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ARTIGO

TITULO: Atividade antioxidante de Schinus terebinthifolia Raddi a partir das extracoes
Banho-Maria, Maceracao e Banho Ultrassonico

Antioxidant activity of Schinus terebinthifolia Raddi from Water Bath, Maceration and
Ultrasonic Bath extractions
Actividad antioxidante de Schinus terebinthifolia Raddi procedente de extracciones en Bafio

Maria, Maceracion y Bafio Ultrasonico.

Resumo
Os antioxidantes vem sendo alvo de pesquisa ha muitos anos, devido a suas fungdes benéficas a

saude. A Schinus terebinthifolia Raddi, também conhecida como pimenta rosa, um fruto da
planta aroeira, esta presente com grande extensao no Cerrado brasileiro, seja na medicina popular,
quanto na culinaria de modo geral. O presente trabalho teve como objetivo extrair compostos
antioxidantes, bem como quantifica-los, através de maceragao durante 24 horas, banho-maria e
banho ultrassonico. Observou-se maior concentragdo de compostos fenolicos na extracdo por
banho-maria quando comparada com as demais metodologias. Porém, a extracdo por meio do
banho ultrassonico revelou maior concentracao de flavonoides totais quando comparado com os
demais métodos. Com capacidade antioxidante identificada, a Schinus terebinthifolia demonstra
ser uma planta medicinal potencial para investigacdo de perfil fitoquimico e estudos futuros que

revelem suas aplicacdes farmacologicas.

Palavras-chave: Pimenta rosa, DPPH, flavonoides, plantas medicinais, banho-maria, banho

ultrassonico, maceragao.



Abstract

Antioxidants have been the subject of research for many years, due to their beneficial health
functions, Schinus terebinthifolia Raddi, also known as pink pepper, a fruit of the mastic plant, is
present to a large extent in the Brazilian Cerrado, present in popular medicine and in cooking in
general. The present work aimed at various extractions of antioxidant compounds, as well as
their quantification, through maceration for 24 hours; water bath and ultrasonic bath. A higher
concentration of phenolic compounds was observed in water bath extraction when compared to
other methodologies. However, extraction using an ultrasonic bath revealed a higher
concentration of total flavonoids when compared to other methods. With identified antioxidant
capacity, Schinus terebinthifolia proves to be a potential medicinal plant for investigating its
phytochemical profile and future studies that reveal its pharmacological applications.

Keywords: Pink pepper, DPPH, flavonoids, medicinal plants, water bath, ultrasonic bath,

maceration.
Resumen

Los antioxidantes han sido objeto de investigacion durante muchos afos, debido a sus funciones
beneficiosas para la salud. Schinus terebinthifolia Raddi, también conocida como pimienta rosa,
fruto de la planta lentisco, estd ampliamente presente en el Cerrado brasilefio, tanto en la
medicina popular como en la cocina en general. El presente trabajo tuvo como objetivo extraer
compuestos antioxidantes, asi como cuantificarlos, mediante maceracion durante 24 horas, bafio
maria y bafio ultrasonico. Se observo una mayor concentraciéon de compuestos fenolicos en la
extraccion en bafio de agua en comparacion con otras metodologias. Sin embargo, la extraccion
mediante bafio ultrasonico reveld6 una mayor concentracion de flavonoides totales en
comparacion con otros métodos. Con capacidad antioxidante identificada, Schinus terebinthifolia
se muestra como una planta medicinal potencial para investigar su perfil fitoquimico y futuros
estudios que revelen sus aplicaciones farmacoldgicas.

Palabras clave: Pimienta rosa, DPPH, flavonoides, plantas medicinales, bafio maria, bafio

ultrasénico, maceracion.



INTRODUCAO

As pimentas sdo plantas popularmente conhecidas e utilizadas desde o primoérdio das
civilizagdes, fazendo parte da cultura e culinaria mundial, por apresentar um sabor ardido e
picante. A pungéncia das pimentas ¢ promovida por uma substancia denominada capsaicina, que
esta presente em quantidades variadas nas sementes e frutos (Rodrigues, 2015).

A pimenta rosa (Schinus terebinthifolia Raddi), pertencente a familia botanica
Anacardiaceae, ¢ uma espécie arborea nativa brasileira e apresenta ampla distribuicdo, incluindo
Mata Atlantica e Cerrado. Uma espécie dioica nativa do territorio brasileiro com distribui¢ao
geografica ampla, desde o Nordeste at¢ o Sul do pais, e grande plasticidade ecologica,
considerada uma espécie pioneira, pode se estabelecer em solos imidos ou secos, arenosos ou
argilosos, ricos ou com baixa disponibilidade de nutrientes (Carvalho 2003; Lenzi e Orth
2004)Ela possui diversas variagdes de nomes como aroeira, aroeira vermelha, aroeira pimenta e
pimenta brasileira, pelo fato de seus frutos possuirem a aparéncia de uma pequena pimenta cor
de rosa (Lorenzi; Matos, 2008).

Para além do uso gastrondmico, a pimenta rosa ¢ utilizada como medicinal, tais como
atividade antioxidante, cicatrizante, antitumoral e antimicrobiana. A pimenta rosa favorece a
digestdo, pois funciona como um toénico natural estimulante do estdmago. Devido ao seu poder
antisséptico, tem sido usada pela medicina popular para tratar feridas e infeccdes. Também
possui propriedades diuréticas e ¢ eficaz no tratamento da dor de dente, reumatismo e cdlicas
menstruais (Namu, 2019).

Os compostos fenolicos presentes na pimenta rosa desempenham papel importante na sua
acdo antioxidade e sdo produtos do metabolismo secundario, caracterizados por possuirem um
anel benzénico hidroxilado. Dentre os efeitos atribuidos aos fenolicos, o principal ¢ a atividade
antioxidante, que tem relagao direta ao nimero de hidroxilas livres no anel aromatico, além da
capacidade de doar hidrogénio ou elétrons e em arranjar elétrons desemparelhados nos anéis
aromaticos, neutralizando assim os radicais livres que acarretariam na oxidagao (Morais, 2017;

Brandao et al., 2019).



A maior parte dos compostos fenolicos das plantas ¢ constituida de flavonoides, que podem
também ser encontrados em algas e fungos (Farisco e Rezende, 2019). Possuindo importancia
farmacoldgica devido a sua capacidade antioxidante e no tratamento de doengas degenerativas
medidas por estresse oxidativo (Alves; Ferreira, 2019), tém sua estrutura quimica descrita como
Cs-C3-Cs, com dois anéis aromaticos ligados por uma ligagao de trés carbonos (Havsteen, 2002),

como visto na Figura 1

Figura 1: Estrutura geral dos flavonoides
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Fonte: Havsteen (2002).

Assim, os fenolicos e demais compostos com propriedades bioativas encontradas nos frutos
de S. terevinthifolius, garantem a esta planta um potencial farmacolégico relevante. Ressaltando
que essa espécie ¢ encontrada na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
Sistema Unico de Satde (RENISUS, n° 60), a qual é constituida de plantas com potencial de
gerar produtos de interesse ao Sistema Unico de Satude (SUS). A RENISUS visa subsidiar e
orientar pesquisas que possam contribuir na constru¢do da Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (RENAFITO), dando suporte ao desenvolvimento e a inovacao na
area de plantas medicinais e fitoterapicos.

O Brasil ¢ um dos paises com maior biodiversidade no mundo e de acordo com o
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, atualmente, o Brasil produz apenas uma
parte das plantas medicinais, aromaticas e condimentares consumidas no mercado interno, ou
seja, muito ainda ¢ importado. Isso mostra que ha um grande espago para ampliar a producdo
nacional dessas espécies, de acordo com a colecdo SENAR, plantas medicinais, aromaticas e
condimentades de 2017.

Entre elas, observam-se muitas desconhecidas pela populacao em geral e com potencial

para serem usadas como medicamentos fitoterapicos de interesse para tratamento de doengas,



para estudo e isolamento de principios ativos e como alimento, suprindo necessidades
nutricionais humanas e sendo chamadas de Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANC). A
pimenta rosa, por exemplo, pode ser considerada uma PANC por possuir partes alimenticias ndo
convencionais que sao os seus frutos.

Desse modo, este estudo teve como objetivo avaliar diferentes métodos de extracdo dos
compostos fenolicos da espécie Schinus terebinthifolia Raddi, visando encontrar o com maior

atividade antioxidante em diferentes metodologias de extragdo.

METODOLOGIA

Obtencio do material

O presente trabalho foi realizado no Campus Pontal, da Universidade Federal de
Uberlandia, bairro Tupa, Ituiutaba, Minas Gerais. O levantamento dos frutos da aroeira foi
realizado por meio de caminhadas aleatdrias pelo Campus durantes os primeiros meses do ano de
2023, para acompanhamento fenologico. Apds o florescimento, os materiais vegetativo e
reprodutivo foram coletados, herborizados e identificados utilizando o sistema APG IV (2016).
Além disso, foi confeccionada uma exsicada, que serd utilizada como individuo testemunho, a
ser depositada no Herbarium Uberlandense e o estudo foi registrado junto ao SISGEN (Sistema
Nacional do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado, cadastro
ADBCEDC), pois trata-se de um estudo de acesso ao patrimdnio genético.

Para o estudo fitoquimico, frutos maduros da espécie Schinus terebinthifolia Raddi foram
coletados e as analises ocorreram no Laboratorio de Botanica e Ecologia no Dominio Cerrado
(LABEC), da institui¢do supracitadas.

Ao analisar o potencial medicinal de uma espécie, ¢ relevante submeter o material vegetal
a diferentes tipos de extracdes, conseguindo-se, assim, uma extracdo mais potencializada de
compostos antioxidantes. Dessa forma, foram testados trés métodos de extragdo diferentes, sendo

eles o banho-maria, a maceragao ¢ o banho ultrassonico.



Extracoes

Em todos os métodos foram utilizados 0,1 g de material vegetal seco dos frutos maduros
para 50 mL de solvente. Os solventes escolhidos foram: para fenolicos totais, acetona 70%;
flavonoides, solugcdo contando etanol 70% e 20%, e acido acético 10%; e para atividade
antioxidante total, metanol 70%. A escolha dos solventes foi baseada na recomendac¢ao de cada
metodologia utilizada nessa analise.

A extragdo por banho-maria foi realizada em temperatura de até 60°C, durante 30 minutos,
enquanto a maceragdo foi conduzida por 24 horas e na extragdo em banho ultrassdnico modelo
BioWash STD, sem aquecimento, a amostra foi submetida as ondas ultrassonicas durante 30

minutos.

Compostos fenolicos

Para a determinacao dos compostos fenodlicos totais foi utilizado o método de Folin —
Ciocalteau com modificagdes (Singleton; Rossi, 1965). A partir dos extratos, aliquotas de 20 pL
foi homogeneizada com 150 pL do reagente de Folin — Ciocalteau, adicionado 600 pL de
carbonato de so6dio 15% e o volume completado até 4 mL com agua destilada. Apds 45 minutos
de incubagdo, a absorbancia da solucdo sera verificada a 760 nm em espectrofotometro UV-
Visivel. A quantificacdo do teor de fendis foi realizada em triplicata com base em curva de
referéncia de 4cido galico e expresso em mg de fendis (equivalente de 4cido galico) g'!. M.S.™!,
utilizando como referéncia uma curva padrio de 4cido galico (y = 0,0331x - 0,0143; R? =

0,9985).

Flavonoides

A quantificacdo de flavonoides totais foi conduzida de acordo com o método
espectrofotométrico adaptado de Santos e Blatt (1998) e AWAD, JAGER e WESTING (2000). A
partir dos extratos, 4 mL foram homogeneizados com 200 pL de cloreto de aluminioa 10% e o
volume completadoa 5 mL com é4cido acético 10%. A absorbancia foi verificada apds 30 minutos

a 425 nm em espectrofotdmetro UV-Visivel. O teor de flavonoides totais foi determinado em



comparagdo com a curva de referéncia de quercetina e expresso em mg de flavonoides

(equivalente de quercetina) g-'.M.S."! (y = 0,1353x+0,02885; R? = 0,988).

Atividade antioxidante total

O método de determinagdo da atividade antioxidante total foi através da capacidade dos
antioxidantes presentes na amostra em capturarem o radical livie DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidraliza) (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER e BERSET, 1995; SANCHEZ-MORENO,
LARRAURI, e SAURA-CALIXTO, 1998). O procedimento do ensaio foi realizado de acordo
com o método descrito por Mensor et al. (2001). A partir dos extratos foram realizadas as reagdes
nas concentragdes de 5, 10, 50, 125 e 250 pg.mL!' em um volume final de 2,5 mL utilizando
solu¢do de DPPH a 0,3 mM em metanol 70%.. A amostra foi preparada, em cada concentracao,
com aliquotas de 2,5 mL de extrato e adicionado 1 mL de solugao de 0,3 mM DPPH, obtendo-se
um volume final de 3,5 mL em cada concentracdo. As dilui¢des foram mantidas em repouso em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 30 minutos. A leitura de absorbancia das amostras
foi realizada a 518 nm em espectrofotometro UV-Visivel. O branco foi preparado com 2,5 mL do
extrato, nas diferentes concentragoes, e 1 mL de metanol 70%, somando também um volume
total de 3,5 mL.O controle foi preparado com 1 mL de solu¢do de 0,3 mM DPPH e 2,5 mL de
metanol 70%.

A leitura obtida foi convertida em porcentagem de atividade antioxidante (%AAO),
usando a seguinte formula:

%AAO =100 — [(ABSamostra — ABSbranco) x 100] / ABScontrole
Onde:

AAQO% = Percentual de Atividade Antioxidante
ABSamostra = leitura da amostra
ABSbranco = leitura do branco

ABScontrole = leitura do controle

A curva de regressao



Apds a leitura, foi construida a curva de regressdo utilizando as concentragdes das
amostras (5, 10, 50, 125 e 250 pg. mL'") e suas respectivas porcentagens de atividade
antioxidante (%AAQ), obtendo-se assim a equagdo da reta. Usando o “Microsoft Excel”, a partir
da curva de regressao, plotando-se na abscissa as concentragdes das amostras (5, 10, 50, 125 e
150 pg. mL+) e na ordenada, a propor¢do da atividade antioxidante (%AAQO), a equacdo da reta
(y = ax+b) foi obtida e sua resolugdo (substituindo y por 50) resultou no valor de CEso, que se
refere a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentragao inicial de DPPH em
50%. A partir deste valor foi avaliada a capacidade da amostra em sequestrar o radical livre
DPPH, expressando assim seu potencial antioxidante, sendo mais eficiente quando o extrato
apresenta menor CEso (Souza et al., 2007).

Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica inferencial por meio da analise de
variancia, utilizando o programa computacional SISVAR (Ferreira, 2014) e quando significativa,

as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados fitoquimicos apresentados nas Tabelas 1 e 2, demonstram os teores médios
de compostos fenolicos, flavonoides totais e capacidade antioxidante da pimenta rosa em trés
diferentes métodos de extracgao.

Ao analisar o teor de compostos fendlicos totais (tabela 1), observa-se que o método mais
eficaz foi o banho-maria (39,47 mg EAG.g"'. M.S™!), seguido da maceragdo por 24 horas (27,59
mg EAG.g'. M.S). Por outro lado, a extragio por banho ultrassénico mostrou resultado
significativamente menos expressivo para compostos fendlicos totais (10,52 mg EAG.g™!. M.S™).

De maneira geral os resultados indicam maior eficiéncia na extragdo por banho-maria
para compostos fenolicos, enquanto a extragdo por banho ultrassénico foi mais eficaz na extragao
de flavonoides (8,92 mg EQ.g'. M.S™"), em comparagio aos demais métodos, banho-maria (3,61
mg EQ.g . M.S™!), seguido de maceragdo (2,26 mg EQ.g"'. M.S™"). Para os métodos com menor
presenca de flavonoides, pode ser explicado pela presenca de outros compostos na quantificagdo

dos compostos fenolicos, como cumarinas e acidos fendlicos (Farisco e Rezende, 2019).



O equipamento de banho ultrassonico emerge como uma alternativa sustentavel para o
processo de extracdo, uma vez que a geracao de cavitagdes possibilita extragdes em temperatura
ambiente com tempos reduzidos (Altemimi et al., 2017).

Essa discrepancia do teor de flavonoides encontrada no método de banho ultrassonico,
pode ser explicada pelo processo de cavitagcdo, conforme demonstrado por Meregalli (2017),
onde a formacao de bolhas de gis aumenta a permeabilidade da parede celular, permitindo maior
entrada de solvente, enquanto o calor liberado pelas bolhas aumenta a solubilidade, resultando
em maior eficiéncia na extragdo. Esses fatores podem justificar a diferenca nos resultados das
diferentes metodologias para flavonoides, destacando a superioridade do banho ultrassonico,
conforme mostrado na Tabela 1.

Os flavonoides constituem uma das maiores classes de compostos fendlicos e muitos
efeitos antioxidantes t€m sido atribuidos a eles (Wang et al., 1998). Apesar do maior valor de
fenolicos ter sido evidenciado em extragdo por banho-maria, os teores de flavonoides,
demonstrados na Tabela 1, registram maiores valores nos métodos banho ultrassonico, sendo por

tanto este o melhor método para concentragao de flavonoides.

Tabela 1. Teor de compostos fendlicos totais, expressos em mg EAG.g"'. M.S"!, e flavonoides
totais, expressos em mg EQ.g"'. M.S™!, na espécie Schinus terebinthifolia Raddi, ocorrente no
Campus Pontal, Ituiutaba, Minas Gerais

Método de Extracao Fenolicos totais' Flavonoides totais!
Maceracio 24h 27,59 + 0,63° 2,26 £0,09¢
Banho-maria 39,47 + 1,192 3,61 +0,08°
Banho ultrassonico 10,52 £ 0,46° 8,92 +0,09?

CV (%) 3,71 1,18

I Médias seguidas de diferentes letras, na coluna, que diferem significativamente entre si, pelo teste Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade de erro. + Desvio Padrio.

A atividade antioxidade pode ser definida como uma propriedade da célula em remover
radicais livres formados por processos oxidantes. Os agentes oxidantes formam as espécies
reativas de oxigénio (ROS) que sdao moléculas quimicamente reativas derivadas do oxigénio.
Existem evidéncias de que o acumulo de ROS nos sistemas bioldgicos causa danos oxidativos

para os tecidos, afetando a integridade e fungao das células (Zhao et al., 2005).



O método de analise da atividade antioxidante utilizado foi o DPPH, um radical livre,
descrito por Mensor et al. (2001), sendo possivel mensurar a capacidade do extrato vegetal de
neutralizar o radical DPPH. Assim, quanto maior o % de reducdo de DPPH, maior ¢ a atividade
antioxidante. De maneira geral, ndo houve diferenca significativa na atividade antioxidante dos
trés métodos de extracdo. Entretanto, banho ultrassonico (96,1 %AAO), seguido do banho-maria
(95,7% %AAQO), apresentaram maiores percentuais de atividade antioxidante, em comparacao
com a maceragao (94,0 %AAO).

Outra forma de expressar os resultados da atividade antioxidante ¢ através da
concentragdo eficiente (CEso), que representa a quantidade de antioxidante necessaria para
decrescer a concentragdo inicial de DPPH em 50%, onde, de acordo com Souza et al. (2007),
quanto menor o CEso, maior ¢ atividade antioxidante. Dessa forma, pode-se observar na Tabela 2,
que os métodos de extragdo que apresentaram menor CEso e consequentemente maior atividade
antioxidante, foi o banho ultrassénico (6,2 g.mL), seguido de banho-maria (9,7 g.mL™'),
seguindo o mesmo padrdo do %AAOQO. Isso significa que com menor concentracao de extrato,
obtido pelo método ultrassonico, € possivel obter igual atividade antioxidante quando se compara
com os métodos banho-maria e maceragao.

Antioxidantes sdo compostos que inibem ou atrasam a oxidacao de outras moléculas pela
inibicdo da iniciacdo ou propaga¢do em cadeia de reagdo de oxidacdo e diversas moléculas
podem ser consideradas antioxidantes, como vitamina C, carotenoides, substancias fendlicas,

dentre elas os flavonoides (Tepe et al., 2007).

Tabela 2. Atividade antioxidante de Schinus terebinthifolia Raddi em diferentes métodos de
extragio, expressos em CEso, em g.mL!; e decréscimo do DPPH, em percentual

Método de Extracio % Reducio DPPH (AAO) NS CEs)™S
Maceracio 24h 94,0 £ 0,63 13,6 +2.4
Banho-maria 95,7+ 1,19 9,7+1,2
Banho ultrassonico 96,1 + 0,46 6,2+0,4

NS Nio significativo, na coluna, pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. + Desvio Padrio.

No presente trabalho, a atividade antioxidante encontrada pode ser atribuida, em parte,

aos compostos analisados, como os fendlicos totais e flavonoides, uma vez que, diversos autores



descrevem as substincias fendlicas como principais agentes antioxidantes encontrados em
Schinus terebinthifolia Raddi. Muitos desses efeitos antioxidantes sao atribuidos a presenca dos
compostos fenodlicos (Clemente, 2006).

Por fim, esses resultados sugerem que os métodos de extracdo mais eficazes foram
banho-maria para compostos fenolicos e ultrassdnico para compostos flavonoides, por
preservarem melhor os compostos responsaveis pela atividade antioxidante da Schinus
terebinthifolia Raddi, destacando a importancia dessas técnicas na obten¢do de extratos com

potencial terapéutico.

CONCLUSAO

Com este trabalho ¢ possivel concluir que a atividade antioxidante de Schinus
terebinthifolia Raddi foi mais expressiva utilizando os métodos de extragdo mais eficazes, o
banho-maria para compostos fenolicos e o banho ultrassonico para flavonoides. A comparagao
entre os métodos de extragdo ressaltou a importancia da utilizagdo de diferentes técnicas para a

preservacao dos compostos responsaveis pela atividade antioxidante da planta.
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