folin-
Ciocalteau no extrato hidroalcodlico produzido na condicéo 6tima.
Identificar e quantificar, utilizando CLAE, acido gélico, catequina, acido
vanilico, acido cafeico, acido ferullico, acido cumarico e acido vanilico,
acido siringico, epicatequina, rutina, acido salicilico, miricetina, resveratrol

e quercetina.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PRODUTOS NATURAIS NO BRASIL

O Brasil € um pais com dimensdes continentais e com uma grande
biodiversidade, um imenso litoral e diversificada flora. Desde a época em que aqui
s6 habitavam os indios, as plantas j& eram muito utilizadas para a cura de males e
doencas, pois eram a Unica fonte de matéria prima. ApOs a colonizacédo
desenvolveu-se o comércio de especiarias, que nada mais sdo do que produtos
naturais. Com o0 passar dos anos, 0s produtos naturais utilizados no
desenvolvimento de novas drogas s6 aumentaram, e desta forma, abre-se um
campo cada vez maior de pesquisa (VIEGAS JR et al., 2006; PUPO et al., 2007).

Os pesquisadores dedicados a area de produtos naturais tém a méao a
matéria prima mais abundante e diversificada do planeta em territdrio nacional.
Estima-se que o Brasil tenha 20% do patriménio genético do mundo, onde o indice
de endemismo, quando uma espécie ocorre apenas em uma regido geogréfica, é
altissimo (PINTO et al., 2002; BARREIRO et al., 2009), apesar de pouco estudado.

3.2 SYZYGIUM MALACCENSE

O jambo vermelho (Syzygium malaccense) pertence a familia Myrtacea, o
qual tem origem na Malasia e foi introduzido posteriormente na Africa e América. No
Brasil, ele ganhou espaco principalmente na regido norte e nordeste (Donadio et al.,
1998). E uma arvore frutifera exética, sendo também apreciada como arvore de
sombra (Figura 1). Arvore perenifélia de copa densa e piramidal, pode ter de 7 até
13 metros de altura, suas folhas sdo simples, duras, sem pelos, verde-escuras e
brilhantes, tendo no maximo 30 cm de comprimento. Tem florac&o de abril a junho e
suas flores sdo dominadas por numerosos estames de cor vermelho purpura
(LORENZI et al., 2006).
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Figura 1 - Syzygium malaccense

Fonte: Site Multivias.

Augusta et al. (2012), caracterizaram, utilizando técnicas espectroscopica e
cromatografica, o extrato produzido a partir da casca do jambo e identificaram
compostos com atividade antioxidante. Costa (2010) realizou estudo com o fruto do
jambo e os resultados também demostraram elevada atividade antioxidante, além de
um alto teor de compostos fendlicos totais e flavonoides. Contudo, existem poucos
estudos na literatura realizados com as folhas do Syzygium malaccense, o que
ressalta a importancia deste trabalho em caracterizar quimicamente o extrato

produzido a partir das folhas de jambo.

3.3 COMPOSTOS FENOLICOS

“Os compostos fendlicos sado estruturas quimicas que apresentam hidroxilas e
anéis aromaticos, na forma simples ou de polimeros, o que lhes confere uma
estrutura antioxidante” (GALLICE, 2010, p.13) e agem na redugéo ou inibigdo da

oxidacao de células ou moléculas, e por isso tém atividade antioxidante.
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As maiores fontes de compostos fendlicos em dietas alimentares estédo
principalmente em frutas de coloragdo azul/vermelha (GALLICE, 2010). Os
compostos fendlicos podem ser divididos em dois grupos, os flavonoides e os néo
flavonoides. O grupo dos flavonoides é composto pelos flavanois (catequina,
epicatequina), pelos flavonois (caempferol, quercetina, turina e miricetina), pelas
antocianidina, flavonas, flavanonas, entre outros. Ja o grupo dos nao flavonoides é
composto pelos acidos fendlicos, hidroxibenzdicos, hidroxicinamicos e os estilbenos
(MONARETTO, 2013; ABE, et al. 2007; CABRITA, RICARDO-DA-SILVA,
LAUREANO, 2003).

3.3.1 Acidos fendlicos

Segundo Stalikas (2007), acido fendlico sao fendis que apresentam acidos
carboxilicos em sua estrutura. Os acido fendlicos sdo metabdlitos secundarios, tem
uma estrutura simples, composta por um anel aroméatico e grupamentos (geralmente
hidroxilas e radicais metil) distribuidos em sua estrutura (JARDINI et al., 2010). Sédo
divididos em dois grupos os hidroxibenzéicos e os hidroxicinamicos, embora a
estrutura de base seja a mesma, o numero e as posi¢cdes das hidroxilas no anel
aromatico estabelecem uma diferenca (STALIKAS, 2007 apud MONARETTO, 2013).

3.3.1.1 Acidos hidroxibenzéicos e hidroxicinamicos

Os acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinAmicos tém estruturas muito

semelhantes como mostrado na figura abaixo.
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Figura 2 - A esquerda, estrutura geral dos acidos hidroxibenzoicos, e a direita, estrutura geral dos acidos
hidroxicin@micos.

Fonte: Autoria prépria.

Na Tabela 1 sdo mostrados os radicais e posi¢cdes que formam as estruturas
basicas dos principais acidos hidroxibenzdicos.

Tabela 1 — Radicais que formam as principais estruturas dos acidos hidroxibenzdicos.

Nome R! R? R® R*
Acido benzoico H H H H
Acido vanilico H OCHjs OH H

Acido galico H OH OH OH
Acido siringico H OCHj3 OH OCH;3
Acido salicilico OH H H H

Fonte: STALIKAS (2007), com algumas modificacdes.

Na Tabela 2 estdo expostos os radicais que formam as estruturas basicas dos
principais acidos pertencente ao grupo dos acidos hidroxicinamicos.

Tabela 2 - Radicais que formam as principais estruturas dos acidos hidroxicinamicos.

Nome R! R® R® R*
Acido cinamico H H H H
Acido o-cumarico OH H H H
Acido m-cumarico H OH H H
Acido p-cumarico H H OH H
Acido ferulico H OCHj3 OH H
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Acido caféico ‘ H OH OH H

Fonte: STALIKAS (2007), com algumas modificacdes.

3.4 ANTIOXIDANTES

Uma ampla definicdo de antioxidante é: “qualquer substancia que, presente
em baixas concentracdes quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou
inibe a oxidac&o deste substrato de maneira eficaz" (SIES; STAHL, 1995).

O combate a radicais livres esta intimamente ligado ao combate de muitas
doencas, e os antioxidantes sdo conhecidos por exercer essa funcdo. Muitos
antioxidantes sdo obtidos através de nossa propria alimentacéo, e por isso, diversos
meétodos que auxiliam na determinacdo da atividade antioxidante dos alimentos séo
estudados (VEDANA, 2008).

Existem varios métodos que podem ser utilizados para determinar a atividade
antioxidante in vitro de substancias biologicamente ativas, isso se deve ao fato de
que existem diferentes tipos de radicais livres e diversas formas de atuacdo dos
mesmos nos organismos vivos, o que dificulta a utilizacdo de apenas um método
para determinacdo da atividade antioxidante de diferentes radicais (ALVES et al.,
2010).

No presente trabalho, serdo utilizados os seguintes métodos na determinacéo
da atividade antioxidante: sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH),
captura do radical ABTS e o método da reducéo do ferro (FRAP), os quais seréao

descritos posteriormente.

3.4.1 Sequestro do radical DPPH

O DPPH é uma molécula radicalar, pois contém um elétron livre. O método
consiste basicamente em medir a capacidade antioxidante de uma determinada
substancia em sequestrar o radical DPPH (Figura 3), reduzindo-o a hidrazina.

Quando adicionada a uma solugdo alcoolica de DPPH uma substancia que é
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doadora de atomos de hidrogénio, a hidrazina é obtida com mudanga na coloragéo
de violeta a amarelo pélido. A coloracédo violeta em solucao alcdolica apresenta uma
banda de maxima absorcdo no comprimento de onda de 517 nm (ALVES et al.,2010;
Melo, 2010).

——
‘\ =z
S \ y
N :
O NH\ NO, + AOH —= NHNH \ / "0, + AC

0N

Figura 3 - Reacao entre o DPPH radicalar e um antioxidante genérico.

Fonte: Autoria prépria

3.4.2 Captura do radical ABTS

Ha a necessidade de preparar o radical ABTS, por via quimica ou enzimatica.
Segundo a metodologia sugerida por Re et al. (1999), o radical ABTS € formado por
uma reacdo de reducdo do ABTS pelo perssulfato de potassio. A atividade
antioxidante é determinada pela mudanca de coloracdo do radical ABTS, que
inicialmente € verde, ao reagir com 0s antioxidantes presentes na amostra, a
mudanca de coloracdo € medida pela absorbancia em 734 nm. Para determinar o
poder antioxidante da amostra € preciso comparar a absorbancia da mistura ABTS
amostra com a absorbancia da mistura ABTS com um antioxidante sintético padréao,
neste caso Trolox, o resultado é expresso em TEAC.g"' (atividade antioxidante
equivalente ao Trolox) (VEDANA, 2008; OLDONI, 2010).
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Figura 4 - Reacao entre um radical ABTS e um antioxidante genérico.

Fonte: Autoria prépria

3.4.3 Método da reducao do ferro — FRAP

Este € um método de avaliacdo da atividade antioxidante através da reducao
do complexo ferritripiridiltriazina (Fe®*" - TPTZ) a ferroso tripiridiltriazina (Fe** - TPTZ),
em meio acido, pelos antioxidantes presentes, neste caso pelos agentes
antioxidantes naturais presentes no extrato do jambo (figura 5). Porém, nem todos
0s antioxidantes presentes reduzem o ferro, assim como outras substancias
presentes podem reduzir de Fe*" a Fe?. Mesmo assim, esse método é muito
utilizado, juntamente com outros ensaios, em analises de antioxidantes presentes
em plantas e alimentos (OLDONI, 2010; PINELI, 2009).
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Figura 5 -Reducao do complexo TPTZ com Fe3+.
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Fonte: Autoria prépria.

3.4.4 Método de Folin — Ciocalteu

O método de Folin — Ciocalteu é utilizado para medir o teor total de
compostos fendlicos. Consiste na reacdo entre os fenodis e o reagente Folin —
Ciocalteu, que envolve a mistura de &acidos de molibdénio e tungsténio. A
desprotonacdo dos fendlicos acontece em meio basico, o que gera o0s anions
fenolatos. Nessa reacdo de oxirreducdo entre o anion fenolato e o reagente Folin
ocorre a reducdo do molibdénio que anterior a reducdo se encontrava no estado de
oxidagao (VI) (Figura 6), mudando a coloragdo do meio reacional de amarela para
azul. Um dos problemas desse método € que muitas substancias podem interferir na

analise como, vitamina C, acucares e as aminas aromaticas (OLIVEIRA, 2011).

COOH COO" CO0O~
RS NazCOs = o . "
—_— +2M06‘ 3 +2M0-“ +2H
HO 2 OH HO 2 OH 0 OH
OH OH 0

Figura 6 - Reacdo do &cido géalico com molibdénio VI, levando a formagdo de molibdénio V, detectado
espectrofotometricamente.

Fonte: Autoria prépria.

3.4.5 ldentificacdo de compostos fendlicos por CLAE

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma técnica de separacdo capaz
de realizar separacdes de misturas bastante complexas e analises quantitativas de
varios compostos, em poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e
detectabilidade (COLLINS et al. 2009).

Utilizando essa técnica, 0s principais acidos fendlicos podem ser
identificados, comparando o tempo de retencédo e a similaridade espectral entre os
padrdes acido galico, acido cafeico, acido ferdllico, &cido cumarico, acido vanilico.e

as amostras.
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3.5 OTIMIZACAO DAS CONDICAOS DE EXTRACAO

Existem diversas metodologias para extracdo de compostos bioativos, nas
qguais muitos parametros podem ser alterados, como o solvente utilizado, o tempo de
extracdo, a temperatura de extracdo, o tamanho das particulas, além da natureza do
vegetal. Devido a isso, fica muito dificil selecionar a metodologia mais eficiente para
extracdo desses compostos (SHAIDI; NACZK, 1995, apud ANDREO; JORGE, 2006).

Nao é possivel afirmar que existe um solvente ideal para a extragdo de
compostos bioativos, pois nenhum solvente € capaz de isolar todos esses
compostos. Nos vegetais 0s compostos bioativos estdo presentes em diferentes
quantidades, além da grande variedade existente que dificulta a escolha do solvente
a ser utilizado (SHAIDI; NACZK, 1995, apud ANDREO; JORGE, 2006).

Encontra-se na literatura trabalhos utilizando diversos solventes como etanol
(ARBOS; STEVANI; CASTANHA, 2013), etanol acidificado com acido cloridrico
(AUGUSTA et al., 2012), metanol (DE MORAIS et al.,, 2009), acetato de etila,
acetona, éter etilico, hexano, alcool metilico e tetrahidrofurano (JARDINI et al.,
2010), entre outros.

O tempo de extracdo é outro fator que influéncia na extracdo de compostos
bioativos. O tempo de extracdo pode variar de 1 minuto até 24 horas. Porém,
periodos longos de extracdo podem causar oxidacao dos fendlicos sendo necessario
gue agentes redutores sejam adicionados ao solvente do sistema (SHAIDI; NACZK,
1995, apud ANDREO; JORGE, 2006).

Outro fator que pode afetar a eficiéncia do processo de extracdo é a
temperatura. Quando a temperatura € elevada, as taxas de difusdo e solubilidade
dos analitos aumenta; a viscosidade e tensdo superficial dos solventes diminuem,
facilitando o contato dos analitos com os solventes, 0 que pode acelerar 0 processo
de extragdo. Porém, temperaturas altas podem acarretar na degradacdo dos

compostos bioativos diminuindo assim o rendimento da extracdo (ATES et al., 2011).

4 MATERIAL E METODOS
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4.1 PREPARO DA AMOSTRA

Primeiramente, as folhas foram secas em estufa a 35 °C por
aproximadamente 5 dias, na sequéncia foram trituradas em moinho Willye TE-650,

marca Tecnal.

4.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL COMPLETO 2°

Com o objetivo de determinar a condicdo ideal de extracdo dos compostos
bioativos, foi realizado um planejamento fatorial 2% onde foram testadas a influéncia
significativa de algumas variaveis do processo de extracdo. As variaveis
independentes testadas foram tempo de extracdo, temperatura de extracdo e
concentracdo de etanol (v/v). As varidveis dependentes testadas foram a atividade
antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH e o teor de fendlicos totais,
sendo esses 0s métodos escolhidos por serem muito utilizados na quantificacdo da
atividade antioxidante em plantas.

A Tabela 3 apresenta os niveis reais e os niveis codificados utilizados no
planejamento fatorial das analises; onde -1 representa o nivel inferior, 0 o ponto
central e +1 o nivel superior. O planejamento teve um total de 9 experimentos com
diferentes combinac¢des entre as variaveis, considerando as analises em triplicata no
ponto central temos um total de 11 experimentos. As analises no ponto central sdo

importantes para verificar a reprodutibilidade do processo.

Tabela 3 - Matriz do planejamento experimental 2% com os niveis reais e codificados das variaveis.

Ensaio | Temperatura (°C) Tempo (min) Concentragéo de etanol (v/v)
1 30 (-1) 15 (-1) 40 (-1)
2 80 (+1) 15 (-1) 40 (-1)
3 30 (-1) 45 (+1) 40 (-1)
4 80 (+1) 45 (+1) 40 (-1)
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5 30 (-1) 15 (-1) 80 (+1)
6 80 (+1) 15 (-1) 80 (+1)
7 30 (-1) 45 (+1) 80 (+1)
8 80 (+1) 45 (+1) 80 (+1)
9 55 (0) 30 (0) 60 (0)
10 55 (0) 30 (0) 60 (0)
11 55 (0) 30 (0) 60 (0)

Fonte: Autoria prépria.

Os niveis superiores e inferiores de temperatura foram escolhidos para que o
nivel inferior ficasse proximo da temperatura ambiente e o nivel superior néo
degradasse os compostos bioativos presentes. Os valores da variavel tempo foram
assim determinados para que fosse possivel avaliar os resultados obtidos quando o
material ficava um tempo menor em exposi¢cao ao solvente e a um tempo maior, mas
gque 0 mesmo nao representasse um valor muito elevado para que o tempo de
preparo do extrato ndo ficasse muito elevado. Os niveis superiores e inferiores de
concentracdo de etanol focando em um consumo baixo de etanol para minimizar
custos e também em um nivel superior para realmente analisar a influencia da
concentragéo de etanol na extragéo.

O preparo dos extratos foi realizado a partir de 2 g do material previamente
seco e triturado (Item 4.1), sendo adicionados 25 mL da mistura etanol:agua ( v/v)
nas diferentes concentracbes. As misturas foram aquecidas em banho
termostatizado, sem agitacdo constante, utilizando as temperaturas e os tempos
estabelecidos no planejamento experimental (Tabela 3). Na sequéncia, 0s extratos
foram resfriados a temperatura ambiente e filtrados utilizando papel filtro qualitativo.

4.3 DETERMINACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.3.1 Sequestro do radical DPPH
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Para determinar a quantidade sequestrante do radical DPPH foi utilizada a
metodologia proposta por Brand-Willians et al. (1995). Foram adicionados 0,5 mL
dos padrdes ou das amostras diluidas, 1:600 v/v, previamente diluidas em tubos de
ensaio e na sequéncia adicionados 3,0 mL de etanol e 0,3 mL do radical DPPH, em
solucdo de etanol (0,5 mmol L™?). Apds 45 minutos de reacéo foi realizada a leitura
em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 517 nm.

Foi utilizado como padrédo o antioxidante sintético Trolox, para o preparo da
curva padrdo, em concentracdes que vado de 15, 25, 50, 75 e 100 umol.L™* de Trolox,
sendo em seguida construido um grafico de calibracédo. Os resultados s&o expressos
em pmol de Trolox por grama de jambo. Com a o auxilio da curva foi possivel

determinar a capacidade antioxidante das amostras por esse método.

4.3.2 Captura do radical ABTS

A metodologia utilizada para determinar a captura do radical ABTS foi a
sugerida por Re et al. (1999). A formac&o do radical ABTS™ foi obtida a partir da
reacdo de 7 mmol.L™ de ABTS com 140 mmol.L™" de perssulfato de potassio,
deixada a temperatura ambiente na auséncia de luz num periodo de 16 horas. A
solucdo de etanol foi diluida com a solucdo do radical ABTS™ até obter uma
absorbéancia de 0,700 em 734 nm. Em tubo de ensaio foram adicionados 30 uL de
amostra diluida, 1:50v/v, e 3 mL da solucdo contendo o radical. A absorbéancia foi
determinada em espectrofotdmetro, a 734 nm apds 6 minutos de reacdo. Para a
construcdo da curva padrado foi utilizado o antioxidante sintético padrdo Trolox nas
concentracdes de 100, 500, 1000, 1500, 2000 pymol L™. Os resultados da atividade

antioxidante foram expressos em pmol de Trolox por grama de jambo.

4.3.3 Método da reducéo do ferro — FRAP

Para determinar a reducao do ferro foi utilizada a metodologia sugerida por

por Benzie e Strain (1996). O reagente FRAP € preparado por meio da mistura de 25
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mL de uma solucdo de tamp&o acetato (300 m mmol.L™, pH 3,6), 2,5 mL da solucéo
TPTZ (10 mmol.L™ TPTZ em 40 mmol.L™ HCI) e 2,5 mL de FeCl; (20 m mmol.L™)
em solucdo aquosa. Em tubo de ensaio foram adicionados 100 pL da amostra
previamente diluida, 1:400 v/v, e 3 mL do reagente FRAP e deixadas no escuro a
37°C em banho-maria por 30 minutos. Em espectrofotometro foi medida a
absorbancia em 595 nm. A curva de calibragdo foi construida utilizando sulfato
ferroso nas concentrages 200, 500, 1000, 1500, 2000 umol L™, e os resultados

expressos em mmol de Fe?* por grama de jambo.

4.4 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi realizada seguindo o
método espectrofotométrico de Folin-Ciocateau, sugerido por Singleton (1999). A
uma aliquota de 0,5 mL da amostra, diluida, 1:250 v/v, foi adicionado 2,5 mL do
reagente de Folin-Ciocateau (1:10). Apés 5 minutos de repouso da mistura, foi
adicionado 2,0 mL de uma solucdo de Na,CO3 (4%). As solugdes ficaram encubadas
ao abrigo da luz e a temperatura ambiente e apdés 2 horas foram realizadas as
leituras da absorbancia a 740 nm. Foi utilizado como padrédo de referéncia o acido
galico e a curva foi construida utilizando as concentracdes de 5, 10, 25, 50, 75 e 100
ug.mL™. Os resultados foram expressos em mg equivalente ao padrdo &cido galico
por grama de amostra (mg EAG g™%).

4.5 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR CLAE

Para a determinacgéo de fendlicos totais forma usados padrdes para identificar
e quantificar a presenca dos seguintes compostos fendlicos por CLAE. Os padrdes
utilizados foram acido galico, catequina, acido vanilico, acido cafeico, acido ferullico,
acido cumarico e acido vanilico, acido siringico, epicatequina, rutina, acido salicilico,

miricetina, resveratrol e quercetina.
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Para identificagdo dos &cidos fendlicos foi utilizado sistema CLAE, coluna C-
18 fase reversa (250 mm x 4,6 mm, 5 ym) Varian, mantida a 30°C. A fase movel
utilizada era constituida por 2% de acido acético em agua ultra pura (solvente A), e
2% de acido aceético, 40% de acetonitrila em agua ultra pura (solvente B) em modo
gradiente. A vazéo foi de 1 mL por minuto. Serdo injetados 10 pL dos extratos em
um cromatégrafo liquido acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos. Os
compostos serdo identificados por comparacdo do tempo de retencdo e absorgéo
caracteristica dos padrbes na regido ultravioleta. A metodologia utilizada neste
trabalho foi desenvolvida pelo grupo de estudos coordenado pela Prof. Dra. Tatiane

Luiza Cadorin Oldoni.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O planejamento experimental foi desenvolvido com o objetivo de verificar se
as variaveis: temperatura de extracao, tempo de extracdo e concentracao de etanol,
influenciam significativamente no processo de extracdo dos compostos bioativos. Os
extratos obtidos sob diferentes condigbes apresentaram coloracdo distinta (Figura
7), 0 que pode indicar variacdo nha composi¢cao quimica dos mesmos.

Foi possivel identificar que a variavel independente responsavel pela variacédo
da coloracdo dos extratos foi a concentragéo de etanol, desta forma, foi esperado
que a concentracdo de etanol apresentasse diferenca significativa. A coloragao
também induziu a acreditar que o0 extrato 7 apresentaria maior atividade antioxidante

gue os demais devido a sua coloracdo mais intensa.

it

»

Figura 7 -Foto dos extratos resultantes da extragcdo segundo o planejamento fatorial.

Fonte: Autoria prépria.

Uma andlise visual dos extratos permite inferir que 0s mesmos se separam
em 3 grupos quanto a coloracdo, sendo o primeiro composto pelos extratos 1, 2, 3 e
4, o segundo pelos extratos 5, 6, 7 e 8, e 0 terceiro pelos extratos 9, 10 e 11.
Conforme o planejamento fatorial esta separacdo esta de acordo com a
concentracdo de etanol empregada na extra¢do. Contudo, € importante destacar que
dentre de cada grupo observa-se ainda, uma pequena variacdo na coloracdo dos
extratos, caracteristicas das variacdes de tempo e temperatura de extracéo.
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A influéncia das variaveis foi avaliada através da resposta obtida nas analises

da atividade antioxidante pelo método de reducdo do radical DPPH e pelo teor de

compostos fenolicos totais (Tabela 4).

Tabela 4 - Resultados do planejamento fatorial para o processo de extragao.

Corrida DPPH (umol de Trolox g™) Fenolicos Totais (mg EAG g™)
1 563,99 + 11,53 56,24 + 2,10
2 596,71+ 11,53 58,11 + 2,10
3 519,95 + 13,83 54,56 + 0,26
4 666,78 + 4,61 73,73 +£1,05
5 546,06 + 32,27 53,63 2,10
6 591,79 + 0,00 54,01 £ 0,53
7 652,04 + 11,53 60,14 £ 0,79
8 655,24 + 16,14 68,32 +£1,84
9 601,48 + 9,22 67,58 +1,31
10 627,65 + 13,83 62,57 = 3,68
11 575,46 + 18,44 63,68 = 2,63

Fonte: Autoria prépria.

E possivel inferir que o ensaio que apresentou a um maior valor de atividade
antioxidante no método do sequestro do radical DPPH e também maior teor de
compostos fendlicos totais foi o ensaio 4, que é proveniente da combinacdo dos
nivel superior de tempo, nivel superior de temperatura de extracdo e do nivel inferior
de concentracdo de etanol.

Para verificar a diferenca estatistica dos resultados e afirmar quais as
variaveis significativas e quais nao s&o significativas, os resultados foram
submetidos ao tratamento estatistico, utilizando o software Environment R (verséo
3.1.1).

A Tabela 5 apresenta os valores dos efeitos principais e de interagao
estimados para o método de sequestro do radical DPPH. Onde t € o fator de
Student, p é a probabilidade e L.C. sdo os limites negativos e positivos de confianca.

Tabela 5 - Tabela de efeito para a atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH.

Variaveist Efeito Erro tcal P L.C.(-) L.C. (+)
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Média 599,741 10,048 59,686 0,000 571,843 627,640
Temperatura 57,118 23,565 2,424 0,072 -8,310 122,546
Tempo 48,867 23,565 2,074 0,107 -16,561 114,295
Concentracao 24,424 23,565 1,036 0,358 -41,004 89,852
Temperatura x Tempo 17,893 23,565 0,759 0,480 -47,535 83,321
Temperatura x Concentracao -32,656 23,565 -1,386 0,238 -98,084 32,772
Tempo x Concentracado 35,850 23,565 1,521 0,203 -29,578 101,278

Fonte: Autoria prépria.

Na analise pelo método de sequestro do radical DPPH, a um nivel de 95% de
confianca, pode-se comprovar que todos os efeitos principais; temperatura, tempo e
concentragdo; e as interacdes temperatura X tempo, temperatura x concentracao e
tempo x concentragdo nao apresentaram diferenca significativa.

A Tabela 6 apresenta os valores dos efeitos principais e de interacdo

estimados para o teor de fendlicos totais.

Tabela 6 - Tabela de efeito para o teor de fendlicos totais.

Variaveis Efeito Erro t cal P L.C. () L.C. (+)
Média 61,1426 1,3031 46,9196 0,0000 57,5245 64,7607
Temperatura 7,3989 3,0561 2,4210 0,0727 -1,0863 15,8841
Tempo 8,6909 3,0561 2,8438 0,0467 0,2058 17,1761
Concentragéo -1,6303 3,0561 -0,5334 0,6220 -10,1154 6,8549
Temperatura x Tempo 6,2732 3,0561 2,0527 0,1094 -2,2119 14,7584
Temperatura x Concentragéo -3,1209 3,0561 -1,0212 0,3649 -11,6060 5,3643
Tempo x Concentracdo 1,7189 3,0561 0,5624 0,6038 -6,7663 10,2040

Fonte: Autoria prépria.

Para a analise do teor de fendlicos totais, utilizando um nivel de 95 % de
confiangca, pode-se comprovar que o efeito principal tempo de extracdo foi
significativo no processo. Porém os demais efeitos principais; temperatura de
extragdo e concentracdao de etanol; e as interagbes temperatura X tempo,
temperatura x concentracdo e tempo x concentracdo ndo apresentaram diferenca
significativa.

Na Figura 8 é possivel visualizar o Diagrama de Pareto, o qual apresenta os

efeitos das varidveis estudadas e suas interacdes, os efeitos sdo considerados
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significativos quando se encontram acima da linha vermelha que pode ser

visualizada no diagrama.

(2)Tempo } 2 843775

(1)Temperatura | 2.42100p

1by2 | 2 052678

1by3 | -1,02118

2by3 962436

(3)[ETOH] | - 533441

Figura 8 - Diagrama de Pareto para andlise de fendlicos totais.

Fonte: Autoria prépria.

A Equacdo (1), onde Xz corresponde ao tempo de extracdo descreve o
modelo obtido a partir do tratamento estatistico dos dados e foi gerada através dos

efeitos significativos e dos valores codificados das variaveis.
Fendlicos Totais (mg EAG g™) = 61,14 + 4,34X3 (1)
A anadlise de variancia (ANOVA) é o método mais utilizado para avaliar a

qualidade do ajuste de um modelo (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Na Tabela 7 podemos visualizar a analise de variancia para fendlicos totais.

Tabela 7 - Analise de variancia (ANOVA) para fendlicos totais.

Fatorz SS GL MQ Fcal

Modelo 369,96 1 369,96 44,56
Erro 74,72 9 8,30
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Total SQ 444,68 10
Ftab=1,9,0,05=5,12 Fcal/Ftab = 8,10
Ftab=1, 9, 0,01= 10,56 Fcal/Ftab = 4,22
R2=0,832

Fonte: Autoria prépria.

A analise de variancia nos mostra que o modelo para o teor de fendlicos totais
€ estatisticamente significativo e preditivo, devido ao fato de que o valor de F
calculado foi 8,10 vezes maior que o F tabelado a um nivel de confianga de 95%
(HAIR et al., 2009). O coeficiente de determinacao (R?2), que deve ser o mais proximo
possivel de 1 para que o modelo seja capaz de predizer os dados, mostra que o
modelo é adequado para predizer os dados , pois, apresenta um Rz igual a 0,832.

Na figura 8 é possivel observar o grafico de valores observados x valores
preditos, o qual auxilia a verificar a qualidade do ajuste do modelo aos dados. Para
gue o ajuste do modelo aos dados tenha uma boa qualidade é necessario que os
dados se ajustem a reta. Pode-se observar que os valores apresentam desvio em
relacdo aos valores preditos, porém, ainda assim € possivel dizer que existem um

bom ajuste do modelo aos dados para a analise do teor de fendlicos totais.
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Figura 9 - Grafico de valores preditos versus valores observados para analise de fendlicos totais.

Fonte: Autoria prépria.
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As superficies de resposta apresentadas tempo x temperatura, tempo x
concentracdo de etanol; apresentadas figuras 9 e 10, respectivamente; mostram a
influéncia das variaveis independentes na variavel resposta. Cada superficie de
resposta é gerada pela combinacdo de duas variaveis independentes em relagédo a
variavel dependente, no caso, o teor de fendlicos totais.

ORQVBA

> 74
<72
B <68
[ <64
Il <60
Bl <56

Figura 10 - Superficie de resposta da influéncia do tempo e da temperatura de extragdo na avaliagédo do
teor de fendlicos totais.
Fonte: Autoria prépria.
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SORQUIB A

Figura 11 - Superficie de resposta da concentracdo de etanol e do tempo de extracédo na avaliacdo do teor
de fendlicos totais
Fonte: Autoria prépria.

O teor de fendlicos totais atingiu seu maximo quando foi utilizado os niveis
superiores da variavel tempo (45 min). A condicdo definida como Gtima para a
extracdo foi o nivel superior de tempo (45 min), devido ao fato de ser
estatisticamente significativo para o processo de extragdo; nivel superior de
temperatura (80 °C), que ndo € uma variavel estatisticamente significativa, portanto
nao importa qual nivel seja o escolhido; e nivel inferior de etanol (40%) que também
nao se mostrou, essa foi a condicdo definida como ideal por apresentar os maiores
valores de fendlicos totais e para o método do sequestro do radical DPPH. Essa
condicdo é composta pelo nivel superior de tempo que é a Unica variavel
significativa para o processo de extragcdo e foram realizadas as analises de fendlicos
totais e avaliacdo da atividade antioxidante por trés métodos in vitro distintos. Em
comparacao, Oldoni et al. (2015) obteve a condicdo 6tima quando utilizou os niveis
superiores das variaveis independentes enquanto que neste trabalho a condicao
otima foi obtida usando apenas dois niveis superiores das variaveis independentes

tempo e temperatura.
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5.2 TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

O resultado obtido para a andlise de fendlicos totais pelo método que utiliza o
reagente de Folin-Ciocalteu foi de 73,73 = 1,05 mg EAG g™.

N&o foi encontrado na literatura trabalhos que quantifiguem o teor de fendlicos
totais nas folhas de jambo, porém existem trabalhos que fazem a quantificacdo de
compostos fendlicos na casca do jambo.

Augusta et al. (2010) encontrou 3,005 mg de EAG g* de antocianinas na
casca do jambo, o que mostra que a casca do jambo é uma fonte rica em
antocianinas. Podemos ver que o teor de fendlicos totais encontrados na folha do
jambo é muito maior do que o de antocianinas na casca do mesmo, iSso ja era um
resultado esperado, pois as antocianinas sdo apenas uma classe dos compostos
fendlicos.

Veber et al. (2015) quantificou o teor de fendlicos totais em extratos de folhas
de jambol&do (Syzygium cumini) e encontrou 2,21 mg EAG g™, quando comparamos
este resultado aos encontrados nos extratos de folhas de jambo podemos ver que o
mesmo possui um teor de fendlicos totais muito maior.

Trabalhos realizam a quantificacdo de fendlicos totais em outras plantas. O
mastruz, por exemplo, apresenta um teor de fenélicos de 0,3887 mg de EAG g™ e o
capim santo um teor de 0,4305 mg de EAG g*.(AZEVEDO et al., 2011); o extrato de
folhas de Pereskia. aculeata Mill. apresentou um teor de fendlicos de 95,6 mg de
EAG g* segundo Sousa et al. (2014).

Comparando o resultado encontrado no presente trabalho com os resultados
encontrados para mastruz e capim santo por Azevedo et al. (2011), o teor de
fendlicos no extrato de folhas de jambo € muito maior. Quando comparado com o
extrato das folhas de Pereskia aculeata Mill. obtidos por Sousa et al. (2014) temos

resultados proximos.

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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Na tabela 9 sdo apresentados os resultados obtidos para a avaliagdo da
atividade antioxidante pelos trés meétodos in vitro; DPPH, ABTS e método da

reducao do ferro - FRAP.

Tabela 8 - Resultados obtidos nas analises da atividade antioxidante para o extrato de folhas de jambo.

Método Concentracao
DPPH (umol de Trolox g™) 666,78 + 4,61
ABTS (umol de Trolox g 853,87 + 1,47
FRAP (umol de Fe** g%) 1267,02 + 5,05

Augusta et al. (2013) quantificou a atividade antioxidante pelo método do
DPPH em flores de jambo obtendo um valor de 22,64umol de Trolox g™*;que quando
comparado com o valor encontrado para o extrato de folhas de jambo é muito
pequeno.

Almeida (2013) determinou a atividade antioxidante em tomilho utilizando os
métodos ABTS e FRAP. Pelo método ABTS foi encontrado um teor de antioxidantes
equivalente a 265,79 + 3,02 umol Trolox g-1, pelo método de reducdo do ferro —
FRAP o teor de antioxidantes encontrado foi de 314,72 + 6,04 pmol de Fe2+ g-1.
Quando se faz a comparagcao dos resultados obtidos para o extrato das folhas do
jambo com os resultados obtidos por Almeida (2013), € possivel observar que, tanto
para FRAP quanto para ABTS, os resultados das analises dos extratos de jambo
foram muito maiores do que os encontrados para o tomilho, que é considerada uma

planta com elevada atividade antioxidante segundo Almeida (2013).

5.4 IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR CLAE

Através da técnica de CLAE e da injecao de uma mistura de padrdes; foi
possivel identificar o acido galico e catequina utilizando o detector arranjo de diodos
no comprimento de onda de 280 nm (canal 10), enquanto que rutina, miricetina e
quercetina que absorvem na radiagdo no comprimento de onda de 320 nm (Canal 2)
(Figura 12).
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Figura 12 - Cromatogramas dos padrdes e das amostras injetadas (1 - acido galico; 2 -catequina; 3 —

rutina; 4 - mirecetina ; 5 — quercetina).

Fonte: Autoria prépria.

Arumugam, et al. (2014) identificou a presenca de miricetina em extrato de
jambo utilizando CLAE, porém poucos estudos caracterizam os fendlicos presentes
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no jambo por CLAE, e isso mostra a necessidade de continuidade nas pesquisas
com relacéo a caracterizagdo do jambo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Através dos resultados obtidos para a otimizacdo da extracdo de compostos
bioativos utilizando o planejamento fatorial indicam que o tempo € estatisticamente
significativo no processo de extracdo dos compostos bioativos das folhas de jambo,
sendo que a melhor resposta é obtida quando se utiliza o nivel superior desta
variavel. Apesar do variavel temperatura ndo ter se mostrado estatisticamente
significativa, os resultados indicam que temperaturas maiores auxiliam no processo
de extracdo dos compostos bioativos.

De acordo com os resultados obtidos utilizando o extrato hidroalcoolico
preparado com a melhor condicdo de extracdo; quando comparado com outras
plantas, o jambo apresenta elevado teor de compostos fendlicos e alta atividade
antioxidante.

A CLAE possibilitou identificar acido galico, catequina, rutina, miricetina e

guercetina no extrato de folhas do jambo na condic&o 6tima de extracao.
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