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RESUMO - O crescente interesse na substituicdo de antioxidantes sintéticos por naturais em alimentos
tem fomentado a pesquisa sobre fontes vegetais e identificacdo de novos compostos antioxidantes. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de extragdo dos compostos fenolicos totais e determinar
a atividade antioxidante in vitro de diferentes extratos de trés espécies de Lamiaceae, Salvia, hortela e
manjericao, utilizando como solvente extrator etanol absoluto (extrato etandlico), 50% agua ultra pura
+ 50% etanol (hidroetandlico) e agua ultra pura (extrato aquoso). O teor de compostos fendlicos foi
determinado nos extratos utilizando o reagente Folin-Ciocalteau, a atividade antioxidante foi
determinada por captura de radicais livres (DPPH e ABTS) e poder de redu¢ao do metal (FRAP). Os
extratos hidroetandlicos apresentaram melhores teores de compostos fenolicos, e como esperado,
evidenciou também maior potencial antioxidante. Os resultados obtidos sugerem que os extratos de
Salvia, horteld e manjericdo possam apresentar-se como fonte acessivel de antioxidantes naturais.

ABSTRACT - The growing interest in replacing synthetic antioxidants with natural ones on food has
encouraged research on plant sources and identification of new antioxidant compounds. The objective
of this work was to evaluate the extraction efficiency of the total phenolic compounds and determine
the in vitro antioxidant activity of different extracts of three Lamiaceae species, sage, spearmint and
basil, using ethanol absolute (ethanolic extract), 50% ultrapure water + 50% ethanol (hydroethanolic
extract) and ultrapure water (aqueous extract) as extracting solvent. The content of phenolic compounds
was evaluated using the Folin-Ciocalteu reagent, antioxidant activity was determined by radical
scavenging assay (DPPH and ABTS) and ferric reducing ability of plasma (FRAP). Hydroethanolic
extracts presented better levels of phenolic compounds, and as expected, also showed greater antioxidant
potential. The obtained results suggest that the extracts of sage, spearmint and basil can present
themselves as an accessible source of natural antioxidants.

PALAVRAS-CHAVE: Solvente extrator, compostos bioativos, atividade antioxidante.
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1. INTRODUCAO

Na industria de alimentos, a oxidacdo lipidica ¢ amplamente controlada por antioxidantes sintéticos
porque sdo baratos e disponiveis com qualidade consistente (Abootalebian et al., 2016). No entanto,
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suspeita-se que antioxidantes sintéticos sejam responsaveis por danos no figado e possiveis efeitos
carcinogénicos (Qian et al., 2020).

Portanto, um crescente interesse cientifico e comercial das indistrias alimenticias esta
ocorrendo pelo uso de antioxidantes néo toxicos derivados de plantas em sistemas alimentares (Abdelli
et al., 2016; Abootalebian et al., 2016).

Nos ultimos anos, o numero de artigos dedicados a determinagdo dos principais componentes
em plantas aromaticas tem se tornado crescente (Azhar et al., 2017), devido a presenca de metabolitos
secundarios em sua composicdo, que exibem uma gama de atividades biologicas, sendo universalmente
utilizados na industria (Milevscaya et al., 2019).

E as plantas aromaticas da familia Lamiaceae t€m sido frequentemente estudadas, ndo s6 por
suas propriedades medicinais e culindrias, mas também por aplicacdes cosméticas e outras aplicagdes
industriais, € o seu sabor ¢ altamente favoravel aos consumidores em todo o mundo (Oreopoulou et al.,
2018).

Nas ultimas décadas, no entanto, a salvia (Salvia officinalis L.) foi objeto de um estudo
intensivo por seus componentes antioxidantes fenolicos (Fornari et al., 2012) sendo os extratos
de folhas de salvia amplamente utilizados na industria farmacéutica (Salamatin et al., 2020), por
conterem uma diversidade de componentes ativos e exibem inumeras atividades biologicas:
antibacteriano, antioxidante, antifiingico etc. (Kolac et al., 2017).

Mentha spicata L., comumente conhecida como horteld ¢ também pertencente a familia
Lamiaceae, essa planta € amplamente utilizada em alimentos e sdo uma fonte rica de polifenois, com
potencial de antioxidante natural (Rita et al., 2016).

O manjericdo (Ocimum basilicum L.), também um membro da familia Lamiaceae, ¢ uma erva
comum nativa da India e cultivada em todo o mundo (Castronuovo et al., 2019), amplamente consumidas
em muitos paises. Existem muitas evidéncias que mostram que extrato e 6leo essencial de manjericao
possuem atividades antibacteriana, antioxidante, fungistatica e inseticida (Akbari et al., 2019). Devido
ao seu sabor Unico, 0 manjericao lidera o mercado entre plantas culinarias e aromaticas (Jordan et al.,
2017).

Nesse contexto, a escolha do solvente de extragdo desempenha um papel importante que afeta
a capacidade antioxidante e o conteudo fenodlico total em materiais alimentares (Siva et al., 2016), sendo
o uso de etanol e 4gua um dos solventes mais recomendados, especialmente para a matriz alimentar,
por serem menos toxicos e com alta eficiéncia de taxa, sendo denominados “ solventes verdes ” (Prat
et al., 2016).

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou avaliar in vitro o teor de compostos fendlicos
totais, ¢ a atividade antioxidante em extratos de salvia, manjericdo e estragdo, observando a eficiéncia
de extragdo dos compostos bioativos em extratos aquoso, hidroetanoélico e etandlico.

2. MATERIAL E METODOS

As amostras foram cultivadas no setor de horticultura do Instituto Federal Goiano-Campus
Morrinhos, as sementes foram doadas pela Empresa ISLA sementes LTDA.

As partes aéreas (folhas mais jovens) das plantas foram colhidas e secas em bandejas, em
estufa a 40 °C + 2°C, posteriormente trituradas em moinho de faca, ¢ devidamente acondicionadas e
armazenadas a temperatura ambiente até a obtencao dos extratos.

Para obtengdo dos extratos foi utilizada a técnica convencional a uma razao inicial de 1:20,
planta por volume de solvente (m:v), contendo etanol absoluto (extrato etanélico), 50% agua ultra pura
+ 50% etanol (extrato hidroetanodlico) e agua ultra pura (extrato aquoso), sob agitacdo a
aproximadamente 25 °C e ao abrigo da luz, durante 1 hora, em seguida a solucao foi filtrada e o volume
final foi ajustado para 50 mL, com o respectivo solvente, posteriormente os extratos foram
acondicionados em frascos de vidro ambar, e armazenados em freezer (-18°C) para posterior analises.
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O teor de compostos fendlicos foi determinado nos extratos aquoso, hidroetanolico e etanolico
com espectrofotometro a 750 nm utilizando o reagente Folin-Ciocalteau (Waterhouse, 2002). A
quantificagdo foi baseada no estabelecimento da curva padrao de acido galico, na faixa de 10 a 80 mg.L°
!. Os resultados foram expressos em miligramas de equivalente de 4cido galico (EAG) por grama de
amostra.

A determinacdo da capacidade antioxidante foi realizada nos por meio dos métodos 2,2 difenil-
1-picrilhidrazil DPPH; (Brand-Williams, Cuvelier e Berset, 1995) modificado por Borguini (2009),
método FRAP (poder antioxidante de reducao do ferro; (Benzie e Strain, 1996), e método 2,2“-azino-
bis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico (ABTS®"; Re et al., 1999) utilizando o espectrofotdmetro.

O método DPPH baseou-se na medida do grau de descoloracdo do radical DPPH pela acdo dos
antioxidantes apos 20 minutos de reacdo, a qual foi medida espectrofotometricamente a 517 nm nos
extratos aquoso, hidroetandlico e etandlico, para a leitura da absorbancia no espectrofotometro, foi
necessario diluir o extrato em uma concentragio de 0,2 mg.mL™" de amostra. Os resultados foram
expressos em % de descoloragdo conforme equacao 1.

% descoloracio do DPPH = (1 — (poamostra-abs )) £100  (equagdo 1)

O método FRAP foi baseado na habilidade de reducdo de Fe ** para Fe * em pH baixo. Na
presenca de 2, 4, 6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) e antioxidante ocorre a formagdo do complexo (Fe *'-
TPTZ) de cor azul intensa que pode ser determinado por espectrofotometria na absorbancia de 593 nm.
Os resultados foram expressos em umol de FeSO%/g.

O método ABTS baseou-se na capacidade do antioxidante sequestrar o radical ABTS®*" formado
através da reacdo entre a solugdo aquosa de ABTS (7 uMol) e o persulfato de potassio (2,45 mM) que
¢ medida em espectrofotdmetro a 734 nm. Os resultados foram expressos em pmol de Trolox/g.

Os resultados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) com posterior teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05) utilizando o programa Action Stat.

Abs amostra—abs branco

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos teores de compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante pelos
métodos DPPH, ABTS™ € FRAP em diferentes extratos de sélvia, horteld e manjericio estdo apresentados
na tabela 1.

Tabela 1. Teores de compostos fenolicos totais (CFT) e capacidade antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS™ e
FRAP em extratos aquoso (EAq), hidroetandlico (EH) e etandlico (EOH) de sélvia, horteld e manjericao.

Ervas Extrato CFT DPPH ABTS FRAP

(mg EAG/gH)** (% descoloragio) (umol de Trolox/g) (umol de FeSO*g)

EAq 77,91+4,33%  17,35+£3,92° 9,13+1,00 14,69+0,13°

Salvia EH 88,33+2,49°  31,49+0,53° 35,6540,32°  39,99+3,62°
EOH 82,39+3,92% 9 67+3,22¢ 30,76+1,30¢  16,1140,15%

EAq 87,50+£2,78"  28,28+0,70 38,46+0,07°  18,62+1,64%

Horteld EH 91,14+2,76*  42,54+1,62° 41,13+0,27*  50,89+2,53"
EOH 85,20:£5,77"  27,34+0,70° 39,8540,11°  10,66+0,46

EAq 64,54£2,26%  17,05+0,46° 9,13+0,97" 20,53+0,25¢

Manjericio EH 76,30+2,54°  29,64+0,53° 28,93+0,93¢  26,61+0,70°
EOH 34,73+2,71°  17,66+0,53° 13,2040,81°  19,96+0,16"

* Valores constituem média + desvio-padrio. Letras diferentes, diferem significativamente, pelo teste de Tukey
(p <0,05). **EAG = Equivalentes de acido galico.

Dentre as amostras avaliadas, observou-se a influencia do solvente extrator, apresentando
maiores teores de compostos fenolicos nos extratos hidroetanolicos, sendo que para as amostras de salvia
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¢ horteld esses teores foram predominantes. O contetido fenolico total do extrato metandlico de M.
spicata, relatado por Scherer et al. (2013) foi de 76,3mg EAG/ g'l, em outro estudo, Castronuovo et al.,
(2019) relataram que ao avaliar amostras de manjericdo, em extratos metanolicos a 80%, os valores de
CPT variaram de 54,1 £ 3,52 48,8+ 2,0mg EAG/g", apresentando menores valores quando comparados
aos resultados dos extratos aquoso e hidroetandliocs deste estudo que encontraram valores de 64,54 ¢
76,30mg EAG/g 'respectivamente, e maiores valores quando comparados aos resultados encontrados
para o extrato etandlico 34,73mg EAG/g". Mecanismos antioxidantes, em tecidos bioldgicos, sdo
extremamente complexos, assim, para fornecer resultados confiaveis, sdo necessarios mais de um
método para determinagdo (Jimenez et al., 2014; Carrillo-Hormaza et al., 2016), nesse trabalho, a
atividade antioxidante foi realizada pelos métodos DPPH, ABTS " e FRAP.

Estdo disponiveis na literatura uma variabilidade de resultados de avaliacdo da atividade
antioxidante de extratos de espécies Lamiaceae, com variados tipos de métodos e solventes utilizados
na extracdo, e ainda diferentes protocolos utilizados na realizag@o destes ensaios.

Stagos et al., (2012) quando avaliaram a atividade antioxidante em extrato metandlico,
etanolico e aquoso pelo método DPPH em espécies de Lamiaceae, encontraram uma melhor atividade
para as amostras de salvia e horteld respectivamente, ndo concordando com os resultados encontrados
nesse estudo que apresentou uma melhor atividade antioxidante nas amostras de horteld e salvia
respectivamente.

Patonay et al., (2019) atestaram em suas pesquisas uma importante atividade antioxidante em
varios extratos de espécies de horteld silvestre, por meio do método FRAP e relataram que o extrato
hidroetanolico com extragdo por ultrassom continha significativamente o maior poder redutor férrico
quando comparado aos outros extratos analisados, os resultados do presente estudo também
apresentaram maior poder redutor férrico em extrato hidroetanolico de hortela, nesse caso, obtido por
extragdao convencional.

Alimpic et al., (2015) também avaliaram a atividade antioxidante da salvia pelos métodos
DPPH, ABTS e FRAP e atestaram que os extratos aquoso e etanolico apresentaram as atividades
bioldgicas mais fortes, em nosso estudo, o extrato de salvia avaliado pelos mesmos métodos, apresentou
atividade bioldgica mais forte para o extrato hidroetanolico, quando comparado aos extratos aquoso ¢
etanolico.

4. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demonstram que o solvente utilizado na extracdo de compostos
bioativos influencia diretamente os conteidos de fendlicos totais e¢ a atividade antioxidante,
apresentando melhores resultados para o extrato hidroetanoélico.

Considerando a preocupagdo atual com efeitos adversos que os antioxidantes sintéticos podem
causar ao organismo, observa-se que os extratos hidroetanolicos de salvia, hortela e manjericdo podem
apresentar-se como fonte acessivel de antioxidantes naturais.
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