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RESUMO

AZEVEDO, Monique B. Avaliagdo da Atividade Antioxidante do Extrato Etandlico da
espécie Drymys brasiliensis Miers (Winteraceae). 2015. 44 f. Trabalho de Conclusdo
de Curso (Bacharelado em Quimica Industrial), Universidade Tecnologica Federal do

Parana. Pato Branco, 2015.

A espécie Drimys brasiliensis Miers, pertencente a familia Winteraceae, cujo género
pode ser encontrado no Brasil, da Bahia ao Rio Grande do Sul, sendo por sua vez
mais frequente nas matas ciliares e nas florestas semideciduas de altitude, é
conhecida pelo seu alto indice de potencial terapéutico, sendo utilizada na medicina
popular como estimulante, antiespasmoddico, antidiarreico, antitérmica,
antibacteriano, para o tratamento de asma e bronquite, além de também ter
propriedades inseticidas e alimenticias, uma vez que sua casca age em substituicao
a pimenta-do-reino. Tendo em vista que o estudo sobre plantas bioativas incentivam
0 interesse de industrias alimenticias, cosméticas e farmacéuticas, ndo somente
pelo seu indice de potencial terapéutico elevado, mas também por se tratarem de
possiveis fontes naturais de compostos bioativos com poder antioxidante, capazes
de substituir os antioxidantes sintéticos utilizados nessas industrias por antioxidantes
de fonte natural. Em vista disso, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
atividade antioxidante do extrato etandlico da espécie Drimys brasiliensis Miers, por
intermédio da determinacdo do teor de compostos fendlicos totais, da determinacéo
do teor de flavonoides totais e pelos métodos de sequestro dos radicais livres ABTS
e DPPH, expresso em ECs. Os resultados obtidos foram de 110,9958 + 3,1915 mg
EAG g de amostra para o teor de compostos fendélicos totais, 59,7891 + 7,5183 mg
EQ g™ de amostra para o teor de flavonoides totais, 6264,7143 + 347,3369 pmol de
TEAC g de amostra pelo método do sequestro do radical livre ABTS e uma
concentracdo 0,1598 + 0,0096 mg mL™* pelo método do sequestro do radical livre
DPPH, expresso em ECs, que indica a concentragcdo minima de amostra necessaria
para reduzir em 50% os radicais livres. Os resultados obtidos para a avaliacdo da
atividade antioxidantes da espécie Drimys brasiliensis Miers, levando-se em
consideragcdo o ausente ou pouco estudo encontrado neste sentido para esta
espécie, tornando assim possivel que esta espécie € uma provavel fonte de
antioxidantes naturais que tem um grande potencial para se tornar uma possivel
substituicdo dos antioxidantes sintéticos utilizados nas industrias.

Palavras-chave: Compostos fendlicos; Flavonoides; DPPH; ABTS.



ABSTRACT

Azevedo, Monique B. Evaluation of Antioxidant Activity of the ethanol extract of the
species Drymys brasiliensis Miers (Winteraceae). 2015. 44 f. Trabalho de Conclusé&o
de Curso (Bacharelado em Quimica Industrial), Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana. Pato Branco, 2015.

The species Drimys brasiliensis Miers, belonging to Winteraceae family whose genre
can be found in Brazil, from Bahia to Rio Grande do Sul, and in turn more common in
riparian forests and in the deciduous forests of altitude, is known for its high potential
index therapeutic and is used in folk medicine as a stimulant, antispasmodic,
antidiarrheal, antipyretic, antibacterial, for the treatment of asthma and bronchitis,
and also have insecticides and nutritional properties, since its bark acts as a
substitute for black pepper kingdom. Considering that the study of bioactive plans
encourage the interest of the food industry, cosmetics and pharmaceuticals, not only
for their high therapeutic potential index, but also because it is possible natural
sources of bioactive compounds with antioxidant power, able to replace synthetic
antioxidants used in these industries by natural source of antioxidants. Given that the
objective of this study was to evaluate the antioxidant activity of ethanol extract of the
species Drimys brasiliensis Miers, through the determination of the content of
phenolic compounds, the determination of total flavonoid content and the
sequestering methods of free radicals ABTS and DPPH, expressed as ECsy. The
results obtained were 110.9958 + 3.1915 mg EAG g’ sample for the content of
phenolic compounds, 59.7891 + 7.5183 mg EQ g sample to the levels of total
flavonoids 6264.7143 + 347.3369 umol TEAC g™ sample through sequestration of
free radical ABTS method and a concentration of 0.1598 + 0.0096 mg mL™ by
sequestering the free radical DPPH method, expressed as ECsp, the concentration
which indicates minimum sample required to reduce by 50% the free radicals. The
results obtained for the evaluation of the antioxidant activity of the species Drimys
brasiliensis Miers, taking into account the missing or bit study found that effect for
this species, thus making it possible that this species is a likely source of natural
antioxidants that has great potential to become a possible replacement for synthetic
antioxidant used in industries.

Keywords: Phenolic compounds; flavonoids; DPPH; ABTS.
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1 INTRODUCAO

Os compostos bioativos, bem como os antioxidantes presentes nos vegetais,
sdo cada vez mais estudados devido ao seu potencial terapéutico, reconhecido ao
longo dos anos, principalmente pelo fato de que, por muito tempo, as plantas eram
0s Unicos recursos terapéuticos disponiveis para se tratar ou inibir uma enfermidade,
0 que fez com que o estudo destas crescesse, a fim de conhecer e descobrir 0s
constituintes quimicos que lhes atribuem tal atividade (MACIEL et al., 2002).

Dentre os diversos vegetais encontrados na regido sul do Brasil, se encontra
a espécie Drimys brasiliensis Miers, conhecida popularmente como casca-da-anta,
cataia, canela-amarga, capororoca-picante, carne-d’ anta, melambo, paratudo e pau-
para-tudo, a qual pertence a familia Winteraceae (LIMBERGER et al., 2007,
LORENZI, 2008). Esta planta medicinal € conhecida por suas propriedades
terapéuticas e por sua utilizagdo na medicina popular como estimulante,
antiespasmadico, antidiarreico, antitérmicos, antibacteriano, para o tratamento de
asma e bronquite, além de também ter propriedades inseticidas (GOMES et al.,
2013). Ja foram isolados constituintes quimicos da casca e das folhas da espécie
Drimys brasiliensis Miers, a qual é caracterizada fitoquimicamente pela presenca de
monoterpenos, sesquiterpenos e flavonoides (LAGO et al., 2010; MECCHI; LAGO,
2013).

Os antioxidantes naturais tém sido alvo de muitos estudos, devido ao
beneficio que uma substancia com estas propriedades trazem aos seres vivos de
maneira geral, ndo somente para os seres humanos, mas também para os préprios
vegetais, mesmo que nestes sejam produtos do metabolismo secundario derivando
na maioria das vezes de mecanismos de defesa, como por exemplo, os flavonoides
gue participam da fotossintese dos mesmos, catalisando e transportando elétrons
(MARTINEZ-FLORES et al., 2002).

Dessa maneira, em funcdo do amplo interesse em se encontrar fontes
naturais de antioxidantes por parte das industrias alimenticias, farmacéuticas e até
cosméticas, devido a um aumento significativo no consumo de produtos naturais
pela populacdo, o presente estudo tem por objetivo preparar o extrato etandlico das
folnas da espécie Drimys brasiliensis Miers, determinar o teor de compostos
fendlicos e flavonoides totais e a atividade antioxidante, por meio dos métodos in

vitro de sequestro dos radicais livres DPPH e ABTS.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo tem por objetivo avaliar a atividade antioxidante do extrato

etandlico das folhas da espécie Drimys brasiliensis Miers.

2.2 Objetivos especificos

e Preparar o extrato etandlico das folhas da espécie Drimys brasiliensis Miers.

e Determinar o teor de compostos fendlicos e flavonoides totais do extrato
etandlico das folhas da espécie Drimys brasiliensis Miers.

¢ Determinar a atividade antioxidante do extrato etandlico das folhas da espécie
Drimys brasiliensis Miers, pelos métodos in vitro de sequestro dos radicais
livres DPPH e ABTS.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Aimportancia dos recursos naturais para o Brasil

Os recursos naturais tém papel fundamental para a sociedade, pois podem
trazer muitos beneficios a salude humana, no entanto, deve-se considerar que
alguns deles sao limitados e é muito importante que haja conscientizacdo da
populacdo quanto ao cuidado necessario para a preservacao desses recursos, pois
a garantia deles pode significar a continuidade da vida (ZANIRATO; RIBEIRO,
2006).

A preservacdo do meio ambiente € imprescindivel para a manutencdo da
existéncia dos recursos nhaturais para o equilibrio do ecossistema, para a
regularidade climatica e até para a medicina. Essa ideia deve ser expressiva ao se
considerar o aumento preocupante do desmatamento nas Ultimas décadas e o mau
uso dos recursos naturais, pois isso pode ser prejudicial para a sociedade e impedir
gue a mesma seja beneficiada com esses recursos (ARRUDA, 1999).

Um dos recursos naturais mais abundantes no Brasil sdo as plantas
medicinais, as quais sdo utilizadas como recursos terapéuticos, por prescricao
médica ou simplesmente pelo conhecimento da populacédo adquirido de geracdo em
geracao, por se tratarem muitas vezes da Unica alternativa viavel por uma parte da
populacdo ao combate de doencas (LIMA et al., 2012).

Por esses motivos, as industrias tém muito interesse nas plantas medicinais
e, dentre as mesmas, pode-se citar a industria farmacéutica, a alimenticia e até
mesmo a cosmética, desta forma, é necessario o aumento de pesquisas para que se
tenha conhecimento dos compostos que exercem as fungbes terapéuticas no
organismo humano e se estes possuem efeitos beneficios e/ou maleficios para a
populacao (LIMA et al., 2010).

3.2 Drimys brasiliensis Miers

A espécie Drimys brasiliensis Miers, conhecida popularmente como casca da
anta ou cataia, é considerada uma arvore de altura entre 4 e 8 m, com tronco entre
30 e 40 cm de diametro envolvido por uma casca lisa de coloracao cinza, sendo
também considerada da ordem Magnoliales, cujas flores sédo brancas e as folhas
tem de 6 a 12 cm de comprimento e cerca de 3 a5 cm de largura, contendo de 2 a5
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sementes fornicadas pretas e brilhantes (LORENZI, 2008). Pertence a familia
Winteraceae, que compreende cerca de 8 géneros e 70 espécies, decorrentes no
hemisfério sul do mundo (TRINTA; SANTOS, 1997). No Brasil o género Drimys pode
ser encontrado da Bahia ao Rio Grande do Sul (GOMES et al.,, 2012), porém a
espécie Drimys brasiliensis Miers ocorre com mais frequéncia em matas ciliares e
em florestas semideciduas de altitude (LORENZI, 2008).

Os principais constituintes quimicos encontrados na espécie Drimys
brasiliensis Miers sdo monoterpenos, sesquiterpenos e flavonoides (LAGO et al.,
2010; MECCHI; LAGO, 2013).

No Brasil essa espécie é utilizada como recurso natural devido ao seu alto
indice de potencial terapéutico, sendo entdo aplicada popularmente como
estimulante, antiespasmaodico, antidiarreico, antitérmicos, contra hemorragias
uterinas e em algumas enfermidades do trato digestivo (SIMOES et al., 1986), tendo
ela também propriedades alimenticias, quando sua casca € utilizada na culinaria em
substituicdo a pimenta-do-reino (TRINTA; SANTOS, 1997).

Apesar de a espécie Drimys brasiliensis Miers (Figura 1) ter um amplo
potencial terapéutico e ser utilizada para fins alimenticios, apresenta poucos estudos
voltados para a atividade antioxidante.

Figura 1 - Drimys brasiliensis Miers
Fonte: Douglas Meyer.



18

3.3 Radicais livres

Atualmente muitos estudos tém se voltado para substancias que possuem
poder antioxidante, mas para que se possa entender a importancia de substancias
como essas € importante entender também o que se busca combater com elas, que
seriam os radicais livres, os quais podem ser formados tanto no organismo dos
seres humanos quanto nos alimentos, naturalmente ou por alguma disfuncéo
biol6gica (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Radicais livres sdo estruturas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados, ocupando um orbital atbmico ou molecular sozinho e estéo
sempre em busca de outro elétron a fim de formar pares, que por sua vez, devem
estar em orientacdes opostas, para que esses elétrons se tornem emparelhados,
sendo formados por diversas reacfes de Oxido-reducdo, podendo funcionar como
doadores ou receptores de elétrons, oxidando-se ou reduzindo-se respectivamente
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SHRIVER; ATKINS, 2003).

Segundo Leite e Sarni (2003), o equilibrio entre os radicais livres e defesas
geradas pelos antioxidantes é muito importante para que 0 organismo consiga
cumprir com as suas funcdes bioldgicas, pois, sem esse equilibrio, ocorre o que se
chamado estresse oxidativo, que pode ser resultado tanto do excesso de radicais
livres, quanto da reducgéo das defesas antioxidantes.

Devido a disfuncéo bioldgica que os radicais livres causam, muitas moléculas
gue possuem funcdes importantes para o organismo sdo atingidas, das quais pode-
se incluir os lipideos, as proteinas, os carboidratos e as vitaminas presentes nos
alimentos, ingeridos por meio da dieta (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Entretanto, para que a causa destes males seja inibida ou retardada, é
necessario que se tenha um equilibrio entre as defesas antioxidantes e os radicais
livres, uma vez que, essas defesas tém por finalidade proteger o organismo dos
danos causados pelo excesso desses radicais livres, fazendo com que 0 processo
oxidativo ocorra de maneira ideal (BARBOSA et al., 2010).

3.4 Antioxidantes

Por determinacdo da Anvisa, antioxidantes sdo substéncias capazes de

desacelerar a presenca de modificagdo oxidativa nos alimentos, sendo assim,
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encontrados principalmente em vegetais, dos quais se destacam as frutas, 0s
legumes, as hortalicas e os cereais integrais (MESSIAS, 2009).

Nos alimentos, os antioxidantes tém por funcdo auxiliar no retardamento ou
na inibicdo da sua deterioracdo, a qual pode causar a formacdo do ranco oxidativo,
proveniente da formacgéo de peroxidos, devido a reacdo que as cadeias insaturadas
dos acidos graxos com o0 oxigénio, gerando carbonilados com menor peso
molecular, aos quais confere um odor desagradavel aos produtos rancosos (GAVA,
2002).

Segundo Messias (2009), os antioxidantes podem ser sintéticos ou naturais e,
a eles, confere-se a mesma finalidade que é combater acGes oxidativas, entretanto,
existe uma busca incessante pela substituicdo dos antioxidantes sintéticos pelos
antioxidantes naturais, devido ao fato de que o antioxidante sintético tem se
mostrado danoso a satude humana.

Os antioxidantes sintéticos e os antioxidantes naturais sdo descritos abaixo
de acordo com Messias (2009).

Os antioxidantes sintéticos sdo substancias pelas quais se confere o poder de
doar um préton a um radical livre, que se regenera interrompendo a acdo oxidativa
dos radicais livres, porém, posteriormente essas substancias se transformam em
radicais livres. Dentre os antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria, cita-se
o BHA, o BHT, o TBHQ e o0 PG.

Os antioxidantes naturais sdo substancias encontradas de fonte naturais,
pelas quais se confere o poder de interromper a criagdo de radicais livres, o que
reduz a velocidade de oxidacdo. Dentre os antioxidantes naturais mais utilizados na
indUstria, destacam-se os compostos fendlicos, sendo subdivididos em flavonoides e
acidos fendlicos.

Os antioxidantes tem se tornado de extrema importancia na saude humana,
uma vez que essas substancias agem no sentido de neutralizar os radicais livres de
maneira que ocorra a inibicdo da oxidacdo no organismo, o que esta diretamente
ligado ao desenvolvimento de doencas, como por exemplo, a aterosclerose e
doencas neurodegenerativas, como o mal de Alzheimer (PASTENE et al., 2009).

Em contrapartida, antes que as substancias com poder antioxidante que vém
sendo estudadas sejam inseridas na dieta humana, é necessario se tenha um

estudo aprofundado sobre elas com relagéo a sua toxicidade, tendo em vista que,
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substancias que apresentam reacbes toxicas podem produzir diversos efeitos
nocivos para o organismo (MESSIAS, 2009).

3.5 Compostos fendlicos

Segundo Bravo (1998), os compostos fendlicos sdo constituidos por uma ou
mais hidroxilas ligadas a um anel aromatico, sendo entdo o mais simples deles o
fenol, por ter apenas uma hidroxila ligada ao anel aromatico, cuja estrutura pode ser

visualizada abaixo (Figura 2).

OH

Figura 2 - Estrutura quimica basica de um composto fendlico
Fonte: Bravo, 1998.

Os compostos fenodlicos possuem uma absorcdo acentuada na regido do
ultravioleta, sendo caracterizados pela formacdo de complexos com metais e na
maioria das vezes com quelatos metalicos, sendo muito oxidaveis frente a luz, ao
calor ou em meios alcalinos (SIMOES, 2001).

Devido a busca incessante por fontes de antioxidantes de origem natural, é
importante a avaliagdo dos compostos fendlicos presentes nas plantas, pois estes
fazem parte de compostos bioativos que possuem poder antioxidante. Dentre os
compostos fenolicos, destacam-se os flavonoides, por se tratarem do composto
fendélico mais encontrado nos vegetais (ANGELO; JORGE, 2007).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos consiste em suas
propriedades redutoras, neutralizando ou absorvendo radicais livres e, efetuando
assim a quelacdo do oxigénio ou decompondo perdxidos (DEGASPARI;

WASZCZYNSKYJ, 2004), o que faz com que seja util para a vida humana, uma vez
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que, tem poder de obstruir doencgas relacionadas ao stress oxidativo das células
(ZHANG et al., 2015).

3.5.1 Sintese e classificacdo dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos podem ser originados através de dois itinerarios
biogenéticos, sendo o primeiro deles via acido chiquimico, iniciando sua origem
através dos carboidratos, tendo seus grupos hidroxilas na posicéo orto (Figura 3), e
0 segundo via do acetato-polimalato, iniciando sua origem através da acetil-
coenzima A e malonil-coenzima A, tendo grupos hidroxilas na posi¢do meta (DEY;
HARBORNE, 1989; DEWICK, 1998).
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Figura 3 - Itineréarios biossintéticas
Fonte: RICE-EVANS; MILLER; PAGANDA, 1997.
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Os compostos fendlicos podem ser classificados de acordo com o0 numero de
carbonos em algumas categorias distintas que podem ser visualizadas a seguir
(Tabela 1).

Tabela 1 - Classificacdo dos compostos fenoélicos

Esqueleto basico Classe de compostos fenélicos
C6 Fendis simples, benzoquinonas
C6-C1 Acidos fenolicos
C6-C2 Acetofenonas e acidos felilacéticos
C6-C3 Fenilpropandides: acidos cindmicos e

compostos analogos, fenilpropenos,
cumarinas, isocumarinas e cromonas

C6-C4 Naftoquinonas
C6-C1-C6 Xantonas, benzofenonas
C6-C2-C6 Estibenos, antraguinonas
C6-C3-C6 Flavonoides, isoflavonoides e chalconas
(C6-C3), Lignanas
(C6-C3-C6), Diflavonoides
(C6), Melaninas vegetais
(C6-C3), Ligninas
(C6-C1), Taninos hidrolisaveis
(C6-C3-C6), Taninos condensados

Fonte: Simdes et al. (2004).

3.6 Flavonoides

Os flavonoides fazem parte do grupo dos compostos fendlicos e sao
produzidos por uma imensa variedade de vegetais, podendo ser encontrados
principalmente nas raizes, galhos, folhas e sementes das plantas, sendo formados
por diversos metabdlitos secundarios e atuando como instrumento de defesa das
plantas (BAPTISTA; SIQUEIRA, 1994).

Os flavonoides ndo séo sintetizados pelo organismo humano, portanto, esses
compostos devem ser obtidos através da dieta, por meio da ingestdo de alimentos
gue possuem esse tipo de composto presente em sua composicdo (MACHADO et
al., 2008).

O grupo dos flavonoides € um dos principais grupos dos compostos
fendlicos e sua estrutura mais simples é o difenil-propano (C6-C3-C6), cuja estrutura
possui dois anéis aromaticos (A e B) associados por trés atomos de carbono (Figura
4), os demais carbonos sdo numerados nos anéisAe Cde2a8enoanelBde 2’ a
6’, contendo também um atomo de oxigénio, conforme mostra a figura a seguir
(BRAVO, 1998; MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002).
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Figura 4 - Estrutura quimica basica de um flavonoide
Fonte: Martinez-Flérez et al., 2002.

Os flavonoides sdo conhecidos por possuirem capacidade antioxidante, a
qual se torna possivel ndo somente pela sua estrutura quimica favoravel, mas
também por sua surpreendente propriedade de agentes quelantes do ferro e de
outros metais de transicdo e também pela protecdo contra os danos oxidativos e
consequentemente pelo seu indice terapeutico frente a doencas, como por exemplo
a cardiopatia isquémica, aterosclerose ou o cancer (MARTINEZ-FLOREZ et al.,
2002).

3.7 Acidos fendlicos

Segundo Soares (2002), os acidos fendlicos fazem parte do grupo dos
compostos fendlicos que séo caracterizados por apresentarem um grupo funcional
carboxila, um ou mais grupos funcionais hidroxila e/ou metoxila ligados a um anel
aromatico em sua formula estrutural, sendo subdivididos em trés grupos, que sdo 0s
acidos benzoicos (acido fendlico mais simples encontrado na natureza), os acidos
cinAmicos e as cumarinas, cujas estruturas podem ser visualizadas abaixo (Figuras
56e7).

COOH

Figura 5 - Estrutura quimica de um acido benzoico
Fonte: Soares, 2001.
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CR=—C—COO0OH

Figura 6 - Estrutura quimica de um acido cinamico
Fonte: Soares, 2001.
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Figura 7 - Estrutura quimica de uma cumarina
Fonte: Soares, 2001.

Os acidos fendlicos atuam como antioxidantes que diminuem assim 0s
processos oxidativos que podem contribuir para possiveis enfermidades, portanto,
esses acidos fenolicos podem agir como instrumento de prevencdo de algumas
doencas, (ROCKENBACH et al., 2008).

3.8 Métodos de avaliagéo in vitro da atividade antioxidante

Com o atual interesse das industrias pelos compostos bioativos com poder
antioxidante, os estudos tém crescido cada vez mais e métodos colorimétricos in
vitro tém sido bastante utilizados. Deste modo, a revisdo bibliografica para a
avaliacdo da atividade antioxidante pelos métodos do sequestro dos radicais livres
DPPH e ABTS é descrita a sequir.



25

3.8.1 Avaliacado da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical
livre DPPH

A determinacéao da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical
livre DPPH é um dos métodos mais usados dentre as diversas metodologias que
existem para avaliar a atividade antioxidante, afinal € um método simples e ao
mesmo tempo eficiente (CARMONA-JIMENEZ et al., 2014).

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical
livre DPPH é realizada por meio da técnica espectrofotométrica no comprimento de
onda de 517 nm (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995), caracterizada
pela descoloragdo de uma solucdo contendo o radical livre DPPH. Essa
descoloracdo ocorre devido a capacidade do DPPH de formar radicais livres em
solucbes etandlicas, caracterizadas pela coloracdo purpura que, em presenca de
uma substancia que apresente capacidade antioxidante, perde a intensidade de
absorcao (LI et al., 2015; DENG; CHENG; YANG, 2011).

A reacdo de captura do radical livre DPPH pode ser visualizada a seguir
(Figura 8).
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cor: violeta-escura cor: violeta-clara

Figura 8 - Reacao de captura do radical livre DPPH
Fonte: Santos et al. (2011).

Os resultados sé&o expressos em termos do coeficiente de inibicao (ECsp),
indicando uma concentragdo minima de amostra necesséria para reduzir os radicais
livres iniciais pela metade, a partir do momento em que se atinge uma estabilidade
determinada através de uma cinética de reacdo que, pode ocorrer de trés maneiras
distintas, de forma rapida, intermediaria ou lenta (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER,;
BERSET, 1995).
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3.8.2 Avaliacado da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical
livre ABTS

A determinacéo da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical
livre ABTS é também um dos métodos colorimétricos mais usados dentre as
diversas metodologias que existem para avaliar a atividade antioxidante (JIA et al.,
2012), baseando-se assim na capacidade das substancias antioxidantes em
capturar o radical livre ABTS (SUCUPIRA,; SILVA; PEREIRA, 2012).

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical
livre ABTS é realizada por meio de um método espectrofotométrico no comprimento
de onda de 734 nm (RE et al., 1999), caracterizada pela descoloracéo, a qual ocorre
guando a coloracdo azul esverdeado, caracteristica de uma solucdo contendo o
radical livre ABTS, diminuindo assim os sinais de absorcdo ao longo do tempo
determinada por uma cinética de reagéo (JIA et al., 2012).

A reacédo de estabilizagdo do radical livre ABTS pode ser visualizada a seguir
(Figura 9).

\CI: >_N Nl ]i’j’_‘ +antioxidante so.. \@E >_N _< @/

K,S0,

llustragéo: Edy Sousa de Brito

cor: verde-escura cor: verde-clara

Figura 9 - Estabilizac&o do radical livre ABTS
Fonte: Rufino et al., (2007).

Os resultados sdo expressos em termos da capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC), uma vez que o Trolox foi utilizado como padréo de
referéncia, estando consequentemente nas mesmas condi¢cdes que o radical livre
ABTS (RE et al., 1999).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

A espécie Drimys brasiliensis Miers foi coletada na regido sudoeste do
Parana, Brasil, deste material vegetal foram utilizadas somente as folhas, secas em

uma estufa a 40 °C e trituradas em moinho de facas.

4.2 Extracao

A extragdo da espécie Drimys brasiliensis Miers com etanol 80% foi obtida
utilizando-se 4 g da planta em 30 mL de etanol em banho-maria por 1 hora a 40 °C
e, em seguida foi filtrado, obtendo-se assim, o extrato etandlico (Figura 10), o qual

foi armazenado em freezer a -4 °C, sob o abrigo da luz.

Figura 10 - Extrato etandlico da espécie Drimys brasiliensis Miers
Fonte: Autoria prépria.
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4.3 Ensaios realizados com o extrato etanélico da espécie Drimys brasiliensis
Miers

O EEDDM foi submetido a ensaios de determinagcdo do teor de compostos
fendlicos e flavonoides totais e a determinacdo da atividade antioxidante, por meio
dos métodos in vitro de sequestro dos radicais livres DPPH e ABTS, conforme as

metodologias descritas a seqguir.

4.3.1 Determinacdo dos compostos fendlicos totais

A determinacdo dos indices de compostos fendlicos totais pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, segundo Singleton, Orthofer e Lamuela-
Raventos (1999), foi obtida por meio da leitura das absorbancias no comprimento de
onda de 740 nm, utilizando o &cido galico como padréo de referéncia. Uma aliquota
de 0,5 mL do EEDbM em triplicata, foi transferida para tubos de ensaio, onde foram
acrescentados 2,5 mL de Folin-Ciocalteau (10%). Apds 5 minutos de repouso foram
adicionados 2,0 mL de carbonato de sodio (4%), os tubos de ensaio foram deixados
em repouso por 2 horas, durante esse tempo de repouso permaneceram sob o
abrigo da luz a uma temperatura ambiente e, em seguida, foi realizada a leitura das
absorbancias. Os resultados foram obtidos em mg de acido gélico por g de amostra,
calculados através de uma curva padréo construida a partir de concentracdes que

variam de 1,25 a 62,5 ug.

4.3.2 Determinacgéo dos flavonoides

A determinacdo dos indices de flavonoides totais pelo método
espectrofotométrico, segundo Park et al. (1995), foi obtida por meio da leitura das
absorbancias no comprimento de onda de 415 nm, utilizando a quercetina como
padrdao de referéncia. Uma aliquota de 0,5 mL do EEDbM em triplicata, foi
transferida para tubos de ensaio, onde foram acrescentados 4,3 mL de etanol (80%),
0,1 mL de acetato de potassio (1 mol L) e 0,1 mL de nitrato de aluminio (10%).
Uma série controle foi realizada paralelamente sem a adicéo de nitrato de aluminio,
o qual foi substituido por etanol (80%). Apos 40 minutos de repouso a uma

temperatura ambiente foi realizada a leitura das absorbéancias. Os resultados foram
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obtidos em mg de quercetina por g de amostra, calculados através de uma curva
padréo construida a partir de concentracdes que variam de 5 a 60 ug.

4.3.3 Determinacao das atividades antioxidantes do EEDbM

Visando a determinacao da atividade antioxidante do EEDbM pelos métodos
do sequestro dos radicais livres DPPH e ABTS, as metodologias sdo descritas a

seqguir.

4.3.3.1 Atividade antioxidante pelo método do consumo do radical livre DPPH

expresso em ECs

A determinacédo da atividade antioxidante pelo método do consumo do radical
livre DPPH, por meio da leitura das absorbancias no comprimento de onda de 517
nm, segundo Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), ocorre devido a reacédo do
EEDbM com o radical estavel DPPH. A solucdo pela qual acontece a reacdo é
constituida de 0,5 mL da amostra, 3 mL de etanol e 0,3 mL de solucdo de radical
livre DPPH (0,5 mmol L™) em etanol, em triplicata. Verificou-se a reducdo do radical
DPPH por meio de um monitoramento continuo do declinio da absorbancia, ao longo
do tempo que varia de 0 a 80 minutos. Os resultados serdo expressos como
coeficiente de inibicdo (ECso), ou seja, concentragdo minima da substancia
antioxidante necessaria para reduzir em 50% a concentra¢ao inicial do radical livre
DPPH, a partir do momento em que atingiu uma estabilidade determinada através de
uma cinética de reacdo. A taxa de sequestro de radical livre DPPH ou porcentagem

de inibicdo da oxidacao sera calculada pela Equacao 1 abaixo:

% AA =100 - {[(Aamostra - Abranco) X 100] /Acontrole} Equa(;éo 1

Onde:

% AA: Percentual de atividade antioxidante

Aamostra: Absorbancia da solugdo com amostra e com o radical livie DPPH.
Apranco: Absorbéancia da solugdo com amostra sem o radical livre DPPH.

Acontrole: Absorbancia da solucéo referéncia (radical livre DPPH e etanol).
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4.3.3.2 Atividade antioxidante pelo método do consumo do radical livre ABTS

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método do consumo do radical
ABTS, por meio da leitura da absorbancia no comprimento de onda de 734 nm,
segundo Re et al. (1999), ocorre devido a reacdo do EEDbM com o radical estavel
ABTS. O radical livre ABTS foi gerado a partir da reacao da solucdo aquosa de livre
ABTS (7 mmol L) com 88 L de persulfato de potassio (140 mmol L™), esta solugéo
foi mantida ao abrigo da luz e em temperatura ambiente por 16 horas. Apos esse
periodo, a solucéo foi diluida em etanol até obter uma absorbancia de 0,700 a 734
nm. A amostra sera adicionada a solucdo do radical livre ABTS, em triplicata, e as
leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 734 nm, apds 6 minutos de reacéo.
Como referéncia, sera utilizado Trolox, um antioxidante sintético equivalente a
vitamina E, em concentracbes que variam de 0,0015 a 0,045 ymol para a curva
padrdo. Os resultados da atividade antioxidante foram expressos em pmol da

capacidade antioxidante equivalente ao Trolox por g de amostra.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacao dos compostos fendlicos e flavonoides totais

Os compostos fendlicos sédo bastante caracteristicos em plantas, tendo sua
origem no metabolismo secundério, contribuem assim para o desenvolvimento
dessas plantas beneficiando-as de diversas maneiras, podendo funcionar na
prevencao de doencas que possam afeta-las (ANGELO; JORGE, 2007).

Atualmente o interesse na avaliacdo do teor de compostos fendlicos tem
crescido cada vez mais, principalmente por possuirem propriedades antioxidantes e
pela influéncia que esses exercem sobre o organismo humano por intermédio da
dieta, uma vez que atuam como consumidores de radicais livres (SOARES, 2002).

E importante lembrar que os flavonoides também fazem parte do grupo dos
compostos fendlicos, portanto, a avaliagdo do teor de compostos fendlicos totais e
do teor de flavonoides totais se torna importante, pois exprimem uma medida
bioativa, tendo em vista que 0os mesmos exercem propriedades antioxidantes, devido
a suas propriedades redutoras e estrutura.

No presente estudo, o teor de compostos fendlicos totais foi obtido através do
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, que consiste na absorcao na regiao
do ultravioleta-visivel (UV-Vis), e na combinacdo de &acidos fosfomolibidico e
fosfotunguistico, onde o molibdénio e o tungsténio estdo em estado de oxidacao,
somente frente a agentes redutores, formando o molibdénio e o tungsténio azuis,
que permitem a quantificacdo da concentracdo das substancias redutoras (SOUSA
et al., 2007).

Para a determinacdo do teor de compostos fendlicos totais € necessério que
se obtenha uma curva padrao utilizando o acido galico como padrédo de referéncia,
por meio das leituras das absorbancias em funcdo das concentracdes que variaram
entre 1,25 e 62,5 ug, sendo assim possivel visualizar um gradiente de coloracdo
durante a andlise. Na figura a seguir (Figura 11) é possivel visualizar a curva padréo

utilizando o acido galico como padrdo de referéncia.
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Curva Padrio de Acido Galico
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Figura 11 - Curva padrao de &cido gélico
Fonte: Autoria prépria.

Por intermédio da equacédo da reta y = 0,0177x + 0,0045, que mostrou um
coeficiente de correlacdo de 0,9986, obtida através da curva padréo utilizando o
acido gélico como padrdo de referéncia, o teor de compostos fendlicos totais foi
determinado e o resultado encontrado para o EEDbM foi de 110,9958 + 3,1915 mg
EAG g’ de amostra.

No presente estudo também foi determinado o teor de flavonoides totais,
obtido através do método espectrofotométrico utilizando nitrato de aluminio, que
consiste na absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis), baseada no
gradiente de coloracdo produzida pela formacao de complexos entre o aluminio e as
substéancias redutoras, entretanto, apesar deste método ser o mais utilizado devido a
sua simplicidade, € um método pouco seletivo para extratos vegetais, tendo em vista
gue eles possuem uma ampla matriz complexa, mesmo que uma das alternativas
para melhorar esse método seja a introdu¢do do aluminio na reacdo para tratar as
amostras a serem analisadas (MARQUES, et al., 2012).

Para a determinacdo do teor de flavonoides totais é necessario que se
obtenha uma curva padrdo utilizando ao quercetina como padréo de referéncia, a
qual foi obtida por meio das leituras das absorbancias em fung¢éo das concentracdes
que variaram entre 5 e 60 ug, sendo assim possivel visualizar um gradiente de
coloracdo durante a analise. Na figura a seguir (Figura 12) € possivel visualizar

curva padréo utilizando a quercitina como padrao de referéncia.
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Curva Padrao de Quercetina
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Figura 12 - Curva padréo de quercetina
Fonte: Autoria propria.

Por intermédio da equacdo da reta y = 0,0032x - 0,0097, que mostrou um
coeficiente de correlacdo de 0,9973, obtida através da curva padréo utilizando a
guercetina como padrdo de referéncia, o teor de flavonoides totais foi determinado e
o resultado encontrado para o EEDbM foi de 59,789 + 7,5183 mg EQ g™ de amostra.

5.2 Determinacédo da atividade antioxidante do EEDbM

Visando a avaliacdo da atividade antioxidante do EEDbM para uma possivel
substituicdo dos antioxidantes sintéticos utilizados nas industrias, os resultados
obtidos por meio dos métodos de sequestro dos radicais livres DPPH e ABTS séo

descritos a seguir.

5.2.1 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método do sequestro do
radical livre DPPH expresso em ECsg

O interesse em antioxidantes de fontes naturais tem crescido cada vez mais,
tendo em vista essas substancias que apresentam propriedades antioxidantes
naturalmente atuam beneficiando a saude humana, protegendo-a possivelmente de
diversas doencas (DEL RE; JORGE, 2011).

Com o intuito de buscar novas fontes de antioxidantes de fontes naturais,

variadas técnicas in vitro sdo empregadas, para que assim seja possivel obter
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rapidamente substancias ou uma mistura delas que tenham essas propriedades
(ALVES et al., 2010; DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Dentre as diversas técnicas que podem ser empregadas, a avaliacdo da
atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical livre DPPH, expresso em
ECso, consiste em uma mudanca de coloracdo de violeta para amarela, onde a
coloracgdo violeta € caracterizada pela deslocalizacdo do elétron desemparelhado do
radical livre DPPH e a coloracdo amarela é caracterizada quando um composto com
propriedades antioxidantes entra em acdo e funciona como doador de hidrogénio,
obtendo-se, portanto, a hidrazina (ALVES et al., 2010).

A avaliacdo da cinética de reacdo é importante neste caso, pois pode ocorrer
mudanca entre um composto antioxidante e outro, tendo em vista que trés tipos de
cinética de reacdo, as quais sao a rapida, a intermediaria e a lenta, onde a primeira
ocorre quando o composto antioxidante reage com rapidez com o radical livre DPPH
e atinge o término da reacdo em segundos, a segunda ocorre quando o composto
antioxidante reage com o radical livre DPPH e atinge o término da reacao dentro de
30 minutos e terceira ocorre quando o composto antioxidante reage com o radical
livre DPPH e atinge o término da reacdo em mais de uma hora (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995).

Sendo assim, a cinética de reacdo para o EEDbM pode ser visualizada na

figura a seguir (Figura 13).

Curva Cinética
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Figura 13 - Curva cinética de reducédo do radical livre DPPH
Fonte: Autoria propria.



35

Analisando a figura acima (Figura 13) é possivel observar que o EEDbM
apresenta uma cinética de reacgdo lenta, pois necessita de 80 minutos para reagir
com o radical livre DPPH e inibi-lo pela metade, atingindo assim o término da
reacao.

Para a determinacdo da atividade antioxidante pelo método do sequestro do
radical livre DPPH, expresso em ECs, € necessario que se obtenha uma curva
cinética, a qual foi obtida por meio dos percentuais de atividade antioxidante em
funcdo do tempo e um grafico para o calculo do ECsp, a qual foi obtida por meio dos
percentuais de atividade antioxidante em funcdo das concentragcdes que variaram
entre 0,0556 e 0,1667 mg mL™, sendo importante destacar que, segundo Sousa,
Vieira e Lima (2011), quanto menor for o valor do coeficiente de inibicdo (ECs),
maior € a capacidade antioxidante da amostra.

Na figura a seguir (Figura 14), € possivel visualizar o grafico para o calculo do
ECso, que indica a concentracdo minima necessaria do EEDbM para reduzir os

radicais livres iniciais em 50%.

Grafico para o calculo do EC,,
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Figura 14 - Gréfico para o célculo do ECg
Fonte: Autoria propria.

Por intermédio da equacdo da reta y = 296,39x + 2,6494, que mostrou um
coeficiente de correlacdo de 0,9951, obtida através da curva padrao para o calculo
do ECsy, a atividade antioxidante foi determinado, utilizando os percentuais de
atividade antioxidante (%AA) calculados a partir da Equagcdo 1 e o resultado

encontrado para o EEDbM foi uma concentracdo de 0,1598 + 0,0096 mg mL™.
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5.2.2 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método do sequestro do
radical livre ABTS

Tendo em vista que os estudos sobre plantas bioativas incentivam o interesse
nao somente pelo seu alto indice de potencial terapéutico, mas também por ser uma
possivel substituicdo dos antioxidantes sintéticos utilizados na industria por
antioxidantes de fontes naturais, avaliou-se desta vez a atividade antioxidante frente
ao radical livre ABTS, cujo método permite a avaliacdo de diversos compostos
bioativos (RE et al., 1999).

Dentre os diversos métodos possiveis para a obtencdo da avaliacdo da
atividade antioxidante o método do sequestro do radical livre ABTS tem sido um dos
mais utilizados, devido ao seu alto indice de sensibilidade, rapidez e estabilidade,
considerando assim tanto compostos hidrofilicos quanto compostos lipofilicos
presentes nas amostras estudadas, entretanto, para que se obtenha o radical livre
ABTS é preciso que ocorra uma reacdo de oxidacdo do ABTS com o persulfato de
potassio (KUSKOSKI et al., 2005).

No presente estudo a avaliacdo da atividade antioxidante foi determinada pelo
método do sequestro do radical livre ABTS, o qual se torna possivel por meio da
técnica de espectrofotometria, que consiste na leitura das absorbancias que
permitem detectar a descoloracdo do radical livre ABTS, o qual é reduzido na
presenca de substancias que possuem propriedades antioxidantes e funcionam
como doadoras de hidrogénio.

Para a determinacdo da avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do
sequestro do radical livre ABTS € necessario que se obtenha uma curva padréo
utilizando o Trolox como padréo de referéncia, a qual foi obtida por meio das leituras
das absorbancias em funcdo das concentra¢des que variaram entre 0,045 a 0,0015
pgmol, sendo importante destacar que, segundo Sousa, Vieira e Lima (2011), quanto
maior for o valor da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC), maior &
a capacidade antioxidante da amostra.

Na figura a seguir (Figura 15) é possivel visualizar curva padrao utilizando o

Trolox como padrédo de referéncia.
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Curva Padrao de Trolox
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Figura 15 - Curva padréo de Trolox
Fonte: Autoria propria.

Por intermédio da equacdo da reta y = - 8,3111x + 0,5458, que mostrou um
coeficiente de correlacdo de 0,9923, obtida através da curva padréo utilizando trolox
como padrdo de referéncia, a atividade antioxidante foi calculada e o resultado
encontrado para o EEDbM foi de 6264,7143 + 347,3369 pmol TEAC g*, através
deste podemos afirmar que a capacidade antioxidante do EEDbM é satisfatoria, uma
vez que segundo Sousa, Vieira e Lima (2011), quanto maior for o valor da
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC), maior € a capacidade

antioxidante da amostra.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Objetivando uma possivel substituicdo de antioxidantes sintéticos utilizados
em industrias alimenticias, farmacéuticas e até cosmeéticas por antioxidantes de
fonte natural, no presente estudo foram determinados o teor de compostos fendlicos
e flavonoides totais e a atividade antioxidante por meio dos métodos in vitro de
sequestro dos radicais livres DPPH e ABTS do EEDbM, a qual foi escolhida devido a
sua utilizacdo na medicina popular em decorréncia do seu alto indice de potencial
terapéutico.

A partir dos resultados obtidos foi possivel afirmar que o EEDbM, apresenta
teor de compostos fendlicos e flavonoides totais, cujos resultados encontrados foram
110,9958 + 3,1915 mg EAG g*' de amostra e 59,789 + 7,5183 mg EQ g’ de
amostra, respectivamente, observando esses resultados e, tendo em vista que 0s
flavonoides fazem parte do grupo dos compostos fendlicos, é importante ressaltar
mais da metade dos compostos fenélicos encontrados séo flavonoides.

Com relacdo a avaliacdo da atividade antioxidante pelos métodos in vitro de
sequestro dos radicais livres DPPH e ABTS foi possivel afirmar que o EEDbM,
apresenta capacidade antioxidante, cujos resultados encontrados foram 6264,7143 +
347,3369 pmol TEAC g de amostra pelo método do sequestro do radical livre ABTS
e uma concentracdo 0,1598 + 0,0096 mg mL™ pelo método do sequestro do radical
livre DPPH , expresso em ECso.

Desta maneira, sabendo do ausente ou pouco estudo fitoquimico da espécie
Drimys brasiliensis Miers, pode-se dizer que as andlises realizadas corroboram para
o conhecimento da atividade antioxidante da mesma e, em decorréncia disso,
conclui-se que ela seria uma possivel substituicdo dos antioxidantes sintéticos
utilizados nas industrias, podendo proporcionar assim beneficios a satide humana,
uma vez que, estudos comprovam que 0s antioxidantes sintéticos apresentam

aspectos toxicoldgicos e agentes cancerigenos.
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