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RESUMO

Espécies vegetais de uso medicinal vém sendo uma importante alternativa para o tratamento
de diversas patologias. A Ocimum gratissimum L. é uma planta arbustiva lenhosa conhecida
como alfavaca, alfava-cravo ou manjericdo-doce usada na medicina popular no tratamento de
pneumonia, febre, diarreia e malaria. Esses usos terapéuticos se devem ao fato dessa espécie
ser fonte de metabolitos secundarios como flavondides, terpenoides, esteroides, taninos e
outros compostos fendlicos. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi verificar o contetdo de
compostos fendlicos e analisar a atividade antioxidante nos extratos etanolicos brutos das
folhas de O. gratissimum L. comparando dois métodos de extracdo, a maceracdo dindmica e o
banho ultrassénico. Na dosagem de compostos fendlicos totais, o resultado obtido pelo
método de maceragdo dindmica foi superior ao obtido por banho ultrassénico (232,5 mg EAG
g! e 160,3 mg EAG g7, respectivamente), da mesma forma que aconteceu com a atividade
antioxidante (38,5 mg EBHT g para maceragdo dindmica e 16,4 mg EBHT g para banho
ultrassbnico, avaliados pelo teste de Poder Redutor; 132,3 mg EBHT g* e para maceragio
dindmica e 89,8 mg EBHT g para banho ultrassonico, avaliados pelo teste do Complexo de
Fosfomolibdénio). Sendo assim, os métodos extrativos utilizados interferiram nos resultados
obtidos e demonstram que a O. gratissimum L. é uma planta medicinal com potencial

terapéutico que necessita ser mais estudada.

Palavras-chave: Etnofarmacologia. Produtos naturais. Bioprospeccdo. Métodos de extracdo.



ABSTRACT

Medicinal plant species have been an important alternative for the treatment of various
pathologies. Ocimum gratissimum L. is a woody shrub known as Alfavaca, alfava-clove or
basil used in folk medicine to treat pneumonia, fever, diarrhea and malaria. These therapeutic
uses are due to the fact that these species are a source of secondary metabolites such as
flavonoids, terpenoids, steroids, tannins and phenolic compounds. Thus, the objective of this
study was to verify the content of phenolic components and analyze the antioxidant activity in
extracts and crude methods of O. gratissimum L. leaves, comparing two study methods, mac
and ultrasonic bath. In the combination of respectively superior phenolic compounds, the
result obtained by the dynamic maceration method was performed by ultras bath (232.5 mg
EAG™ and 160.3 mg EAG g, activity the same as a (38.5 mg of EBHT g for dynamic
maceration and 16.4 mg of EBHT g for ultrasonic bath, published by the Reducing Power
test; 132.3 mg of EBHT g for dynamic maceration and 89.8 mg of EBHT g for ultrasonic
bath, known for the desfomolybd Complex test). Therefore, the extractive methods used
interfere with the results obtained and demonstrate that O. gratissimum L. is a medicinal plant

that needs to be learned with therapeutic potential.

Keywords: Ethnopharmacology. Natural products. Bioprospecting. Receiving methods.
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1 INTRODUCAO

1.1 Etnofarmacologia

A etnofarmacologia corresponde ao estudo do conhecimento popular sobre o uso de
plantas para tratamento de enfermidades, aliado com estudos quimicos e farmacoldgicos a fim
de promover pesquisas em que se desenvolvem medicamentos fitoterapicos e/ou a sintese de
substancias derivadas das estruturas moleculares de seus principios ativos vegetais.
(ANVISA, 2004; SASSAKI et al., 2016).

No Brasil, a populacdo tem a cultura do uso de plantas medicinais através das geracoes,
e muitas vezes esse uso é até mesmo diario. Aproximadamente 90% dos brasileiros fazem o
uso de plantas medicinais, e até 60%, no minimo duas vezes por semana, 0 que evidencia o
forte habito da utilizacdo desse tipo de produto pela populacdo. Esse habito pode estar
associado a indicios de uso de ervas medicinais pela indicacdo de algum amigo ou familiar,
sendo um conhecimento passado de geracdo em geracdo (BRAGA; SILVA, 2021).

Como estratégia de estudo de plantas medicinais, uma abordagem etnofarmacolégica
envolve a combinacdo de informacbGes de usuérios de flora medicinal (especialistas
comunitarios e tradicionais) com estudos quimicos e farmacoldgicos. Essa abordagem permite
levantar hipdteses sobre a atividade farmacoldgica e as substancias ativas responsaveis pelos
efeitos terapéuticos relatados (ELISABETSKY, 2003).

A flora mundial é composta das mais variadas espécies de vegetais sendo elas
conhecidas ou ainda ndo pelo homem, incluindo, as plantas medicinais. Os efeitos
terapéuticos das espécies medicinais sdo devido aos metabdlitos secundarios produzidos por
elas (PEREIRA; CARDOSO, 2012). O interesse em se estudar essas plantas com foco nos
metabdlitos secundarios, como alcaloides, terpenos e fenilpropanoides, para a obtencdo de
novos compostos com propriedades farmacéuticas vem sendo crescente (SANCHITA;
SHARMA, 2018).

Os diferentes constituintes quimicos das plantas medicinais que conferem suas
capacidades como drogas de aplicacdo farmacéutica, também possuem valor significante em
industrias alimenticias, de perfumes e cosméticos, e agroquimicos (HASSAN, 2012). Mesmo
com inumeras utilidades para os produtos naturais, seu principal emprego € no
desenvolvimento de medicamentos para alivio de dores e tratamento de doencas (PEREIRA,;
CARDOQOSO, 2012).
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1.2 Ocimum gratissimum L.

A Ocimum gratissimum L., conhecida também por varios nomes populares como,
alfavaca, alfavaca-cravo ou manjericio-doce. E uma espécie de provéavel origem na india e é
subespontanea no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). Da familia Lamiaceae, a
alfavaca € uma planta medicinal com potencial para servir como terapia alternativa em
diversas doencas e/ou fonte de novos medicamentos (UGBOGU et al., 2021).

E usada como aromatizante natural ou condimento na preparacdo de varios pratos
culinarios. Além de ser usada na culinaria, a O. gratissimum L. tem grandes aplicacGes na
medicina popular para o tratamento de diversas doengas, como tosse, pneumonia, febre,
inflamacdo, anemia, diarreia e infec¢cdes fungicas e bacterianas (UGBOGU et al., 2021). As
praticas de utilizar a alfavaca no tratamento de males pelas tradi¢cbes populares incluem a
decocgéo das folhas e também compressas (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Em pesquisas envolvendo extratos vegetais, a O. gratissimum L. demonstrou
consideravel atividade antimicrobiana contra diversos microrganismos, desde fungos
filamentosos a bactérias gram negativas e gram positivas (VILANOVA et al., 2019). Por
exemplo, extratos metandlicos e etandlicos brutos da planta apresentaram atividade
bacteriostatica contra a bactéria gram negativa Klebsiella pneumoniae, responsavel por causar
infecgBes graves no trato respiratério superior humano como pneumonia e meningite
(MANN, 2012; DJEUSSI et al., 2013). O extrato etandlico também mostrou atividade
inibitdria contra as bactérias gram positiva e gram negativa, respectivamente, Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, que também oferecem riscos de infecgdes (OBINNA et al., 2009).

Em estudos anteriores, a caracterizacdo fitoquimica do extrato foliar de O. gratissimum
L. mostrou que a planta contém alcaldides, flavondides, saponinas, terpendides, esterdides,
taninos, antraquinona e glicosideos cardiacos. (AJAYI et al., 2017, OKODUWA et al., 2017).
Esses metabdlitos secundarios encontrados na alfavaca, conferem suas propriedades
medicinais. A presenga de alcaloides e flavonoides foi associada as propriedades
antimicrobianas e antioxidantes da planta (BORGES; AMORIM, 2020).

1.3 Métodos de extracao

Okoduwa e colaboradores (2016) avaliaram de diferentes métodos de extracdo de
fitoquimicos de O. gratissimum L. Verificando os resultados, 0s métodos utilizados no estudo

(extracdo Soxhlet, maceracdo a frio e extracdo assistida por micro-ondas) demonstraram
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diferentes niveis dos metabdlitos secundarios extraidos, e mesmo diferindo entre si, esses
métodos sdo eficazes em seu propdésito de extracéo.

Outros métodos de extracdo sdo utilizados, como maceracdo dinamica e banho
ultrassonico.

Na maceracdo dindmica, a técnica é realizada em recipiente fechado a temperatura
ambiente e durante um longo periodo, variando de algumas horas ou mais. Durante esse
processo, a solucdo passa por agitacdo constante e o solvente extrator ndo é renovado
(JACQUES, 2005).

No banho ultrassénico, utiliza a energia de ondas ultrassonicas na extragdo. O ultrassom
no solvente produz cavitagdes na membrana celular acelerando a dissolugéo e difusdo do
soluto, além da transferéncia de calor, melhorando a eficiéncia da extracdo. Essa técnica
possui vantagens, como 0 baixo consumo de solvente e o tempo de extracdo reduzido, e
devido a isso, é aplicavel para a extracdo de compostos termolabeis e instaveis (ZHANG,;
LIN; YE, 2018).

Assim como € importante a escolha do método de extracdo, a escolha do solvente
extrator também € de grande importancia. Essa escolha depende da polaridade do composto
que se deseja extrair, no caso dos compostos fendlicos os solventes mais utilizados sdo
metanol, etanol, acetona, agua, acetato de etila, propanol e dimetilformaldeido (ANGELO;
JORGE, 2007).

1.4 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos derivam principalmente da via do acido chiquimico presente no
metabolismo secundario das plantas, mas ausente em animais. Devido a isso, essas moléculas
que se originam dos aminodacidos fenilalanina e tirosina, sdo identificadas majoritariamente
em espécies vegetais que as sintetizam em resposta a estresses bidticos e abiodticos (PERES,
2004; BRANDAO et al., 2019). Também sdo o grupo de metabdlitos mais abundante na
natureza e possuem uma ampla diversidade de estruturas e caracteristicas fisico-quimicas
(ALBA; TESSARO; SOBOTTKA, 2021).

Esses metabolitos secundarios sdo caracterizados por possuirem pelo menos um anel
aromatico hidroxilado que Ihes conferem a capacidade antioxidante (SILVA et al., 2018).
Tais moléculas podem ser classificadas em fendis simples ou polifendis de acordo com o

ndamero de unidades fendlicas na molécula. Sua atividade antioxidante esta relacionada com a
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quantidade e a posicdo dos grupos hidroxila e da natureza das substituicbes nos anéis
benzénicos (ROLEIRA et al., 2018).

Existem aproximadamente 8.000 compostos fenolicos diferentes descritos na literatura e
sdo divididos e classificados pela sua estrutura quimica (NEVES, 2015). Dentre os principais
grupos estdo &cidos fendlicos, taninos, ligninas, lignanas e flavonéides (KHODDAMI et al.,
2013).

As atividades bioldgicas ja estudadas e relacionadas aos compostos fenolicos séo
anticancerigenas, antimutagénicas e antiinflamatorias, todas associadas a atividade
antioxidante (ROLEIRA et al., 2018). Essa diversidade de efeitos biol6gicos gerou grande
impacto industrial a fim de usar esses compostos na produgdo de novos medicamentos que

possam ser aplicados no tratamento de doencas (BRANDAO et al., 2019).

1.5 Antioxidantes

Radicais livres sdo a&tomos ou moléculas extremamente reativos devido a um ou mais
elétrons desemparelhados de seus orbitais externos. Essas espécies reativas tém como
caracteristicas fisico-quimicas sua instabilidade e capacidade de reacdo com outras moléculas
causando oxidacdo, buscando estabilidade. Naturalmente, ha um balanco entre os oxidantes
(radicais livres) e antioxidantes (elementos capazes de eliminar as espécies reativas). Quando
em excesso no organismo, os radicais livres sdo relacionados a inumeras condi¢es
fisiopatolégicas como cancer, inflamacdes e doenca de Alzheimer (MEO; VENDITTI, 2020;
VIZZOTTO, 2017).

Dessa forma, a eliminacéo eficiente dos radicais livres se faz indispensavel para garantir
o funcionamento adequado dos 6rgaos, e retardar e impedir doencas (HE et al., 2022).

O antioxidante caracteriza-se pela capacidade de determinada molécula em neutralizar
radicais livres retardando a velocidade de oxidacdo e, reduzindo o estresse oxidativo. A
atividade antioxidante de compostos fendlicos se da pela capacidade que essas moléculas
possuem de reagir com as especies reativas por meio de reacOes de Oxido-reducdo
(DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004; SILVA et al., 2018).

Os mecanismos das acdes dos antioxidantes sdo favorecidos por reagdes de oxidacao e
de redugdo. Os antioxidantes agem como compostos doadores de elétrons para reagir com as
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, convertendo-as em moléculas mais estaveis
(BARRETO, 2019).
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Os antioxidantes s&o um grupo heterogéneo de elementos formados por enzimas,
vitaminas, bilirrubina, licopeno e compostos fendlicos capazes de neutralizar as espécies
reativas e impedir seus efeitos lesivos (JUNQUEIRA; CARDOSO, 2012; VIZZOTTO, 2017).
Esses compostos sdo amplamente estudados por serem importantes para a saide humana e de
facil aquisicao, pois sdo muito presentes em diversas espécies vegetais (RODRIGUES, et al.,
2017).

Os compostos fendlicos sao eficientes antioxidantes, pois sdo capazes de transferir um
hidrogénio de sua composicdo para a neutralizacdo dos radicais livres (SOETHE;
STEFFENS; VIDAL, 2016).

OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar o conteddo de compostos fendlicos e atividade antioxidante dos extratos
brutos das folhas de Alfavaca (Ocimum gratissimum L.) por meio dos métodos de extracdo

maceracao dindmica e banho ultrassonico.

Objetivos especificos

« Coletar a planta e preparar os extratos etanolicos das folhas de O. gratissimum L. por
meio dos métodos de extracdo maceracao dinamica e banho ultrassonico.

o Determinar experimentalmente o teor de compostos fendlicos totais nos extratos
etanolicos das folhas de O. gratissimum L.

« Avaliar a atividade antioxidante dos extratos etanolicos das folhas de O. gratissimum
L. a partir dos métodos Poder Redutor e Complexo de Fosfomolibdénio.

o Comparar os metodos de extracdo maceragdo dindmica e banho ultrassonico atraves

da dosagem de compostos fendlicos e atividade antioxidante.

2 MATERIAL E METODOS
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2.1 Coleta, identificacdo e obtencdo dos materiais vegetais

As folhas de Alfavaca (Ocimum gratissimum L.) foram coletadas em jardim residencial,
no inicio de outubro (primavera), nas proximidades do bairro Alvorada no municipio de Patos
de Minas-MG, nas coordenadas 18°33'38.9"S latitude e 46°31'33.4"W longitude. Depois de
realizada a devida identificacdo, foi confeccionada a exsicata e enviada ao Herbario
Uberlandense (HUFU) para registro sob o nimero HUFU 81525 — Ocimum gratissimum.
Realizada a coleta, as folhas foram separadas, higienizadas e congeladas em ultrafreezer
(Coldlab®, Piracicaba, SP, Brasil) a -80°C. Apos, foram levadas para secagem no liofilizador
(Liotop® L101, S&o Carlos, SP, Brasil) por 48 horas. Apds a secagem, as folhas foram
trituradas em moinho de facas (Willey® Star FT50, Piracicaba, SP, Brasil), sendo

transformadas em um po fino.

2.2 Obtencdo dos extratos brutos da espécie vegetal Ocimum gratissimum L. por banho

ultrassoénico

Para a obtencdo do extrato bruto por banho ultrassénico, o p6 seco obtido foi pesado, e
formando uma solucdo com o solvente alcool etilico absoluto de concentracdo 10% (p/v).
Foram feitas duas solucBes nesta concentracdo, cada uma em um Erlenmeyer de 250 mL. As
solugdes obtidas foram levadas ao banho ultrassénico pela duracdo de trés pulsos de 15
minutos, com intervalos de 5 minutos entre cada pulso. Apds realizada a extragdo, as solucdes
obtidas foram reunidas, filtradas a vacuo e em seguida, levadas ao rotaevaporador (Fisatom®,
Perdizes, SP, Brasil) para evaporacdo do solvente etanol utilizando a temperatura de 55°C e
110 rotagdes por minuto (rpm). O extrato obtido foi solubilizado com agua Milli-Q® para
total retirada do bal&o do rotaevaporador. Entdo congelado no freezer comum (-4°C) e para a

obtencdo do extrato bruto final, a solucéo foi liofilizada.

2.3 Obtencao do extrato bruto da espécie vegetal Ocimum gratissimum L. por maceragao

dinadmica

Para a obtencdo do extrato bruto por maceracéo dindmica, o pd seco obtido foi pesado, e
formando uma solucdo com o solvente alcool etilico absoluto formando uma solucdo de

concentragdo 10% (p/v). Foram feitas duas solugbes nesta concentra¢do, cada uma em um
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Erlenmeyer de 250 mL. As solugdes obtidas foram submetidas a maceracdo dindmica, pelo
agitador magnéetico, em temperatura ambiente e abrigo da luz (envolto em papel aluminio) por
24 horas. Apo6s realizada a extracdo, as solugbes obtidas foram reunidas, filtradas a vacuo e
logo em seguida, levadas ao rotaevaporador (Fisatom®, Perdizes, SP, Brasil) evaporacédo do
solvente etanol, utilizando a temperatura de 55°C e 110 rota¢des por minuto (rpm). O extrato
obtido foi solubilizado com &gua Milli-Q® para total retirada do baldo do rotaevaporador.
Entdo congelado no freezer comum (-4°C) e para a obtencéo do extrato bruto final, a solucéo

foi liofilizada.

2.4 Determinacao do teor de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fenolicos foi determinado por meio do reagente Folin-Ciocalteu de
acordo com o procedimento descrito por Singleton e Rossi (1965). Reagiu-se 0,50 mL de cada
um dos extratos brutos das folhas de O. gratissimum L. com 2,5 mL de 0,2 mol L* do
reagente Folin-Ciocalteu. Posteriormente 2 mL de solugdo saturada de carbonato de sodio (75
g L) foi adicionado a mistura reacional. As leituras de absorbancia foram realizadas a 760
nm apos incubacdo a temperatura ambiente durante 2 h. O acido gélico (15,625; 31,25; 62,5;
125; 250; 500 ug mL™Y) foi utilizado como padrdo de referéncia e os resultados foram
expressos em miligramas de equivalente de acido galico (mg EAG) por grama de peso seco de

material vegetal. Todos os testes foram realizados em triplicata.

2.5 Determinacéo atividade antioxidante pelo método do Poder Redutor

A avaliacdo da atividade antioxidante por meio do método do poder redutor foi
realizada de acordo com a metodologia de Dos Santos e colaboradores (2007). 100 pL de
cada um dos extratos brutos das folhas de O. gratissimum L. (2000; 1000; 500; 250 e 125 pg
mL™1) foram misturados com 1 mL de tampéo fosfato 0,2 M pH 6,0 e 1 mL de soluc&o aquosa
de ferricianeto de potassio 1%. Apo6s 20 minutos de incubacdo a 50°C, 1 mL de acido
tricloroacético 10% foi adicionado a mistura, sendo essa agitada em vortex. Em seguida, 3 mL
de agua destilada foi adicionada e 600 L cloreto férrico 0,1%. As leituras foram realizadas
utilizando o espectrofotdmetro no comprimento de onda de 700 nm. Os valores foram
comparados com uma curva de varias concentracbes do antioxidante sintético BHT
(Butilhidroxitolueno) (2000; 1000; 500; 250; 125 e 62,5 pg mL™). Os resultados foram

expressos em miligramas de equivalente de BHT por grama de extrato (mg EBHTg™).
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2.6 Determinacdo atividade antioxidante pelo método de reducdo do Complexo de
Fosfomolibdénio

O método do fosfomolibdénio foi realizado conforme descrito por Prieto e
colaboradores (1999). Uma aliquota de 0,1 mL de cada um dos extratos brutos das folhas de
Ocimum gratissimum L. (2000; 1000; 500; 250 e 125 ug mL ) foi adicionado em um tubo
de ensaio contendo 1,0 mL de solucdo dos reagentes de trabalho (&cido sulfurico 0,6M;
fosfato de s6dio 28mM e molibdato de aménio 4mM). Os tubos foram tampados e incubados
em banho-maria (Cientec®, Belo Horizonte, MG, Brasil) a 95°C por 60 min. Apo6s o
resfriamento dos tubos de ensaio, realizou-se a leitura no espectrofotometro a 695 nm. Os
valores foram comparados com uma curva de varias concentracdes do antioxidante sintético
BHT (Butilhidroxitolueno) (2000; 1000; 500; 250; 125 e 62,5 ug mL™?). Os resultados foram
expressos em miligramas de equivalente de BHT por grama de extrato (mg EBHTg™).

2.7 Andlise Estatistica

Para a avaliacdo dos dados dos testes antioxidantes os experimentos foram dispostos em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial (2 x 5), sendo 2 extratos de
O. gratissimum L. (dois métodos de extracdo) e 5 concentracdes (2000; 1000; 500; 250 e 125
ug mL1), com 3 repeticdes (triplicata).

Para o teor de fendlicos totais, 0 experimento também foi disposto em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) para 2 tipos de extratos O. gratissimum L. (dois métodos de
extracdo) e 3 concentragdes (1000; 500 e 250 pg mLt), com 3 repeticdes (triplicata).

O programa estatistico utilizado foi o Sistema de Analise de Varidncia para Dados
Balanceados - Sisvar (FERREIRA, 2011), sendo os dados submetidos a analise de variancia e
as medias comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Os
resultados foram plotados em gréficos de barras com os valores de porcentagem antioxidante
em relacdo as concentragdes analisadas. Ja para o teste do teor de fenodlicos totais os
resultados foram plotados em gréaficos de barras com os valores de equivalentes ao acido
galico, expressos em miligramas de &cido galico (mg EAG) por grama de peso seco de

material vegetal. O software empregado foi o0 GraphPad Prism verséo 5.01.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Compostos fenolicos

O ensaio colorimétrico utilizado, € um método espectrofotométrico em que, caso haja
a presenca de substancias redutoras na solugdo, ocorre a interacdo dessas com o reagente de
Folin-Ciocalteu. Os acidos que fazem parte da composicdo quimica deste reagente
(fosfotungstico e fosfomolibdico) reagem com os compostos fendlicos (em estudo) e resultam
em Oxidos que possuem coloracdo azul detectdvel no comprimento de onda de 760 nm,
possibilitando sua quantificacdo nos extratos. Conclui-se que quanto maior a presenca de
compostos fendlicos, maior a incidéncia da coloracdo azul nas amostras analisadas (PIRES et
al., 2017).

Foi observado na Figura 1 que o extrato bruto das folhas de O. gratissimum L.
preparado pelo método de maceracdo dindmica que apresentou um teor de compostos
fendlicos (232,5 mg EAG g?) significativamente superior ao extrato preparado por meio de

banho ultrassdnico (aproximadamente 160,3 mg EAG g™).

Figura 1 — Teor de compostos fendlicos totais (mg EAG por gramas dos extratos de O. gratissimum L.),
utilizando dois extratos brutos obtidos por dois diferentes métodos de extracdo (maceragdo dinamica AM e
banho ultrassénico US). Médias seguidas por letras diferentes, diferem significativamente a 5% de probabilidade
pelo teste de Scott-Knott.
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Anusmitha e colaboradores (2021) utilizaram agua como solvente para a extracdo dos
metabolitos secundarios de O. gratissimum L. por banho ultrassonico e na analise de fenois
totais foram detectados 245,3 + 6,5 mg EAG g™. Resultado que difere do encontrado no
presente estudo quanto ao extrato produzido por banho ultrassénico (160,3 mg EAG g?), mas
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apresenta proximidade com o teor de compostos fendlicos totais extraido por maceracao
dinamica (232,5 mg EAG g?). Essa diferenca pode estar relacionada aos solventes utilizados
e a localidade de coleta da planta, visto que, os autores obtiveram o material na india e, para o
presente estudo, a planta foi coletada no Brasil; aliado ao fato das solucbes 10% (p/v) de
alfavaca terem sido submetidas aos pulsos do banho ultrassénico por mais tempo (1 h) que a
do presente trabalho (45 min divididos entre trés pulsos de 15 min cada).

No estudo realizado por Venuprasad e colaboradores (2014), foi usado etanol 70%
como solvente e maceracdo dinamica como método de extracdo. Os fendis totais encontrados
(124,3 + 5,8 mg EAG g!) também se distinguem quando comparados com o resultado obtido
no presente estudo pelo mesmo método de extracdo (232,5 mg EAG g?). Entretanto, o
resultado aproxima do encontrado no presente estudo para o extrato etanodlico produzido por
banho ultrass6nico (160,3 mg EAG gt). Essas diferengas podem ser explicadas pela diferenca
de solventes utilizados e da localidade da coleta da matéria vegetal (India e Brasil).

Considerando que o local da coleta do material vegetal é um fator de interferéncia, uma
vez que a temperatura, e disponibilidade de agua e nutrientes no solo influenciam na sintese
de metabolitos secundarios (GOBBO-NETO; LOPES, 2006). A alfavaca coletada para a
preparacdo dos extratos utilizados nos estudos mencionados provém da India, em que a
temperatura média diaria é 24,7°C e a pluviosidade média diaria é 3,1 mm (GHODICHORE;
DHANYA; FRANSSEN, 2022).

Os estudos mencionados ndo informaram a época da coleta, entretanto este € outro fator
que influencia na sintese de metabdlitos secundarios. Segundo relatado por Habermann
(2016), a produgdo de polifenois pelos organismos depende de fatores do meio como a luz e
quantidade de &gua na planta, além dos fatores endégenos como o estagio de maturacdo.
Observando a época de coleta da planta utilizada nos extratos do presente trabalho, € possivel
inferir que os resultados obtidos no teste de Folin-Ciocalteau possuem como interferéncia a
pluviosidade e incidéncia solar, visto que, no inicio da primavera no més de outubro de 2021,
data em que foi feita a coleta do material, houve precipitacgio media de 0,65 mm e
temperatura média de 30,16°C nas proximidades da regido de coleta (INMET, s.d.).

Outro fator de interferéncia entre os estudos comparados sao os solventes utilizados que
apresentam diferentes polaridades, o que interfere na solubilizacdo dos compostos de
interesse. Solventes polares tendem a ser melhores quando o objetivo é a extracdo de
compostos de alta polaridade, e para compostos apolares, solventes com menor polaridade sdo
mais eficientes (MARTINS; LOPES; ANDRADE, 2013). Nesse sentido, Pandey e Tipathi

(2014) indicaram dentre os solventes quais sd8o 0s mais utilizados para a extragdo dos
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metabdlitos secundarios das plantas devido a polaridade dos compostos e dos solventes. A
dgua é mais usada para a extracdo de alguns compostos fenodlicos como antocianinas,
enquanto o etanol tem seu uso mais comum quando outros flavonoides sdo os compostos
fenolicos de interesse na extracao.

Em 2013, Do e colaboradores avaliaram dentre os solventes dgua, metanol (100%, 75%
e 50%), etanol (100%, 75% e 50%) e acetona (100%, 75% e 50%), qual o mais efetivo para a
extracdo de metabdlitos secundarios, quantificando extratos de Limnophila aromatica. Na
dosagem de compostos fenolicos, o etanol absoluto apresentou melhores resultados em sua
extragdo. Quando feito o teste quimico para avaliagdo de flavonoides, o extrato etandlico
também apresentou melhores resultados. Segundo os autores, os diferentes resultados obtidos
entre cada extrato com os diferentes solventes, pode ser atribuido ao contedo de compostos
ndo fenolicos no extrato aquoso, e a possivel formacdo de complexos de alguns compostos
fendlicos no extrato que sdo sollveis em metanol, etanol e acetona.

O Ministério da Saude (2015) descreveu que extratos de alfavaca acusaram a presenca
de taninos flobafenos, flavonas, xantonas, chalconas, auronas, flavondis, leucoantocianidinas,
catequinas e terpenos, 0s gquais, com excec¢do dos terpenos, sdo todos pertencentes a classe dos
compostos fenolicos. Dessa forma, no presente estudo, considerando o solvente utilizado,
etanol absoluto, devido a sua polaridade, provavelmente temos a predominancia de polifenois
e flavonoides.

Portanto, o grupo de metabdlitos secundarios mais estudado é o de compostos fendlicos,
tendo como principais alvos de aplicacdo em pesquisas no tratamento de doencas
cardiovasculares, cancer, obesidade, diabetes e doencas infecciosas (RASOULI et al., 2017).
Uma vez que essas condi¢des podem estar relacionadas com o estresse oxidativo causado pelo
acumulo de radicais livres no organismo, ha o crescente interesse em pesquisas envolvendo
moléculas antioxidantes, tais como o0s compostos fenolicos (ALBA; TESSARO;
SOBOTTKA, 2021).

3.2 Atividade antioxidante pelo método Poder Redutor

A Figura 2 apresenta o grafico dos resultados obtidos na leitura espectrofotométrica

(em nm) das amostras submetidas ao método do Poder Redutor.
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Figura 2 - Atividade antioxidante refletida pelo aumento da absorbancia em diferentes concentrages por meio
do método do poder redutor, utilizando dois extratos brutos das folhas de O. gratissimum L obtidos por dois
diferentes métodos de extragdo (maceracdo dinamica -AM e banho ultrassonico-US). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott. Letras maidsculas
para comparar a concentragéo entre os diferentes extratos e mindsculas para comparar as concentragdes de cada
extrato.
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Observa-se que o poder redutor dos extratos de O. gratissimum L. foi dose dependente
nas concentragdes de 500 pg mL* a 2000 pg mL™, ou seja, a medida que aumentou a
concentracdo, aumentou também a atividade antioxidante. Nas concentracdes abaixo das
mencionadas (125 pg mL™? e 250 ug mL™), a atividade antioxidante manteve-se constante
estatisticamente.

Também ¢ possivel notar que a concentracdo de 2000 pg mL? do extrato produzido por
maceracao dinamica (AM) foi superior estatisticamente a da mesma concentracdo do extrato
produzido por banho ultrassdnico (US). Ja para as outras concentracdes, observa-se que 0S
valores sdo similares.

No método de determinacdo da atividade antioxidante chamado Poder Redutor, a
capacidade do composto analisado em doar elétrons e ser oxidado é quantificada, pois a forca
redutora elevada pode indicar alta atividade antioxidante. No método do Poder Redutor, 0s
redutores presentes nas amostras reduzem o ferricianeto a ferrocianeto. Essa reducdo €
testemunhada de forma quantitativa através da leitura no espectrofotdmetro a 700 nm
(nanémetros), e do ponto de vista qualitativo devido a nitida mudanca na coloragido da
solugdo, em que inicialmente se apresenta amarela (ferricianeto) e torna-se verde com a
reducdo em ferrocianeto (BARRETO, 2019; BIGHETTI; SAMPAIO; GUSMAO, 2018).

O Poder Redutor ¢ um método de determinacdo da atividade antioxidante relativamente
pouco usado em comparagdo a outros mais comuns e mais conhecidos como o0 método de

captura do radical DPPH. E um método com vantagens como, ser rapido e econdmico, além



21

de os reagentes necessarios sao de simples preparacdo. Como ha a mudanga de coloragdo da
solucdo ap6s a reducdo do ferricianeto, a visualizagdo de que possa haver compostos com
atividade antioxidante é quantificavel (DOS SANTOS et al., 2007).

3.3 Atividade antioxidante pelo método Complexo de Fosfomolibdénio

Na Figura 3 observa-se os resultados obtidos no ensaio de atividade antioxidante dos
extratos avaliada pelo método do Complexo de Fosfomolibdénio. Nota-se que em todas as
concentragOes analisadas a atividade antioxidante foi superior nos extratos produzidos por
maceracdo dindmica (AM), exceto na concentracdo de 125 pg mL™ que foi igual nos dois

extratos. O poder redutor dos dois extratos foi dose dependente em todas as concentragdes.

Figura 3 - Atividade antioxidante refletida pelo aumento da absorbancia em diferentes concentragdes por meio
do método do Complexo de Fosfomolibdénio, utilizando dois extratos brutos das folhas de O. gratissimum L
obtidos por dois diferentes métodos de extragdo (maceracdo dinamica -AM e banho ultrassdnico-US). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
Letras mailsculas para comparar a concentracdo entre os diferentes extratos e mindsculas para comparar as
concentracdes de cada extrato.
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Outra forma de determinacdo da atividade antioxidante é pelo método do Complexo de
Fosfomolibdénio. O principio é o mesmo do método analisado anteriormente, em que o
composto em estudo com potencial antioxidante reduz o molibdénio VI em molibdénio V
com a doacdo de elétrons. Esse método de avaliacdo da atividade antioxidante é de simples
preparacdo e barato. Uma vantagem para apontar € a capacidade de avaliar a atividade de
compostos lipofilicos e hidrofilicos. Quando ha a redugdo do molibdénio VI, a solugdo muda
de cor indicando a presenga de compostos com capacidade antioxidante, sendo possivel
visualizar qualitativamente, antes de fazer a leitura quantitativa no espectrofotémetro
(PRIETO et al., 1999).
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A avaliagdo da atividade antioxidante ndo deve ser baseada em um Unico método, outros
s80 necessarios para caracterizar adequadamente 0s compostos como antioxidantes
(OLIVEIRA, 2015). A escolha de utilizar dois métodos para a determinacédo da atividade, tem
como objetivo conseguir aproximar da caracterizacdo apropriada da presenca de compostos
antioxidantes na alfavaca.

Existem muitas maneiras de determinar a capacidade antioxidante e, além de basear-se
em fundamentos diferentes, pode haver interferéncia. Portanto, considerando os pontos fortes,
fracos e a aplicabilidade de cada teste, duas ou mais técnicas sdo atualmente recomendadas,
pois nenhum teste isolado é usado para determinar a capacidade antioxidante por si s
refletindo com precisdo a “capacidade antioxidante total” de uma amostra (SUCUPIRA et al.,
2012).

Portanto, nos dois testes realizados para avaliar a atividade antioxidante dos extratos
(AM e US), observa-se que o extrato de O. gratissimum L. produzido por maceragdo dindmica
apresentou maior atividade. Esses resultados podem estar relacionados com a quantidade de
compostos fendlicos extraidos por esse método, uma vez que foi superior a quantidade obtida
no extrato produzido por banho ultrassénico, como o teste de Folin-Ciocalteu indicou (Figura
1).

A Tabela 1 mostra, de forma sucinta, a comparacao dos resultados nos testes aplicados

no presente trabalho.

Tabela 1 - Valores das atividades antioxidantes equivalentes ao padrao antioxidante BHT, por meio dos métodos
reducdo do complexo de fosfomolibénio e do poder redutor, e valor dos compostos fenoélicos por meio do
método do Folin-Cicateau (mg equivalente ao Acido Galico por g do extrato) dos dois extratos, maceragio
dindmica e banho ultrassonico.

Poder
Complexo Fosfomolibdénio Redutor Folin-Cicateau
mg EBHT g’! mg EBHT g'! mg EAG g’!
AM 132,3 A 385A 2325 A
US 89,8 B 16,4 B 160,3 B

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste
de Scott-Knott.

4 CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos é possivel concluir que os métodos de maceragédo
dindmica e banho ultrassénico sdo Uteis para a extracdo de metabdlitos secundarios, mesmo

diferindo entre si. Os testes quimicos realizados nos extratos etanélicos brutos das folhas de
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alfavaca demonstraram que o método de maceragdo dindmica apresentou melhores resultados
ao compara-los com os obtidos através do método do banho ultrassénico.

Foi detectada a presenca de compostos fendlicos e a indicacdo de atividade antioxidante
nas folhas da planta Ocimum gratissimum L., 0 que pode explicar as diversas atividades
terapéuticas advindas da decoccdo de suas folhas, usada na medicina tradicional e, assim,

demonstra ser um possivel alvo de estudos farmacoldgicos futuros.
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