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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E QUANTIFICACAO DE FENOLICOS
TOTAIS EM EXTRATOS PADRONIZADOS DE Alternanthera marittima OBTIDOS POR
TRES METODOS DE EXTRACAO
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Resumo- Neste trabalho foi realizado o estudo comparativo de trés métodos de extragcdo (reator
encamisado, ultra-som e maceracdo) para o0 preparo de extratos padronizados bioativos de Alternanthera
maritima. Os extratos foram obtidos utilizando como liquido extrator metanol, hexano ou agua e diferentes
tempos de extracdo (30, 60, 720 e 1440 minutos). A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada
empregando-se ensaio DPPH, sendo a leitura realizada em espectrofotdbmetro (A=517nm). Como controle
positivo utilizou-se o flavondide quercetina. O contetido de fendlicos totais sollveis também foi determinado
usando o método colorimétrico de Folin-Ciocalteu com a leitura realizada em A=726nm, utilizando-se o &cido
galico como controle positivo. Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata. Os resultados
mostraram que o emprego do reator encamisado e do ultra-som possibilitou uma otimizag&o do processo de
preparo dos extratos de A. maritima, apresentando bom rendimento de transferéncia de massa em menor
tempo de extracdo, quando comparados com a maceracao. O contetdo fendlico dos extratos metandlicos
com atividade antioxidante variou de 249,3 a 312,5 mg de AGE/g de extrato em base seca.

Palavras-chave: Alternanthera maritima, Métodos de extracdo, Fendlicos totais, Atividade antioxidante
Area do Conhecimento: Ciéncias da Saude — Farmacia.

Introducao

Atualmente, cresce cada vez mais o uso de combate a infeccbes (SALVADOR et al.,, 2004).

extratos vegetais em formulagbes farmacéuticas.
Esses extratos devem seguir parametros de
qualidade que garantem a seguranga e a eficacia
da formulacdo. A seguranca e a eficacia estéo
intimamente relacionadas com a escolha do
método de extracdo do material vegetal, firmando
entdo a necessidade de um controle rigoroso
destes métodos.

A extracdo € o primeiro passo para a obtencao
e purificagcdo de constituintes quimicos de
espécies vegetais. Ela pode ser realizada por
inimeros métodos extrativos que podem ser
classificados em métodos classicos, como a
maceracao e a percolagdo, e métodos modernos,
como extracdo assistida por ultra-som, fluido
supercritico e extratores ou reatores com controle
de temperatura e agitacdo (SCHINOR et al., 2004;
TOMA et al., 2001).

O g¢género Alternanthera (Gomphreneae,
Amaranthaceae) compreende 80 espécies das
quais muitas séo tradicionalmente utilizadas para
o tratamento de infeccfes ou apresentam
propriedades analgésicas, imunomodulatérias ou
antimicrobianas (SIQUEIRA, 1987). Alternanthera
maritima é uma herbacea comumente encontrada
nas restingas brasileiras e tem sido utilizada no

Estudos quimicos prévios tém demonstrado a
ocorréncia de flavonéides, saponinas e esteréides
como ativos majoritarios  deste  vegetal
(SALVADOR e DIAS, 2004).

O extrato vegetal pode ser analisado sob
diferentes aspectos, como, por exemplo, a
constituicdo quimica. A constituicdo quimica de
um vegetal é extremamente complexa, pois nela
encontramos uma mistura de substancias
quimicas denominadas de metabolitos primarios
ou secundarios. A identificagcdo desses compostos
organicos, no extrato vegetal, é de grande
importancia principalmente porque eles podem ser
utilizados como uma excelente fonte de produtos
farmacéuticos fitoterapicos (JACQUES et al,
2005).

Os flavondides s&o metabdlitos secundarios,
polifendlicos e sdo extremamente diversificados no
reino vegetal. Esses compostos tém grande
importdncia econbmica, jA& que apresentam
algumas propriedades importantes como: antitumo
ral, antiinflamatoria, antioxidante, entre outras.
Antioxidantes atuam na captura de espécies
oxidantes, tais como as espécies reativas de
oxigénio, impedindo danos aos tecidos bioldgicos.
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Varios métodos analiticos tém sido propostos
para determinar a atividade antioxidante total de
extratos, com objetivo de avaliar a capacidade
antioxidante total das amostras (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995). Entretanto, até o
momento, nenhum estudo tecnoldgico para
padronizacdo da matéria-prima de Alternanthera
maritima foi encontrado. Assim, o presente
trabalho descreve a avaliagdo da atividade
antioxidante de extratos de Alternanthera maritima
bem como a quantificacdo dos compostos
fenolicos presentes.

Materiais e métodos
Coleta e classificacdo do material vegetal

Partes aéreas de Alternanthera maritima
(Mart.) St. Hil. foram coletadas pelos Doutores
Diones Aparecida Dias e Marcos José Salvador no
seu habitat natural, Restinga de Marica, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil, em dezembro de 1998 sendo
identificada pelo Dr. Josafa Carlos de Siqueira
(Pontificia Universidade Catolica, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil). Uma amostra da espécie foi
depositada no Herbario do Departamento de
Biologia da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o
Paulo, SP, Brasil, sob numero de registro SPFR
02968.

Preparo dos extratos

Os extratos foram preparados por meio de trés
métodos de extracdo: maceracgao, ultra-som e
reator encamisado.

a) Maceracéo

Para o método de maceracéo foi utilizado 1,0 g
de pé do vegetal e 20mL de solvente (hexano,
metanol ou agua destilada). A mistura foi deixada
em repouso por 720 ou 1440 minutos de extracéo,
a temperatura ambiente, em frasco fechado.
Todos os procedimentos foram realizados em
triplicata.

b) Ultra-som

No método de sonificacdo, foram utilizadas as
mesmas quantidades de po e solventes extratores,
sendo a mistura deixada em banho de ultra-som,
com freqiiéncia de 40 kHz, por 30 ou 60 minutos
de extracdo a temperatura de 30°C, em frasco
fechado. Todos os procedimentos foram
realizados em ftriplicata.

¢) Reator encamisado

No método que utiliza o sistema de extracdo
composto por um agitador magnético, um extrator
encamisado e um banho de aquecimento, foram
utiizadas as mesmas quantidades de po e
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solventes extratores, sendo a mistura deixada no
reator com agitacdo constante (100 rpm), por 30
ou 60 minutos de extragéo a temperatura de 30°C,
em frasco fechado. Todos os procedimentos foram
realizados em triplicata.

Em cada processo de extracdo citado, apds
homogeneizacao, filtragem (em funil de vidro
contendo algodédo) e evaporacdo do solvente sob
fluxo de ar, os extratos foram pesados,
determinando-se a eficiéncia de extracdo em
termos de massa (g) e submetidos ao ensaio
antioxidante. Todos os procedimentos foram
realizados em triplicata.

Preparo das amostras para o método DPPH

Para o método DPPH foi pesado 2600ug de
extrato (metandlico, hexanico e aquoso) para cada
metodologia (reator, ultra-som, 30 e 60 minutos e
maceracdo 720 e 1440 minutos). As amostras
pesadas foram diluidas em 1mL de etanol,
preparando-se as seguintes concentracfes: 2600,
1300; 650; 325; 162,50 e 81,25ug/mL.

Avaliacdo da atividade antioxidante  in vitro

A atividade antioxidante das diferentes
concentracbes do extrato de Alternanthera
maritima foi determinada pelo ensaio DPPH (2,2-
difenil-2-picril-hidrazila). Esse ensaio consiste em
avaliar a capacidade de captura do radical livre
DPPH pelo antioxidante presente no material
vegetal (HUANG et al., 2005).

Foram utilizados 100pL de solugcdo tampéo
fosfato (250pM), 150uL etanol, 50uL de solucdo
DPPH (250uM), 10puL das amostras dos extratos
ou 10uL dos controles. O flavondide Quercetina foi
utilizado como controle positivo nas concentracdes
de 100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125ug/mL e como
controle negativo utilizou-se o diluente (etanol).

Os reagentes e amostras foram inseridos em
uma microplaca de 96 pocos, ao passo que as
concentracdes finais das amostras analisadas
foram: 100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125ug/mL.

Apo6s o tempo de incubagdo de 30 minutos a
temperatura ambiente, foi medida a absorbancia
das amostras. As medidas foram feitas por
espectrofotometria, sendo a leitura realizada em
570nm. Todos os experimentos foram realizados
em triplicata. A porcentagem de reducéo do radical
DPPH de cada amostra foi calculada da seguinte
maneira:

% de redugdo = 100 -| (Abs amostra — Abs negativo) x 100

(Abs positivo — Abs negativo)
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Onde Abs amostra é absorbancia da amostra, Abs
negativo é a absorbancia do controle negativo
(etanol) e Abs positivo é a absorbancia do controle
positivo (flavonéide quercetina).

Preparo das amostras para o método Folin-
Ciocalteu

Foi utilizado 2600ug de extrato metandlico a
partir de cada um dos métodos de extracdo (reator
e ultra-som, 30 e 60 minutos e maceracéo 720 e
1440 minutos). As amostras pesadas foram
diluidas em 1mL de etanol.

Quantificacdo de compostos fenolicos

A determinacdo do teor de compostos fendlicos
totais dos extratos metandlicos foi feita por meio
do método Folin-Ciocalteu (HUANG et al., 2005).
Uma aliquota de 26uL de cada amostra foi
inserida em uma microplaca de 96 pogos junto
com 26uL do reagente Folin-Ciocalteu. Passado
trés minutos, foi adicionado 26uL de carbonato de
sédio. ApOs sete minutos foi acrescentada agua
destilada.

Foi utilizado como referéncia o acido galico nas
concentracbes de 100 a 3,125 pg/mL. A
absorbancia das amostras e da substancia
referéncia foi determinada em espectrofotémetro,
sendo a leitura realizada no comprimento de onda
de 726nm e os resultados expressos em termos
de miligramas de &cido galico equilavente (GAE)
por grama de extrato em base seca (mg de AGE/g
de extrato).

Analise estatistica

Os dados obtidos nos ensaios foram calculados
estatisticamente pela analise de variancia
(ANOVA), seguido pelo teste de Tukey. Os valores
de P<0, 05 foram considerados significativos.

Resultados

Avaliacdo da atividade antioxidante  in vitro

O ensaio DPPH (2,2-difenil-2-picrilhidrazil)
utiliza o radical livre disponivel comercialmente
para evidenciar a eficiéncia do antioxidante,
contido no extrato vegetal, em remover o radical
livre.

Nas figuras 1, 2 e 3 estdo apresentados as
porcentagem de reducdo dos extratos metandlicos
obtidos nos trés diferentes métodos de extracéo
(extrator, ultra-som e macerac¢do) em comparacao
com o padrdo comercial quercetina.
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Figura 1 — Porcentagem de reducdo dos extratos metandlicos
de Alternanthera maritima na concentragcdo de 25 microgramas
por mililitros e padré@o quercetina.
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Figura 2 — Porcentagem de reducdo dos extratos metandlicos
de Alternanthera maritima na concentra¢do de 50 microgramas
por mililitros e padrdo quercetina.
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Figura 3 — Porcentagem de reducdo dos extratos metandlicos
de Alternanthera maritima na concentragdo de 100microgramas
por mililitros e padrdo quercetina.

Quantificacdo dos fendlicos totais

A quantificacdo dos fendlicos totais sollveis foi
avaliada pelo método colorimétrico Folin-
Ciocalteau. A tabela 1 mostra a capacidade em
acumular fendis das amostras obtidas pelos trés
diferentes métodos de extracéo.

Tabela 1: Conteddo de compostos fendlicos
soluveis totais dos extratos padronizados de
Alternanthera maritima
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Conteudo fendl ico?
(GAE/g do extrato) °

Amostra

Extratos metanélicos

Extrator (30 minutos) 276,01
Extrator (60 minutos) 249,32
Ultra-som (30 minutos) 274,60
Ultra-som (60 minutos) 276,01
Maceracgédo (12 horas) 312,46
Maceracgédo (24 horas) 273,19

4 Média do ensaio em triplicata.
® Dados de fendis expressos como miligrama de acido galico
equivalente por grama do extrato.

Discussao

Do ponto de vista biolégico, pode-se definir
antioxidantes como compostos que protegem
sistemas biologicos contra 0s efeitos
potencialmente danosos de processos ou reacdes
gue promovem a oxidacdo de macromoléculas ou
estruturas celulares (OGA, 2003).

A atividade antioxidante dos extratos obtidos de
A.maritima foi comparada com o padrdo
quercetina e observou-se que o0s extratos
metandlicos apresentam atividade sequestradora
do radical DPPH. Essa capacidade de reducao do
radical DPPH nas amostras de concentracao de
50 pg/mL e 100pg/mL foi superior a 60%, com
percetagem de reducdo do radical DPPH superior
aquela do controle positivo quercetina quando
avaliados nas mesmas concentracdes. Os extratos
hexanicos e aquosos ndo apresentaram atividade
antioxidante consideravel. O emprego do ultra-
som otimizou o processo de obtencdo de extratos
de A.maritima com atividade antioxidante superior
gquando comparados com o0s métodos de
maceracao (método classico) e reator encamisado
(emprega agitacdo). Isso se deve ao fato do ultra-
som utilizar a vibragdo para facilitar a dissolucéo
dos compostos presentes no material vegetal, pelo
metanol (TOMA et al, 2001). Os extratos
metanolicos obtidos pelo método de maceragdo
apresentaram maior quantidade de compostos
fendlicos, seguidos dos extratos metandlicos
obtidos com o auxilio de ultra-som. Os valores de
fenodlicos sollveis totais estimados variam de
249,3 a 312,5mg AGE/g de extrato. Estes
resultados estdo de acordo com relatos da
literatura que correlacionam a efetividade
antioxidante de produtos naturais as substancias
fendlicas presentes na biomassa (HUANG et al.,
2005).
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Concluséo

Os resultados mostraram que a metodologia de
extracdo empregando reator encamisado e a
ultrassonificacdo otimizaram o processo quando
comparados ao método classico de maceracéo.
Verificou-se também que varidveis como
polaridade do solvente extrator e tempo podem
influenciar diretamente o rendimento do processo
de extracdo e consequentemente na atividade
antioxidante destas preparacdes farmacéuticas.
Os extratos metandlicos de A. maritima obtidos
pelos trés métodos de extracdo apresentaram
promissora atividade antioxidante in vitro e esta
atividade mostrou correlagdo com o contetdo de
fendlicos soluveis totais.
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