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RESUMO

O géneroBaccharis compreende cerca de 500 espécies distribuidascpelmente
americano. Os principais compostos relatados ematest ndo volateis do género
Baccharis sdo os compostos fendlicos, dentre eles os fladesce os compostos
terpénicos. Suas principais propriedades biologiEds as atividades antioxidante,
antibacteriana e anti-inflamatodria. Neste estud@ano empregadas duas técnicas
extrativas: a extracdo com g8upercritico e a maceragdo com metanol. O objetivo
trabalho foi avaliar qual método extrativo potetizéa a obtencdo de compostos
biologicamente ativos. Foram utilizadas como matdnima as partes aéreas de
Baccharis uncinella para ambas as técnicas de extracdo. A extracaocsitipa foi
realizada em uma temperatura de 60°C e nas predsdesO e 200 bar. A maceragao
foi realizada com metanol e a planta foi maceraglal® dias. Os extratos foram
fracionados por cromatografia em coluna e suasdodscforam analisadas por
cromatografia em camada delgada a fim de identificaue classe os compostos
pertencem. Analises de atividade antioxidante, tder compostos fendlicos e
flavonoides também foram realizadas. Os resultadbsam que a fracdo 4 do extrato
macerado, obtida pelo fracionamento em coluna,afaue apresentou o melhor
resultado, onde sua atividade antioxidante foi88¢04 % e seu percentual de
flavonoides foi de 4,34 %.

PALAVRAS CHAVE: Baccharis uncinela; extracdo supercritica; maceracao;
atividade antioxidante; flavonoides.

ABSTRACT

TheBaccharis genus is composed by more than 500 species distdlihroughout the
American continent. The main compounds reportednam-volatile extracts of
Baccharis genus are phenolic compounds, including flavonomisd terpene
compounds. Its main biological properties are aimdiant activities, antibacterial and
anti-inflammatory. This study employed two extraatitechniques: extraction with
supercritical C@ and maceration with methanol. The objective of thvork is to
evaluate which extractive method enhances obtaibiolpgically active compounds.
Aerial parts ofBaccharis uncinella were used for both extraction techniques. The
supercritical extraction was performed at a tempeeaof 60 ° C and at pressures of
150 to 200 bar. Conventional extraction was peréatwith methanol and the plant is
macerated for 10 days. The extracts were fractsshhy chromatography column and
its fractions were analyzed by thin layer chromeapg@y to identify which classes of
compounds were present. Analysis of antioxidantviégt content of phenolic
compounds and flavonoids were also performed. €helts obtained indicate that the



fraction 4 of the methanol extract showed the besilts, where its antioxidant activity
was 89.04% and its flavonoid percentage was 4.34%.

KEYWORDS: Baccharis uncinella; supercritical extraction; maceration; antioxidant
activity; flavonoids.

1. INTRODUCAO

O Brasil tem uma das maiores biodiversidades dodmuviarias substancias produzidas
pelo metabolismo secundario das plantas sao imsena industria quimica, farmacéutica e de
alimentos e estdo cada vez mais sendo estudadasda propor uma utilizacdo benéfica aos
seres humanos de uma forma sustentavel. As espémesais nativas desempenham um
importante papel nas pesquisas brasileiras, pdistsede um recurso disponivel e renovavel,
assim como é uma forma de valorizar o que a fleggonal tem para oferecer (LUCAS, 2015).

O géneroBaccharis tem ampla distribuicdo geografica e uma grandéedade de
espécies que tém grande destaque na medicina papuaasil e em outros paises da América
do Sul. O campo para pesquisas de novas molédokts/bs deste género € promissor devido
ao seu grande potencial em metabdlitos secundédog) os compostos fendlicos (VERDI ET
AL., 2005).

As plantas do géner8accharis pertencem a familia Asteraceae, que compreende
aproximadamente 500 espécies, todas americanag aptbximadamente 120 estédo
localizadas no Brasil (BUDEL ET AL., 2005). Entre principais compostos encontrados em
extratos de plantas deste género estdo os compesp@nicos e 0os compostos fendlicos.
Destacam-se os flavonoides, que sdo amplamenteegatims nas industrias de alimentos,
farmacéutica e cosmeética por estarem relacionadoboas atividades antimicrobianas,
antioxidantes e anti-inflamatérias (ASCARI ET ARQ12; PIANTINO ET AL., 2008; VERDI
ET AL., 2005).

Diferentes técnicas sao utilizadas para a obtededextratos ndo volateis de material
vegetal, sendo que tradicionalmente o método erapgeg a maceracao da planta com solvente
organico (BIESAGA ET AL., 2011). Quando o intereész obtencdo de compostos polares, o
metanol é o solvente mais utilizado, pois consesdeir um maior nimero de compostos
(CECHINELET AL., 1998). Como alternativa ao processo tradial, a extracdo supercritica
€ uma operacao unitaria que tem ganhado destaque pmcesso extrativo de compostos
bioativos a partir de matrizes vegetais (HUANG ET.,A2012). Entre as vantagens
relacionadas ao seu uso, principalmente quanddverge utilizado é o Cg) é o fato de ser

considerada uma tecnologia limpa (CASSEL ET ALQ®00 CQ é o solvente mais utilizado



neste processo em funcéo de ser ndo inflamavetor&m, ndo corrosivo e atingir facilmente
as condicOes de temperatura e pressao superc(@8&SEL ET AL., 2008; HUANG ET AL.,
2012).

Para a andlise de extratos ndo volateis oriundsmsi@lantas se destacam as técnicas
cromatograficas, como a cromatografia em camadgadal e a cromatografia em coluna
(LUCAS, 2015). Técnicas espectrofotométricas tampédem caracterizar o extrato vegetal
através de experimentos que determinem a concé&atdg compostos especificos, como a
analise de flavonoides (FUNARI e FERRO, 2006). Ased de atividades bioldgicas também
sao muito utilizadas, dentre elas a analise dedatie antioxidante, que indica o potencial de
protecao a oxidacao encontrada em determinadosastog(OLIVEIRA ET AL., 2003).

O presente estudo tem por objetivo extrair comsaséo volateis dBaccharisuncinella
por meio de dois métodos diferentes: a extracaerstifica e a maceracdo com solvente
organico. Os extratos obtidos serao fracionadosmonatografia em coluna e analisados por
cromatografia em camada delgada a fim de comparanmpostos presentes nas fracoes de
cada tipo de extracdo. Analisar-se-a o teor de ostop fenolicos e de flavonoides, assim como
determinar-se-a a atividade antioxidante presesgdracdes a fim de avaliar qual é o processo

extrativo que potencializa a obtencdo de compasiosatividade bioldgica.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. GéneroBaccharis

O género Baccharis apresenta elevado valor socioeconémico e € endontra
principalmente nos Estados do Parang, Rio Gran@utiGanta Catarina e Sdo Paulo. Muitas
espécies do géneRaccharis sdo utilizadas na medicina popular para control&@aamento
de varias doencas, como anemias, inflamacdes etd&a/ERDI ET AL., 2005).

A Baccharis mais conhecida € B. trimera, também chamada de carqueja, e € muito
utilizada para tratamento de problemas gastrointast (OLIVEIRA ET AL., 2012). Os
compostos terpénicos, diterpénicos e as saporfitaekktados em extratos ndo volateis deste
género, bem como compostos fendlicos, como ostitaides e acidos fendlicos (VILA., 2006).
Entre as principais propriedades biolégicas dosatog de plantas do géndBaccharis estao
a atividade antioxidante, anti-inflamatdria, analga e antimicrobiana (VERDI ET AL., 2005).
Especificamente para os extratosBlaincinella, estudos relatam a presenca de compostos
triterpenos e flavonoides (ZALEWSKI ET AL., 2010).



2.2. Compostos ndo Volateis

Nas plantas, existem dois tipos de metabolismo:rimdpio e o secundario. O
metabolismo primario é o responséavel pelas fungiies da planta, enquanto o metabolismo
secundario produz substancias que conferem cdsicas de protecdo e adaptacdo ao
ecossistema onde elas estado inseridas. Entre adarésticas, podem-se citar a defesa contra
herbivoros, a protecéo contra raios UV e a atrdegmlinizadores. Os compostos nado volateis
extraidos de material vegetal estdo localizadosmatabolismo secundério das plantas
(SIMOES ET AL., 2007; LUCAS, 2015).

Grande parte das moléculas presentes nos extramsvaiateis sdo 0s compostos
fendlicos, que incluem uma grande diversidade ttetasas e possuem pelo menos um anel
aromatico e um hidrogénio substituido por um grugrgim hidroxila. Dentre eles, citam-se 0s
taninos, flavonoides, ligninas, cumarinas, entreasu(SIMOES ET AL., 2007; LUCAS,
2015).

2.3. Obtencéo de Extratos ndo Volateis

Muitas técnicas de extracdo podem ser utilizades ggobter extratos nédo volateis de
plantas, principalmente constituidos por compof&idlicos como os flavonoides.

A maceracdo com solvente organico é bastante eagmegrincipalmente pela
facilidade e ampla aplicabilidade (RIJKE ET AL.,08). Solventes como o metanol, etanol,
acetato de etila, bem como suas combinacfes coanpiglem ser utilizados nesse processo
(BIESAGA ET AL., 2011). Extracdo com equipamentoxidet € menos empregada para
obtencéo de flavonoides a partir de plantas (RIEKEAL., 2006).

Outra maneira que vem sendo muito utilizada nasna#t anos para a obtencdo de
extratos ndo volateis de material vegetal € atraégxtracdo com fluido supercritico. A
principal vantagem é a obtencao do extrato purn,asaecessidade de remover o solvente para
posterior utilizacdo, sendo assim classificada cama tecnologia limpa (CASSEL ET AL.,
2008).

2.3.1. Maceracao com Solvente Organico



A maceracao com solvente organico € um meétodoritasitilizado para se obter extratos
nao volateis de plantas. O solvente mais adequad@ogitencdo do extrato bruto € o metanol,
pois possibilita a extracdo de um maior nimero alBpostos polares, como 0s compostos
fendlicos, dentre eles os flavonoidé3ECHINEL ET AL, 1998. Este método de extracao
consome uma quantidade grande de solvente e regaen, pois a planta é macerada por
aproximadamente 10 dias (BIESAGA ET AL., 2011). Apgextracdo, o solvente residual deve

ser evaporado antes de se realizar as analisesipoes.

2.3.2. Extracdo Supercritica

A extracdo supercritica pode ser definida como labgzacdo de determinados
compostos de uma matriz sélida ou liquida em umesté nas condi¢cdes supercriticas
(REVERCHON ET AL., 2006). Um fluido supercritic@§uele que se encontra acima da sua
pressao e temperatura criticas e, nesta condidgoira viscosidade analoga a de um gas e uma
capacidade de dissolucao elevada como a de unddig{fCASSEL ET AL., 2008; LUCAS,
2015). Muitos solventes podem ser utilizados, popé&iiivxido de carbono apresenta algumas
vantagens, como ser ndo téxico, ndo inflamévelbtexo custo e atingir facilmente sua
condicao supercritica (CASSEL ET AL.,2008).

O funcionamento basico do processo de extracafiyydo supercritico se inicia com o
solvente no estado liquido sendo comprimido em bomba de alta pressdo e em seguida
aquecido em um pré-aquecedor até as condi¢descatipas. O fluido nestas condigbes €
introduzido no vaso de extracéo. Depois de efetaadetracdes, o solvente juntamente com o
extrato obtido, passam por uma valvula de expansée o solvente retorna ao estado gasoso,
resultando na sua total eliminacédo, obtendo-senassxtrato puro (CASSEL ET AL., 2008;
LUCAS, 2015).

2.4. Andlises de Compostos nao Volateis

A andlise e identificacdo dos extratos ndo vol&&msnormalmente realizadas através de
meétodos cromatograficos e espectroscopicos (LURASS).

Cromatografia € um método de separacdo de comparstasna mistura, onde a amostra
interage com a fase estacionaria e a fase moveA(\006). Técnicas cromatograficas como
cromatografia em camada delgada (CCD), cromategefi coluna (CC) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) sdo muito utilitees como métodos analiticos qualitativos e
guantitativos.

Técnicas espectrofotométricas também séo utilizpdes caracterizar extratos vegetais.

Entre as técnicas esta a que determina a concantdeg flavonoides (FUNARI E FERRO,



2006). Analises de atividades biolégicas tambémsdito utilizadas, dentre elas a analise de
atividade antioxidante, que indica o potencial detgtdo a oxidacdo encontrada em
determinados compostos (OLIVEIRA ET AL., 2003).

2.4.1. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A CCD consiste na separacao de compostos de ur@anisulticomponente através da
migracdo sobre uma camada de adsorvente, chamddaedestacionaria. As placas podem
utilizar como adsorvente celulose e alumina, sergltica gel a fase estacionaria mais utilizada.
Esta migracdo se d& por capilaridade com ajudandesalvente, chamado de fase movel
(COLLINS ET AL., 2007; SKOOG ET AL., 2008; LUCASP25). A fase mével dependera
das caracteristicas quimicas do extrato. Como toates vegetais possuem moléculas polares
e apolares, a fase movel indicada deve possuirigatie intermediaria para conseguir separar
0s compostos de maneira mais eficiente ( WAKSMUNDZKAINOS ET AL., 2008).

A CCD é a ferramenta basica para identificar qtipss de compostos estdo presentes
nos extratos. Pode ser utilizada também para isaladeterminado composto de uma mistura
e também para verificar a presenca de compostadivme. A CCD também controla a
eficiéncia de separacdo de outros métodos crondditogs, como a cromatografia em coluna.
Esta técnica tem muitas vantagens, como a otinozdgéutras analises cromatograficas, baixo
custo e o fato de poder utilizar diferentes praoeditos na deteccédo de diferentes classes de
compostos. A caracterizagdo dos compostos é noengdnfieita através da luz ultravioleta e
também por meio de reveladores quimicos (WAKSMUNBAKAINOS ET AL., 2008). A

Figura 1 ilustra o procedimento de um experimeet&€gD.

Figura 1 - Esquema de um experimento de CCD.



Cuba de vidro
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Fonte: LUCAS, 2015.

A amostra é aplicada na base inferior da placa atognafica e é inserida na cuba de
vidro contendo a fase moével. A cuba de vidro € idarfechada e durante o desenvolvimento
da analise e os compostos da amostra vao sendadepam zonas distintas. Quando a frente

do solvente atingir o topo da placa, retira-seagglda cuba e deixa-se evaporar o solvente.

2.4.2. Cromatografia em Coluna (CC)

A cromatografia em coluna (CC) tem por objetivaivaar extratos e isolar compostos
(LUCAS, 2015). O principio de separacéo da técaéibaseado no fenbmeno da adsorcédo, onde
uma substancia (gas, liquido ou solido) fica retidasuperficie de um solido (COLLINS ET
AL., 2007; SKOOG ET AL., 2008). A Figura 2 ilustngporocedimento de um experimento de
CC.

Figura 2 - Esquema de um experimento de CC.
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Fonte: DEGANI ET AL., 1998.
O equipamento consiste em uma coluna de vidro almerttopo e recheada com um

material adsorvente (fase estacionaria). O adsteverais utilizado € a silica gel. Na



extremidade inferior se encontra uma torneira pacantrole do volume das fracbes a serem
recolhidas. A amostra a ser separada € adicionadepo da coluna. A separacao dos
compostos se da por gravidade ou por pressao cagd@dos solventes (fase moével) que
separam 0s compostos de acordo com a polaridadeAElJ2015; SKOOG ET AL., 2008). A
escolha da fase mével deve ser feita de acordcacednie eluotrdpica referente ao adsorvente
que esta sendo utilizado, seguindo a ordem cresdenpolaridade. Quando um solvente puro
nao consegue separar determinados compostos denistuaa, pode-se utilizar uma mistura
dos solventes (COLLINS ET AL., 2007; LUCAS, 2015).

2.4.3. Atividade Antioxidante, Teor de Fendlicos Totais deor de Flavonoides

O interesse na utilizacdo de plantas como fontesaia de compostos antioxidantes em
indUstrias quimicas, farmacéuticas e de aliments wrescendo (RICE-EVANS ET AL.,
1996). Além disso, os consumidores estdo cada ‘&z atentos a produtos que contenham
compostos antioxidantes, visto que eles sdo imptgpara a manutencao da saude e para a
protecdo contra doencgas degenerativas, como ordEdKONEN ET AL., 1999).

Compostos antioxidantes sdo aqueles que protegagemsis biolégicos contra efeitos
potencialmente lesivos de reacdes que promovemidagio de macromoléculas ou de
estruturas celulares (VILA., 2006). O mecanismac&o antioxidante ocorre com a remocao
dos radicais livres existentes através da doaca@daeos de hidrogénio, conforme mostrado
na Figura 3.

Figura 3 - Mecanismo de ag&o antioxidante.
ROO*+ AH — ROOH+ A’

R°+ AH — RH+ A’

Fonte: VILA, 2006.

Os compostos fenolicos sdo comumente encontradosplamtas e apresentam
propriedades bioldgicas reconhecidas, como atieidaatioxidante, antimicrobiana e anti-
inflamatdria (KAHKONEN ET AL., 1999). Os flavonoidesdo um grupo de compostos
fendlicos, onde a atividade antioxidante ganhaadest e, juntamente com os diterpenos, sdo
0s compostos de maior ocorréncia nos metabolimssidrios de plantas do gén8axcharis.

Os flavonoides sao importantes para o crescimenti@senvolvimento da planta e

também atuam no mecanismo de defesa contra infeecdesdes (KAHKONEN ET AL.,



1999). No entanto, € importante salientar que rnamoha & atividade antioxidante do género
Baccharis estd necessariamente relacionada a compostosictendlonde terpenos e

tricotecenos também podem possuir tais caracta$s(VERDI ET AL., 2005).

3. METODOLOGIA
3.1. Coleta do Material Vegetal

O material vegetal utilizado nos experimentos foletado no Centro de Pesquisa e
Conservacao da Natureza Pro-Mata (CPCN Pro-Mat)JdZR S, localizado em Séao Francisco
de Paula, RS. Para os experimentos de extracam fatdizadas as partes aéreas Rla

uncinella.

3.2. Maceracao com Metanol
A maceracdo dos compostos nao volateiB.dmcinella foi realizada utilizando metanol
(Merck) como solvente. A extracado convencionalréailizada com 50 gramas de planta seca
em estufa (Tecnal) e 500 mL de solvente por unogertle 10 dias. Apos esse periodo, o

extrato obtido foi seco com auxilio de um rotavadacnal) para posteriores analises.

3.3. Extracdo Supercritica

As extracOes foram realizadas na unidade piloextlacao supercritica do LOPE/FENG
e 0 processo esta esquematizado na Figura 4. @dimoento de extracdo dos compostos néao
volateis por fluido supercritico foi realizado iz#indo CQ como solvente (99,9% de pureza —
AirProducts) em duas diferentes condi¢oes de preds® e 200 bar, na temperatura de 333,15
K, pois em pressfes mais elevadas se extrai maipasios polares, como os fendlicos e
flavondides (LUCAS, 2015). Para cada experimentanfo adicionados 50 gramas &e
uncinella previamente seca em estufa (Tecnal) e moida emhmaie facas (Skymsen). As
definicbes sobre as condi¢cbes de extracao foranagadhs no estudo de Lucas (2015).

Figura 4 - Fluxograma do processo de extracdo tintofsupercritico:

C —cilindro de C@ HE — Trocador de calor, CV — Valvula de reten¢@b;- Bomba de alta pressdo de,Je2
— Bomba de cossolvente, R — Reservatério de casselyEV1 — Vaso de extracdo, TT — Controladores de
temperatura, PT — Controladores de presséo, Ve Wa separacdo, MFT — Medidor de vazéo, MV- Valvul

micrométrica, SV — Valvula de bloqueio.



C1

Fonte: LUCAS, 2015

3.4. Andlises dos Compostos

3.4.1. Cromatografia em Camada Delgada
A analise por Cromatografia em Camada Delgada (CiGDealizada em placas de
silica gel Alugram® Xtra SIL G/U¥4 (Macherey-Nagel) de 20cm x 20cm, utilizando como
fase movel diclorometano PA (Merck). As placas riondsualizadas em lanterna de luz UV
(Boiton) com comprimento de ondaXe 365 nm. Apds a visualizacdo na luz, as placgasfo
reveladas com DPPH para avaliar a atividade awltémte e com vanilina sulfarica para avaliar
a presenca de compostos fendlicos e flavondides.

3.4.2. Cromatografia em Coluna

A cromatografia em coluna foi realizada em uma malde vidro de 30 cm de
comprimento e 2,2 cm de diametro, utilizando conspavente silica gel 60 (0,063-0,200 mm)
marca Merck. Os experimentos foram padronizados wora altura de 15 cm de silica no
interior da coluna. A massa utilizada para o expenito foi de 0,6 gramas de extrato, tanto
supercritico como macerado. A coluna foi acopladmasistema a vacuo, garantindo assim o
esgotamento do eluente utilizado nas fragdes rielaxdhOs solventes utilizados para a eluicdo
dos compostos, em ordem crescente de polaridaden fdiclorometano e metanol, todos da
marca Merck. Para que o aumento de polaridadestiensa fosse gradual, foram utilizadas

misturas dos solventes em diferentes proporcdesy éapresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Relacdo dos solventes e suas respeptmagrcdes utilizadas no fracionamento

por cromatografia em coluna.



Identificacdo das Solvente Proporcao de mistura (% em
fracOes volume)

correspondentes

F1 Diclorometano 100

F2 Diclorometano : Metanol 99:1

F3 Diclorometano : Metanol 97:3

F4 Diclorometano : Metanol 95:5

F5 Diclorometano : Metanol 90:10

F6 Metanol 100

Como forma de padronizar os experimentos, foi ettaltlo que a quantidade de cada
eluente e/ou misturas de eluentes seria de 03 wezefume de adsorvente na coluna para
garantir a maxima eluicdo dos compostos. Com uingaatle 15 cm de silica e um diametro
de 2,2 cm, o volume (til da coluna é, aproximadamesv,0 cri. Ent&o, o volume para cada
eluente e/ou misturas foi de 170 ml. As fracdearforecolhidas ao término da passagem dos
170 ml de fase movel. Apés a retirada de cadadrag&olvente foi eliminado com o auxilio
de um rotavapor (Tecnal) e a amostra seca foi anaala em frascos de vidro para posteriores

analises.

3.4.3. Atividade Antioxidante

A anadlise da atividade antioxidante dos extratogdalizada através do método de
sequestro de radicais livres DPPH, proposto portBwsimeida (2006). Foi preparada uma
solucdo de amostra e etanol (99,5% - Merck) naasdracdo de 20 mg/mL. A solucao de
DPPH (Sigma®) tem uma concentracao de 60 pM, tandmmetanol. As amostras reagem por
60 minutos em um local protegido da luz. A leitwtas absorbancias foi realizada em
espectrofotometro (Biospectro SP-220) no comprimetd¢ onda del = 515 nm. A
quantificacdo da atividade antioxidante foi caldalatravés da equacao proposta por Duarte-

Almeida:

Absorbancia Controle—Absorbancia Amostra
SRL (%) = x 100

Absorbancia Controle

O decaimento da absorbancia das amostras cormdacoao decaimento da
absorbancia controle resulta na porcentagem desequde radicais livres (0SRL).



3.4.4. Compostos fendlicos totais

O método utilizado para a analise da concentragécothpostos fendlicos totais foi o
método Follin-Ciocalteau (FOLLIN E CIOCALTEAU, 19p7tendo como padrdo o acido
galico. Esse método leva em consideracdo qualgqurepasto fenolico presente na amostra.
Para a preparacdo da amostra, uma massa de 20 exgrale € diluida em 1 ml de etanol
(Merck). Uma aliquota de 100 pL da amostra é cola@m um baldo de 10 mL, juntamente
com 900 pL de etanol (Merck) e o volume é completadm agua destilada. Para o
experimento, 400 pL da amostra contida no balabOdeL séo transferidos para um tubo de
ensaio, juntamente com 600 pL da solucédo de etah@%, 1 mL da solucéo de carbonato de
sédio a 17%, 1 mL do reagente Folin-Ciocalteau INrd. de 4gua destilada. A solucao reage
por 90 minutos em um local protegido da luz. Aukitdas absorbancias foi realizada em
espectrofotometro (Biospectro SP-220) no comprimete onda de. = 725 nm. A

quantificacao € realizada com base na curva patir@cido galico.

3.4.5. Flavonoides

O meétodo utilizado foi o de reacdo com AIEIUNARI E FERRO, 2006). O extrato
deB. uncinella é diluido em etanol (Merck) até atingir uma conicg@o de 20 mg/ml. Para o
experimento, 200uL desta solucdo foi transferidea pan baldo volumétrico de 25 mL
juntamente com 1 mL da solucdo de AI&€PR,5%, onde o volume do baldo é completado com
etanol (Merck). Apos 30 minutos de reacdo, as aam®sdo lidas em espectrofotdmetro
(Biospectro SP-220) em um comprimento de onda de425 nm. O padréo de referéncia
empregado foi a quercetina (Sigma®) e uma curvadpeafbi construida. A quantificacéo é
realizada comparando as leituras em comprimentnda dé. = 425 nm das amostras com a

curva padréo de quercetina.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Cromatografia em Coluna
Os extratos obtidos a partir da extracdo por mader@om metanol e por fluido

supercritico foram fracionados em coluna. Forandabt6 fracdes para ambos os extratos. As



Figuras 5 e 6 mostram o fracionamento em coluna psrextratos macerado e supercritico,
respectivamente. As fotos foram tiradas apds aagass dos 170 mL do eluente.

Figura 5 - Fracionamento do extrato macerado.

Observa-se que a metodologia de fracionamentaad#i se mostrou mais eficiente para
0 extrato supercritico, visto que a ultima imageniato da Figura 6, que corresponde a Ultima
fracao, ficou sem amostra retida na silica. Isgaifita que a polaridade dos solventes foi
adequada para a separacao dos compostos preseebtdsato. Ja para o fracionamento com o
extrato macerado, a Ultima imagem vista na fotBidara 5, que corresponde a ultima fracao,

ainda ficou retida na silica. Solventes ou mistutassolventes mais polares podem ser



utilizados para limpar totalmente a coluna cromafica, garantindo a coleta de todos os

Ccompostos presentes no extrato.

4.2. Cromatografia em Camada Delgada
O extrato bruto e suas fragdes, de ambas as té@trativas, foram analisados por CCD.
As placas foram vistas na luz UV no compriment@mdda de. = 365 nm e reveladas com
DPPH e vanilina sulfarica. Os compostos observadoem ser vistos nas Figuras 7, 8 e 9.
A placa analisada na luz UV (Figura 7) ndo apresentma grande variedade de
compostos. Devido a este fato, tornou-se necesaautlizacdo de diferentes métodos de
deteccdo, como os reveladores quimicos, que tokisiveis 0s compostos que ndo foram

captados pela luz UV.

Figura 7 - Imagem da placa de CCD vista na luz @\éamprimento de onda @de= 365 nm.
Extrato bruto macerado e suas fracdes e extragraifico e suas fracdes, respectivamente

Figura 8 - Imagem da placa de CCD revelada com DERtato bruto macerado e suas
fracOes e extrato supercritico e suas fracbesecdspmente.



Figura 9 - Imagem da placa de CCD revelada conlimarsulfarica. Extrato bruto macerado
e suas fracOes e extrato supercritico e suas Fa@spectivamente.

A placa revelada com DPPH (Figura 8) indica fotteidade antioxidante do extrato
macerado com metanol bruto e das suas fracoes3ge45, devido as zonas de coloracdo
amareladas, enquanto que o extrato supercriticesaptou atividade antioxidante muito
inferior ao do extrato macerado.

Analisando a placa revelada com vanilina sulfufiigura 9), observam-se compostos
amarelados/alaranjados no extrato bruto maceragn tdas as suas fracdes. Tal coloracéo
pode ser um indicativo de flavonoides (LUCAS, 20¥)oloracdo amarelada é observada
sem tanto destaque para os extratos obtidos cosreGOas respectivas fragdes. A coloragdo
azul/roxa (Figura 9) observada em grande quantidadextrato supercritico e suas fracoes é
atribuida a compostos terpénicos (LUCAS, 2015).

O resultado da comparacéao entre das placas de &@Ixdas com DPPH (Figura 8) e
vanilina sulftrica (Figura 9) gera um forte indigatque a atividade antioxidante dos extratos

obtidos por maceracao e suas respectivas fractiga edacionada a presenca de flavonoides.



4.3. Andlise de Atividade Antioxidante
As fragBes dos extratos resultantes da maceradaoegtracdo supercritica e obtidas
por fracionamento em coluna com solventes de difesepolaridades (Tabela 1) foram

analisadas quanto ao poder antioxidante. Os resglsho apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Resultado da atividade antioxidantefrdgées obtidas da maceracao e extracao
supercritica, respectivamente.

Fracéo Maceracéo (% SRL) E. Supercritica (% SRL)
F1 29,6 8,08
F2 7,76 10,24
F3 82,47 9,86
F4 89,04 9,64
F5 79,48 5,82
F6 90,93 3,41

Observa-se que os resultados variaram muito del@omm o método extrativo. Para a
maceracdo com metanol, a fracdo 6 (F6) apresemtomaior percentual de sequestro do
radical livre (% SRL), caracterizando-a assim coedracdo com a melhor atividade
antioxidante, seguida das fracdes 4, 3 e 5 que éamapresentaram uma Otima acao
antioxidante. J4 para o extrato supercritico, @slt@dos foram muito inferiores quando
comparado com a maceracdo e a fracdo 2 (F2) faleaapresentou a melhor atividade
antioxidante, seguidas das fracoes 3, 4 e 1.

A presenca da clorofila no extrato bruto obtido paceracao e suas fracées 3,4 e 5 se
mostra acentuada, podendo ser vista na Figura de as zonas de fluorescéncia
avermelhadas/alaranjadas indicam sua presenca (VERGRO001). Esse fato também pode
estar relacionado a excelente atividade antioxédqné o extrato macerado com metanol e suas
fracOes apresentaram, visto que a clorofila temptowada atividade antioxidante (VOLP ET
AL., 2009).

4.4. Teor de Compostos Fendlicos e Flavonoides
Os resultados das analises do teor de compostoBctes em equivalente de acido
gélico, e do teor de flavonoides, em equivalenteqdercitina, das fracdes dos extratos



resultantes da maceracéo e da extracéo supereritiziédas por fracionamento em coluna com

solventes de diferentes polaridades (Tabela 1agésentados nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3 -Resultado do teor de compostos fendlicos em eant@lde acido galico das
fracOes dos extratos resultantes da maceracaexrdgao supercritica.

Fracéo Maceracéo (% em massa) E. Supercritica (% em

massa)

F1 4,97 4,22

F2 8,15 3,47

F3 5,73 5,73

F4 4,97 4,24

F5 2,33 5,56

F6 1,96 4,35

Tabela 4 -Resultado do teor de flavonoides em equivalentepidecitina das fracdes dos
extratos resultantes da maceracédo e da extracéccsitipa.

Fracéo Maceracéo (% em massa) E. Supercritica (% em

massa)

F1 1,61 0

F2 0,62 0

F3 3,44 0,109

F4 4,34 0,091

F5 2,27 0,045

F6 0,47 0

Os resultados do teor de compostos fendlicos erlaides também variaram bastante de

acordo com o método extrativo. Analisando a TaBgtedemos observar que para a maceragao

a fracdo 2 (F2) apresentou maior percentual emardessompostos fendlicos, enquanto para

a extracao supercritica a que apresentou o maioemeal foi a fracdo 3 (F3). Os resultados

obtidos para o teor de flavonoides apontam maicoasentracdes para as fragbes do extrato

macerado. A fracdo 4 (F4) apresentou maior tedlagtenoides para a maceragao, enquanto

gue na extracao supercritica a fracao 3 (F3) api@s® melhor resultado.

Analisando os resultados obtidos, conclui-se queoagpostos fendlicos presentes nas

fracOes 1, 2 e 6 da extracdo supercritica naola@onbides e a atividade antioxidante dessas



fracOes esta relacionada a outras classes de ctwspBara as fracdes obtidas por maceracéo,
conclui-se que praticamente todos os compostodidesdpresentes nas fracoes 4 e 5 séo
flavonoides e, conforme observado na analise p@,@provavel que a atividade antioxidante
dessas fracOes esteja relacionada a presencazdedides, juntamente com a clorofila.
Avaliando todas as etapas deste trabalho, bem osmesultados obtidos, nota-se que
€ um caminho indicado e viavel para a investigat@@ompostos bioativos de extratos de

organismos vegetais, visando aplicagdes em indésitiimicas, farmacéuticas e de alimentos.

5. CONCLUSAO

A metodologia utilizada para a analise cromatogedém coluna se mostrou eficiente
na separagao dos compostos presentes nos ext@tospode ser observado nas Figuras 7, 8,
e 9. Entre estes fatos foi possivel identificarespnca de clorofila (Figura 7).

Analisando os perfis cromatograficos dos extratB.dincinella foi possivel concluir
que os métodos de extracdo influenciam fortemeateomposicdo dos compostos obtidos,
onde se observou maior concentracéo de flavonoioegxtratos obtidos por maceragao com
metanol e maior concentragcdo de compostos terpmos extratos obtidos com €O
supercritico, nas condicdes de operacao testadas.

Em relacdo a atividade antioxidante, concluiu-seapolaridade do solvente utilizado
foi o responsavel pela diferenca entre os resudtgmira as fracdes oriundas do extrato
supercritico e do extrato macerado com metanol.nf@ueaior a polaridade do solvente
utilizado na extracéo, maior a atividade antioxidan

A partir da escolha do método extrativo que potdirei a obtencdo de compostos
biologicamente ativos, parte-se para a escolheagad que apresentou o melhor resultado para
as atividades propostas. A fracdo 4 (F4) do extretoerado com metanol foi a que apresentou
os melhores resultados, onde sua atividade ansintedfoi de 89,04 %, seu percentual de
compostos fendlicos foi de 4,97 % e seu percentigalflavondides de 4,34 %, onde
praticamente todos os compostos fendlicos séorftades. Desse modo, sugere-se que a fragéo
escolhida seja refracionada a fim de tentar isoldentificar por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a um espectrometro de masdasH/EM) algum flavonoide presente no

extrato macerado d& uncinella que seja responsavel pela boa atividade antiotddnfracao.
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