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EVALUATION OF THE ANTIOXIDANT POTENTIAL OF PLANT EXTRACTS OBTAINED BY SUPERCRITICAL FLUID
EXTRACTION. The aim of this work was to evaluate the antioxidant properties of ginger and rosemary extracts, obtained by
supercritical extraction. The extracts were characterized by HPLC, GC-MS, phenolic compounds content and antioxidant activity.
The main active compounds were identified and high content of phenolic compounds was observed. The extracts presented high
antioxidant activity against the free radicals ABTS™ (350 and 200 mM Trolox/g, for ginger and rosemary, respectively) and DPPH*
(145 and 80 mM Trolox/g, for ginger and rosemary, respectively). These results suggested that the attained extracts are potential
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substitutes of synthetic antioxidants used in chemical, food and pharmaceutical industries.

Keywords: active plant extracts; supercritical fluid extraction; antioxidant activity.

INTRODUCAO

Os recursos naturais continuam sendo importantes fontes de subs-
tancias e precursores com grande potencial terapéutico, nao apenas
pelo grande niimero de espécies vegetais com propriedades medici-
nais inexploradas, mas principalmente pela variedade de metabdlitos
primdrios e secunddrios por elas sintetizados. Uma porcentagem
considerdvel da populacio que vive em paises em desenvolvimento
faz uso da medicina tradicional, incluindo as plantas medicinais nos
cuidados primdrios da satde.'

A busca de novos agentes farmacologicamente ativos, através
da triagem de fontes naturais, tem levado a descoberta de muitos
farmacos uteis clinicamente e que desempenham um importante
papel no tratamento de vérias doencas. Especificamente na terapia
de enfermidades infecciosas e do cancer, estima-se que mais de 75
e 60%, respectivamente, dos farmacos atualmente empregados siao
derivados de fontes naturais,>* sendo muito deles compostos com
atividade antioxidante que podem agir em diversos niveis da seqiiéncia
oxidativa nos sistemas biolégicos.**

A familia Labiatae compreende 150 géneros com aproxima-
damente 3500 espécies, nativas principalmente do Mediterraneo,
embora algumas tenham origem na Austrilia, Sudoeste da Asia e
América do Sul. As principais espécies desta familia sdo o alecrim,
a sélvia, o orégano, o tomilho, o manjericdo, a manjerona e a menta.
Dentre estas espécies, os extratos ativos de alecrim e sdlvia tém sido
os mais estudados nos ultimos anos. Antropologistas e arqueologistas
tém encontrado evidéncias do uso do alecrim como planta medicinal
desde a época do Egito antigo.®

As propriedades antioxidantes dos extratos de alecrim (Rosma-
rinus officinalis Labiatae) tém recebido considerdvel atencdo nos

*e-mail: paulorosa@igm.unicamp.br

altimos anos. Na inddstria de alimentos, seus efeitos antioxidativos
tém se mostrado superiores aos do antioxidante sintético BHA e
semelhantes aos do BHT. Comercialmente, tem sido usado em com-
binacdo com tocoferdis, observando-se sinergismo entre o alecrim e
o a-tocoferol (o extrato de alecrim regenera o tocoferol). O alecrim
também tem demonstrado efeito sinérgico com o 4cido citrico e com
o antioxidante BHA.”

O potencial terapéutico dos extratos de alecrim e de seus princi-
pais componentes tem sido pesquisada por vérios grupos de pesquisa.
Entre as principais atividades bioldgicas dos extratos organicos de
alecrim destacam-se os efeitos antimicrobiano,*'? antibacteriano,**!!
anti-reumadtico,*!? antiinflamatério,*!* anticarcinogénico e antimu-
tagénico,'* antiangiogénico," hepatoprotetor, diurético, mucolitico,
anticonvulsivo e estimulante,'® antitumoral'’ e antioxidante.%'!!8-20

A atividade antioxidante dos extratos de alecrim € atribuida prin-
cipalmente a presenga de compostos fendlicos, volateis e ndo volateis,
como os flavondides, os dcidos fendlicos e os diterpenos fendlicos,?!?
tais como o 4cido carndsico e o carnosol (hidroféobicos) e o 4cido ros-
marinico e o rosmanol (hidrofilicos),” sendo que mais de 90% desta
atividade € atribuida aos compostos hidrofébicos, principalmente ao
dcido carnésico® (Figura 1) . Contudo, este 4cido € bastante instdvel
e sua degradac@o leva a formagdo de carnosol (metil éster do dcido
carnésico), que se degrada, por sua vez, em rosmanol, epirosmanol e
7-metilrosmanol. 2
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Figura 1. Estrutura quimica do dcido carndsico, principal composto antio-
xidante dos extratos ativos de alecrim
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O gengibre (Zingiber officinale Roscoe) pertence a familia Zingi-
beraceae, a qual se distribui amplamente na regido sudoeste da Asia e
do Arquipélago Malaio, incluindo mais de 1200 espécies distribuidas
em 53 géneros. O género Zingiber inclui ainda aproximadamente 85
espécies.” As plantas desta familia, em geral, apresentam grandes
quantidades de ingredientes pungentes e no caso especifico do gen-
gibre, os compostos responsaveis pela pungéncia sdo principalmente
os gingerdis. Estes compostos e em especial o 6-gingerol (Figura 2),
sdo também os componentes mais ativos neste tipo de extrato.??
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Figura 2. Estrutura quimica do principal composto ativo presente no extrato
de gengibre (6-gingerol)

O gengibre € uma especiaria amplamente usada ha vérios sécu-
los na medicina tradicional para aliviar sintomas como inflamagao,
doencas reumaticas e desconfortos gastrintestinais.?®*° Seus extratos
e seus principais compostos pungentes, os gingerdis, t&ém mostrado re-
centemente variada atividade bioldgica, incluindo efeito como agentes
antineopldsicos,?*3! antiespasmddicos e antieméticos,* inibidores
de enzimas,* anti-hemorragicos,* antifingicos,* inibitérios da sinte-
se de oxido nitrico,* protetores de células neurais,* anti-reumadticos,*’
microbicidas,'? antiinflamatérios e antioxidantes.364048-50

De modo geral, os trabalhos presentes na literatura descrevem
vérios estudos relacionados com as principais atividades apresentadas
pelos extratos ativos de alecrim e gengibre e seus principais compos-
tos, mostrando que apesar dos mecanismos biol6gicos pelos quais os
principais componentes dos extratos ativos destas plantas manifestam
seus efeitos nos sistemas celulares ndo terem sido ainda completa-
mente elucidados,?®* existe um grande interesse na utiliza¢do deste
tipo de compostos, principalmente do ponto de vista terapéutico.

A qualidade do extrato de plantas ¢ muito influenciada pela meto-
dologia de extracdo utilizada. Esta extragdo, a partir de produtos natu-
rais, pode ser realizada por arraste a vapor, extragdo por solventes e,
mais recentemente, por extracio com fluidos supercriticos (EFSC).

Os 6leos essenciais de plantas possuem alto valor agregado; entre-
tanto, sdo compostos de uma mistura complexa de substancias, muitas
delas facilmente termodegradaveis. O fracionamento convencional de
6leos essenciais em destiladores a vacuo pode levar a decomposicio
destes constituintes termolabeis, e 0 aquecimento prolongado em con-
tato com a dgua pode conduzir a hidrdlise de ésteres, polimerizagao
de aldeidos ou a decomposi¢do de outros compostos.

A extracdo por solventes tem como principais desvantagens o
fato dos solventes cldssicos serem geralmente pouco seletivos e sua
eliminagdo aumentar os custos energéticos e os riscos de perda dos
compostos voldteis.

As questdes relacionadas ao desenvolvimento econdmico e indus-
trial através do uso de técnicas que evitem ou minimizem os danos
ao meio ambiente t€m sido bastante discutidas nos dltimos anos.
Processos que empregam como solvente de extracdo gases a altas
pressdes (sendo o diéxido de carbono o exemplo mais importante),
ou fluidos pressurizados (como a dgua, usada em reagdes de hidré-
lise), sdo genericamente denominados de tecnologia supercritica, e
classificados como processos tecnoldgicos limpos.

As altas solubilidades, taxas de transferéncia de massa e seleti-
vidade fazem da extragdo por tecnologia de fluido supercritico uma
metodologia bastante atrativa. A seletividade do processo de extragido
depende principalmente da densidade do solvente supercritico, a qual
pode ser alterada pela varia¢do das condi¢des do processo. O baixo calor
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latente de evaporag@o no processo e a alta volatilidade dos solventes
permitem obter extratos ativos isentos de residuos téxicos e com uma
qualidade final elevada quando comparados aos produtos obtidos por
técnicas convencionais. Além disto, a extracdo levada a cabo a baixas
temperaturas preserva os produtos termicamente degraddveis.”!

Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo avaliar as
propriedades antioxidantes de extratos ativos de alecrim e gengibre
obtidos por extra¢do com fluidos supercriticos, visando suas aplica-
¢des nas industrias quimicas, farmacéuticas e de alimentos.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) organico foi obtido de duas
diferentes fontes, o Instituto Agroflorestal Bernardo Hakvoort do Parand
e o Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), em Sdo Paulo, Brasil.
O gengibre organico (Zingiber officinale R.) foi obtido da Fazenda
Experimental Lageado da Universidade Estadual Paulista (UNESP)
de Botucatu. O padrio de dcido carnésico (com pureza minima de
93%) foi obtido da A.G. Scientific, Inc. (EUA). Os gases (CO, e hélio)
utilizados foram obtidos da White Martins, Brasil (99,8% de pureza).
Acetona, metanol, etanol e dcido fosférico, todos grau p.a., foram
obtidos da Synth (Brasil). Acetonitrila, grau CLAE, e o reagente de
Folin-Ciocalteau foram obtidos da Merck (Alemanha). Os radicais
ABTS" e DPPH’, 4cido gélico, diazometano e persulfato de potdssio
foram obtidos da Sigma Chemical Company (EUA). Utilizou-se Trolox
(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) da Aldrich
Chemical Co. (EUA) como antioxidante de referéncia. A dgua utilizada
foi destilada e purificada em sistema Milli-Q da Millipore (Brasil).

Métodos

Obtengdo dos principios ativos por extragdo com fluidos
supercriticos (EFSC)

A extragdo supercritica foi realizada em uma unidade Spe-ed
SFE da Applied Separations modelo 7071 (Allentown, PA, EUA),
consistindo de uma coluna de extracdo de ago inoxiddvel da TharDe-
signs (Pittsburg, EUA), que possui um volume de 3.10 m?, didmetro
interno de 0,0545 m e altura de 0,1286 m.

A coluna, empacotada com o material vegetal seco e moido, foi
colocada no interior de um controlador de temperatura e, apds atingir
o equilibrio térmico, foi pressurizada com CO, até atingir a pressao
requerida. Uma vez atingido este valor, a vdlvula micrométrica na
saida da coluna foi aberta, para admissdo de CO, na vazdo desejada. A
extracdo foi mantida pelo tempo requerido, sendo os extratos coletados
em frascos ambar, purgados com hélio e mantidos a 0 °C para evitar a
perda dos compostos voldteis. A extragdo supercritica do gengibre foi
realizada a uma pressio de 30 MPa, 30 °C de temperatura e 1,42.10*
kg/s de vazdo de CO,.” As extracdes das amostras de alecrim foram
realizadas a 25 MPa, 40 °C e 1,13.10* kg/s de vazdo de CO,.”

A densidade aparente (p ) do leito de particulas foi calculada
usando-se o volume total da célula de extragcdo e a massa total de
alecrim necessdria para empacota-la. O rendimento das extra¢des foi
determinado pela razdo entre as massas de extratos e das matérias-
primas utilizadas em cada extragdo, multiplicada por 100.

Caracterizagdo dos extratos ativos por cromatografia gasosa e
espectrometria de massas (CG-EM)

As andlises por CG-EM dos extratos de alecrim e gengibre foram
realizadas em cromatégrafo gasoso (Varian Start, modelo 3600 CX)
usando como detector um espectrometro de massas (Varian-Saturn
GC/MS/MS, modelo 2000), equipado com uma coluna Varian CPWax
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58 FFAP-FS (25 m x 0,25 mm x 0,2 mm). A temperatura do injetor foi
mantida a 250 °C. O gradiente de temperatura foi programado para
manter uma temperatura inicial de 50 °C por 5 min, seguido de uma
rampa de temperatura de 10 °C/min até 220 °C, mantendo o injetor
e a interface em condi¢des isotérmicas por 38 min. Hélio foi usado
como gas de arraste, com um fluxo de 1 mL/min (8 psi).

As solucdes dos extratos e do padrio de 4cido carnésico, previamente
derivatizados com diazometano (30 min a 0 °C) e dissolvidos em acetona
(1 L), foram injetadas manualmente em modo split, com divisdo de fluxo
de 1:100. A ionizacao foi realizada por impacto de elétrons com energia
de fragmentac@o de 70 eV e temperatura de captura do fon de 170 °C.
Os espectros de massas foram obtidos em uma faixa de 35 a 650 m/z a
1 ciclo/s. Os principais compostos antioxidantes dos extratos, 6-gingerol
e dcido carndsico para o gengibre e o alecrim, respectivamente, foram
identificados em func@o do tempo de retencdo e suas correspondentes
massas moleculares. Os resultados foram processados através do pro-
grama Varian WS versdo 6 (MSWS, Varian, USA).

Caracterizagdo dos extratos ativos por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE)

As andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
foram realizadas usando um equipamento Waters 1525 com detector
de arranjo de diodos (DAD 2487, Waters) e injetor Rheodyne com
al¢a de amostra de 20 pL, acoplado a um computador com software
Breeze, versdo 3.2 (Waters Breeze System). As andlises cromato-
gréficas foram realizadas utilizando-se uma coluna de fase reversa
Symmetry® C18 (4,6 x 150 mm) com particulas de 5 um (Waters,
Irlanda). As separag¢des dos compostos foram realizadas em modo
isocratico e as fases moveis utilizadas foram metanol:H,O (70:30)
a 1,2 mL/min para o extrato de gengibre e acetonitrila:H,O:H,PO,
(65,5:34,9:0,02) a 1,5 mL/min para o alecrim, ambas a 25 °C. Os
cromatogramas obtidos foram processados a 230 e 282 nm para os
extratos de alecrim e gengibre, respectivamente.

A concentragdo de 4cido carndsico (CA) nos extratos de alecrim
foi determinada a partir de uma curva de calibrag¢do do padrao externo
em uma faixa de 0 a 0,1 mg/mL. Todas as analises foram realizadas
no minimo em duplicata.

Concentragdo de fendis totais dos extratos ativos

A andlise dos teores fendlicos totais dos extratos ativos foi reali-
zada por método espectrofotométrico, utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteau, a partir da metodologia descrita por Kim e colaboradores.>*
Inicialmente, uma aliquota de 9 mL de dgua destilada foi adicionada
a um baldo volumétrico de 25 mL. Em seguida, 1 mL de amostra e 1
mL do reagente de Folin-Ciocalteau foram adicionados ao baldo. Apds
5 min, foram adicionados 10 mL de uma solugéo de Na,CO, a 7%,
completou-se o volume com dgua destilada e apés 90 min de reacio
no escuro, a temperatura ambiente, a absorbancia foi medida a 765
nm. Uma curva de calibrag@o de 4cido gélico como padrio externo foi
obtida nas mesmas condi¢des e os resultados foram expressos em mg de
fendlicos totais como equivalente de dcido gélico por g do extrato (mg
AG/g) (EAG). As andlises foram realizadas no minimo em triplicata.

Avaliagdo da atividade antioxidante por reagdo in vitro com o
radical ABTS**

A atividade antioxidante dos extratos ativos foi também avaliada
através da atividade redutora frente ao radical ABTS™, o cation do
dcido 2,2’-azinobis-(3-etil-benzotiazolino-6-sulfonico), a partir da
metodologia descrita por Re e colaboradores.® O radical ABTS™*
foi obtido pela reagdo de ABTS (7 mM, concentragdo final) com
persulfato de potdssio (2,45 mM, concentragdo final) ap6s um periodo
de 12 a 16 h a temperatura ambiente, no escuro. O radical formado
foi diluido com etanol até absorbancia de 0,7 (x0,02) a 734 nm. Em
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2 mL do radical ABTS**, previamente diluido, adicionou-se 20 uL
de extrato, dissolvido em etanol, e a solugdo foi sonicada por 30 s.
Ap6s 10 min de reag@o no escuro, foi efetuada a leitura da absor-
bancia (750 nm). A atividade das amostras foi determinada através
de uma curva de calibragido obtida com o antioxidante sintético de
referéncia, Trolox (andlogo a vitamina E), analisado nas mesmas
condicdes. Os resultados obtidos, no minimo em triplicata, foram
expressos como capacidade antioxidante dos extratos equivalente a
do Trolox (CAET).

Avaliagdo da atividade antioxidante por reagdo in vitro com o
radical DPPH’

A metodologia para avaliagdo do potencial antioxidante desen-
volvida por Brand-Willians e colaboradores* baseia-se na reducdo da
absorbancia do radical DPPH" (2,2-Difenil-1-picril-hidrazilo) a 515
nm pela acdo de compostos redutores de radicais livres. Diferentes
aliquotas dos extratos ativos dissolvidos em etanol, com concentracio
de 2,46 e 3,14 mg/mL, para gengibre e alecrim, respectivamente, fo-
ram adicionadas a 3 mL de uma solucdo metandlicade DPPH'a 6.107
mol/L. As amostras foram sonicadas por 30 s e apds 30 min de reacéo
no escuro foram realizadas as leituras de absorbancia. Os resultados
obtidos, no minimo em triplicata, foram expressos como capacidade
antioxidante dos extratos equivalente a do Trolox (CAET) e através
do valor EC, , definido como a quantidade de extrato necessdria para
decrescer a concentragdo inicial de DPPH' em 50%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A escolha da matéria prima vegetal com certificacdo organica
visou a obteng¢do de extratos ativos isentos de residuos agrotoxicos,
com uma qualidade superior aos produtos obtidos a partir de fontes
ndo orgdnicas ou convencionais € com maior potencial industrial,
principalmente nas dreas farmacéuticas e biotecnoldgicas.

Os resultados da extracdo supercritica dos extratos de alecrim e
gengibre (Tabela 1) mostram que houve um maior rendimento massico
para o extrato de alecrim do Parand, seguido do extrato de alecrim de
Sdo Paulo e por tltimo, o extrato de gengibre. Geralmente os valores
de rendimento de extratos destes tipos de plantas variam de 2 a 4%,
chegando a valores de até aproximadamente 5% em processos realiza-
dos em condi¢des mais drdsticas de pressdo e temperatura.> Os valores
obtidos para as extracdes de alecrim mostram concordancia com os
valores reportados por Carvalho e colaboradores,” de aproximada-
mente 3%, nas mesmas condic¢des testadas neste trabalho. Apesar do
rendimento mdssico de gengibre ter sido menor, este valor foi similar
aos obtidos por Zancan e colaboradores™ (1,93 a 2,65%) no estudo em
que avaliaram a influéncia das condi¢des da extracdo no rendimento
massico final de extratos desta planta.

Tabela 1. Resultados dos processos de obtencdo dos extratos ativos
de alecrim e gengibre por tecnologia de fluido supercritico

Material Vegetal Massa (g) A:;:;i:iijm ﬁ;g:;ge(n%o)
Gengibre 191,32 637,73 2.4
Alecrim (Parana) 104,97 349,90 34
Alecrim (Sao Paulo) 102,53 341,77 29

Os extratos de alecrim e gengibre obtidos por extrag¢@o supercri-
tica foram primeiramente caracterizados por CG-EM, com o objetivo
de identificar principalmente a presenga de 6-gingerol no extrato de
gengibre e de 4cido carndsico nos extratos de alecrim. Os resultados
dos cromatogramas obtidos para cada amostra sdo apresentados nas
Figuras 1S, 2S e 3S do Material Suplementar.
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A anilise do extrato de gengibre (Figura 1S) foi dificultada pela
indisponibilidade do padrdo de 6-gingerol, entretanto, um pico com
tempo de reten¢@o de aproximadamente 15,6 min correspondeu a um
fon am/z 294 e a andlise das provaveis fragmentacdes do fon mostra a
presenca de 90% dos possiveis fragmentos que poderiam ser obtidos
para este composto. Quando comparados os cromatogramas obtidos
por CLAE para o extrato de gengibre (Figura 3) com os resultados
das andlises cromatograficas do trabalho desenvolvido por Balladin e
colaboradores,” verifica-se que houve correspondéncia entre o tempo
de reten¢do relatado para o composto 6-gingerol e o obtido neste
trabalho. Os autores reportaram um tempo de retencao para a andlise
do composto 6-gingerol de 4 min, discretamente superior ao tempo de
retencgio aqui determinado (3,9 min). A partir da andlise das dreas dos
picos, pode-se concluir que a concentragdo do composto 6-gingerol
no extrato de gengibre produzido corresponde a aproximadamente
46% da drea total dos picos referentes a diversidade de compostos
do extrato, detectados a 282 nm.
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Figura 3. Perfil cromatogrdfico obtido para o extrato de gengibre pela
andlise por CLAE

Para as andlises dos extratos de alecrim, uma comparagdo dos
correspondentes cromatogramas e seus espectros de massa com o
padrdo de dcido carndsico sugeriu a presenca deste composto an-
tioxidante em ambos os extratos, uma vez que fracdes com tempo
de retencdo de 40 min e fon molecular a m/z 332 foram observadas
nos cromatogramas obtidos para ambos os extratos. Além disso, a
presenga deste composto antioxidante foi confirmada também por
CLAE. Os cromatogramas obtidos para os extratos ativos de alecrim
do Parand e de Sao Paulo por esta metodologia sdo mostrados nas
Figuras 4 e 5, respectivamente.

Os resultados das andlises mostraram que os extratos obtidos de
alecrim estdo constituidos por 23,21 + 0,54 e 44,94 + 0,47 mg de
acido carndsico por grama de amostra, para os extratos do Parand
e de Sao Paulo, respectivamente, sendo que este dltimo apresenta
quase o dobro da concentragdo de dcido carndsico apresentada pelo
extrato do Paran4.

Similarmente ao que ocorre com outras plantas, a composi¢do e
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Figura 4. Perfil cromatogrdfico obtido para o extrato de alecrim do Parand
pela andlise por CLAE
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Figura 5. Perfil cromatogrdfico obtido para o extrato de alecrim de Sdo Paulo
pela andlise por CLAE

concentracio de principios ativos dos extratos de alecrim pode apre-
sentar grandes diferengas segundo sua origem, espécie, variedade,
controle genético, fase de desenvolvimento durante a colheita, estimu-
los proporcionados pelo meio como, por exemplo, fatores climaticos,
edéficos (relacionados com o solo), exposi¢do a microrganismos,
insetos e outros herbivoros, poluentes e tipo de processamento pés-
colheita. Dentre os fatores climdticos, destacam-se o fotoperiodo
(nimero de horas de luz por dia), a temperatura e o estresse hidrico
(deficiéncia de dgua no solo). Todas estas caracteristicas fornecem
propriedades organolépticas caracteristicas como pungéncia e
amargor, de maneira particular a cada planta aromatica, podendo
determinar em algumas espécies a concentracdo de determinado
principio ativo, o que dificulta generalizar os resultados referentes a
composicado destes tipos de materiais.***

No estudo realizado por Petersen e Simmonds®! comprovou-se
que a concentragdo do dcido rosmarinico no alecrim pode estar re-
lacionada com os mecanismos de defesa da planta, principalmente
contra patégenos e herbivoros.

Celiktas e colaboradores® obtiveram valores de concentracdo de
dcido carndsico de 5,0 a 115,5 mg/g de extrato dependendo da regido
e da época do ano em que as amostras de alecrim foram coletadas.
Segundo os autores, meses frios ndo favorecem o actimulo deste
acido. Estes fatos podem ter influenciado a concentragdo de dcido
carndsico no extrato do Parand.

As variagdes na concentragdo do dcido carndsico também podem
ter sido influenciadas por outros fatores, como a temperatura de seca-
gem do material vegetal. O material vegetal de Sdo Paulo, obtido ainda
fresco, foi seco a temperatura ambiente, diferentemente do material
obtido do Parana, que foi seco em forno a 40 °C no Instituto produtor
do mesmo. Poucos estudos tém sido realizados a respeito dos efeitos
do processo de secagem na qualidade e quantidade de extratos de
plantas.®® No estudo realizado por Medsen e Bertelsen,’ 0 aquecimento
do material vegetal resultou na redugdo da atividade antioxidante da
maioria dos extratos ativos devido, principalmente, as rea¢des dos
compostos fendlicos com outras substancias. No estudo realizado por
Jaganmoham e colaboradores,* o processo de secagem de alecrim a
45 °C resultou na perda de 7,25% dos compostos voldteis.

Thorsen e Hildebrandt* relataram que a qualidade como antioxi-
dante e os precos de extratos comerciais de alecrim estdo altamente
relacionados com a concentracdo, primeiramente, de dcido carndsico
e, em segundo lugar, com o contetdo total de compostos fendlicos.
Contudo, no extrato comercial de alecrim Herbor (P31) comercializa-
do pela companhia FIS S.A. (Chatel-St-Denis, Suica), foi encontrado
2,2% de acido carndsico.® Com base nestes resultados, os extratos
de alecrim aqui analisados, contendo 2,3 e 4,5% de 4cido carnésico
quando provenientes dos estados do Parand e de Sdo Paulo, respec-
tivamente, apresentariam, potencialmente, um alto valor comercial
do ponto de vista da sua atividade bioldgica.

Alguns estudos tém indicado que a capacidade antioxidante de
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Oleos voldteis e de extratos orgdnicos de plantas estd diretamente
relacionada com o contetdo total de compostos fendlicos deste tipo
de amostra.®

As concentracdes de compostos fendlicos totais dos extratos, de-
terminadas usando o reagente de Folin-Ciocalteu, estdo apresentadas
na Figura 6. Os resultados demonstram a presenga de altas concen-
tracdes de compostos fendlicos totais nos trés extratos organicos,
variando de 54,60 a 136,07 mg AG (equivalente em &cido gélico)
por grama de amostra. Diferencas entre os valores de fendis totais
foram observadas para os trés extratos ativos, inclusive entre os dois
extratos da mesma planta (alecrim), mas de diferentes origens. O
maior contetido em compostos fendlicos totais foi determinado para
o extrato ativo de gengibre.

-
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Figura 6. Concentragdo de compostos fendlicos totais nos extratos organicos.
Resultados: Média + DP

Chanwitheesuk e colaboradores®’ investigaram o contetido de
compostos fendlicos totais de extratos metandlicos de gengibre.
De acordo com seus resultados, os extratos apresentaram 0,601 mg
AG/g, inferiores aos valores aqui obtidos para o extrato de gengibre.
Os altos indices de compostos fendlicos encontrados nos extratos e
relatados no presente estudo podem estar relacionados a metodologia
de extracio empregada, considerando que a escolha da mesma visou
a otimizacdo da extracdo e recuperagdo dos principais compostos
fendlicos nos extratos ativos.

Mata e colaboradores® obtiveram valores de concentracdo de
compostos fendlicos em extratos aquosos e etandlicos de alecrim de
cerca de 58,4 e 73,5 mg AG/g, respectivamente, resultados similares
aos relatados neste trabalho. Valores superiores foram obtidos por
Celiktas e colaboradores,®” de 34,1 a 119 mg AG/g de extrato obtidos
por extragdo supercritica, dependendo da regido geografica e da época
de colheita do material fresco.

As atividades antioxidantes dos extratos ativos obtidos foram de-
terminadas através das curvas de calibra¢@o obtidas para o antioxidante
sintético Trolox, em uma faixa de concentragio de 0 a 15 uM (concen-
tracdo final) para o radical ABTS** e de 3 a 15 uM para o radical DPPH".
Uma comparagio entre as duas metodologias avaliadas mostra que o
radical ABTS™ € mais sensivel a presenga de compostos antioxidantes
e, desta forma, a porcentagem da inibi¢@o neste sistema é maior quando
comparada com a inibi¢do do radical DPPH'" nas mesmas concentracdes.
Apesar de ser uma excelente ferramenta para determinar a atividade antio-
xidante de compostos redutores e de ser aplicavel a sistemas hidrofilicos
e lipofilicos,” este método mostra uma baixa seletividade do radical na
reagdo com compostos doadores de hidrogénio.”

Os valores de atividade antioxidante dos extratos ativos de alecrim
e gengibre mostram a alta capacidade destes extratos de seqiiestrar
os radicais livres testados. Em relag@o ao radical ABTS™ os extratos
mostraram valores de CAET (mM/g) de 190,96 + 13,35; 231,51 +
11,90 e 352,47 + 28,21 para os extratos de alecrim do Parand, de
alecrim de Sao Paulo e de gengibre, respectivamente. Estes valores
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foram correspondentes aos obtidos pela redugdo do radical DPPH",
sistema no qual foram obtidos valores de CAET (mM/g) de 78,65
+2,18; 86,23 + 0,96 e 143,87 + 8,71 para o extrato de alecrim do
Parand, de alecrim de Sao Paulo e de gengibre, respectivamente. Estes
resultados podem ser visualizados através da Figura 7.
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Figura 7. Capacidade antioxidante dos extratos ativos de alecrim e gengibre,
expressos como CAET (capacidade antioxidante equivalente ao Trolox) e
coeficientes de eficiéncia EC, Resultados: Média = DP

Quando analisados os resultados, expressos como CAET, das and-
lises realizadas em ambos os ensaios, verifica-se que o extrato ativo
de gengibre apresentou a maior capacidade antioxidante, enquanto
o extrato de alecrim do estado de Parana foi o que mostrou menor
atividade redutora. Provavelmente este resultado esteja relacionado
com o maior conteido de compostos fendlicos neste tipo de extrato,
como discutido anteriormente. Zheng e Wang’' destacaram também
que, devido a diversidade e complexidade das misturas naturais de
compostos fendlicos nos extratos herbdceos, € dificil a caracterizacio
e comparagdo de suas atividades antioxidantes.

A partir da curva de calibrag@o obtida por regressao linear dos
valores de concentragdo do radical DPPH" e de suas absorbéncias a
515 nm, foram determinadas as porcentagens do radical remanescente
nas reacdes para varias concentracdes de extratos ativos e os coefi-
cientes de eficiéncia EC, (mg de extrato), definido como a quantidade
necessdria de extrato ativo para que a concentracao inicial do radical
DPPH' na rea¢@o diminua em 50%.

Os valores obtidos para os coeficientes de eficiéncia EC, dos extra-
tos de alecrim e gengibre sdo mostrados na Figura 7. Considerando-se
que quanto menor € o valor de EC, maior € a capacidade antioxidante
do material analisado, os resultados indicam novamente o extrato de
gengibre como o material com maior poder antioxidante. O maior valor
de EC, foi obtido para o extrato ativo de alecrim do Parand.

Os valores de CAET e EC, geralmente sdo considerados paré-
metros referentes a qualidade e reatividade dos extratos de plantas,
respectivamente, representando a quantidade de compostos redutores
de radicais livres presentes em cada amostra. Além disto, a capacidade
antioxidante pode estar também relacionada com a velocidade da reagio
redutora dos compostos. Desta forma, extratos com valores proximos
ou iguais de CAET e EC, podem ter valores de constantes cinéticas
diferentes, mostrando diferentes modos de acdo (rdpidos ou lentos).

CONCLUSOES
Os resultados obtidos indicam que a metodologia de extragio por

fluido supercritico (EFSC) permite obter extratos ativos com altos ni-
veis de concentragdo de compostos fendlicos e de compostos capazes
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de reduzir radicais livres. Os extratos de alecrim e gengibre obtidos
mostraram, através de ensaios in vitro, alta atividade antioxidante, o
que demonstra um grande potencial para atingir alto valor comercial
do ponto de vista da sua atividade bioldgica.

Dentre os extratos organicos obtidos, o extrato ativo de gengibre
apresentou o maior conteido de compostos fendlicos totais e, conse-
qiientemente, a maior atividade antioxidante. A adi¢io destes extratos
ativos pode evitar a deterioragdo oxidativa em vdrios sistemas através
da reducdo de radicais livres neles presentes, mostrando-se agentes
antioxidantes com alto potencial para serem utilizados inclusive
como substitutos de antioxidantes sintéticos nas inddstrias quimicas,
farmacéuticas e de alimentos.

MATERIAL SUPLEMENTAR

As Figuras 1S, 25 e 3S estao disponiveis, como material suple-
mentar, em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF,
com acesso gratuito.
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Figura 1S. Cromatograma obtido para o extrato de gengibre pela andlise de CG-EM
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Figura 2S. Cromatograma obtido para o extrato de alecrim do Parand pela andlise de CG-EM
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